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-1-

INTRODUCTION

Les travaux qui font 1'objet de ce mémoire, sont 1la
continuité des recherches entreprises par le groupe DMC sur
la conception et la fabrication d'un textile antimicrobien
basé sur 1le traltement du coton par des ammoniuns
gquaternaires. L’'initiative de recherche (projet "Textilyse'")
a été prise par M. CHRIST, Président Directeur Général de 1la

Filature de La Gosse, et M. SAINGIER, Directeur de Recherche
de Texunion.

Le procédé de fonctionnalisation de 1la cellulose de
coton par les ammoniums quaternaires a &té& mis au point par M.
JOLY 38 la Filature de La Gosse et & 1'Université de NANCY I,
dans 1le laboratoire de Chimie Organique 1I1I, sous la
direction de M. le Professeur GROSS.

Nos travaux ont é&été effectués au laboratoire de
Microbioclogie Appliquée de 1'Université des Scilences et
Techniques de Lille Flandres Artois, sous la direction de M.
le Professeur GUILLAUME et la responsabilité scientifique de
M. le Professeur TAILLIEZ et de M. OCHIN. Le projet de
recherche a fait 1'objet d’'un programme initial d'aide a
1'innovation soutenu par 1’'Agence Natiocnale de Valorisation
de 1la Recherche (ANVAR, dossier A-81-11-307-W>. VL'Agence
Nationale de la Recherche Technique (ANRT) a également
contribué & <c¢e projet sous 1la forme d’' une Convention

Industrielle de Formation par 1la Recherche (dossier CIFRE
255/83) .

L'aspect toxicologique des travaux de recherche a é&té
pris en charge par le Laboratoire de Pharmacodynamie de 1la
Faculté de Pharmacie, sous la direction de M. le Professeur
CAZIN, expert auprés du Ministére de la Santé.

Les tests d'allergologie ont é&t& menés au Centre
Hospitalier Régional de Lille, au Service de Dermatologie de
M. le Professeur BERGOEND, sous la direction scientifique du
Docteur MARTIN.
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Les essals de synthése industrielle des sels d'ammoniums
quaternaires ont &té faits par ICMD (Industrie Chimique de
Mulhouse Dornach).

Le Centre de Recherche Textile de Mulhouse a assuré les
essals de traitements au stade pilote et 1la plupart des
essals de lavages. Les usines DESCAMPS d'Erquinghem ont é&té
le siege des essails de traitement au stade industriel.

Les entreprises NEU ont enfin participé & ce travail, en

apportant leur aide technique pour les essais de filtration
de 1l'air,

Ce travaill a souvent &té & 1'interface de plusieurs
disciplines. J'associe 38 ces travaux toutes les personnes des
secteurs textile, chimie, microbiologie, médecine, pharmacie
et génie industriel, qui ont participé au projet "Textilyse”.

Ce mémoire est divis8 en deux parties. La partie
"générale"” traite des performances obtenues avec 1le textile
antimicrobien et de son mode d'action. Les aspects techniques
du procédé de fonctionnalisation et certaines recherches, qui
doivent faire 1l'objet d'une protection spéciale, sont réunis
dans la partie 'confidentielle”. L'ensemble du projet est
protégé par des accords de confidentialité de sorte que 1la
soutenance du mémoire se fera & huis clos.
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PRESENTATION DE DMNC

Le groupe DOLLFUS-MIEG & Cie (société anonyme au capital
de 195.534.900 F) représente une part importante de notre
industrie textile. Ses activités offrent une grande diversité:

— Mercerie : DMC est 1’un des leaders mondiaux des fils
A coudre et a broder.

- Filés et tissus &crus (Ets GELICT et LORIDANT).
- Tissés telnts (TISSAGES ROANNAIS).

~ Linge de maison : La marque DESCAMPS jouit dans ce
domaine d'une notecriété internationale.

~ Tissus imprimés : KBC (KOECHLIN BAUMGARTNER & Cie) et
TEXUNION possé@dent des collections dont 1les dessins sont
sélectionnés dans le monde entier. Leader de 1’'impression en
France, TEXUNION répond & 1'essentiel des besoins en matiére
de tissus (habillement, ameublement).

- Tissus industriels (Ets A. HUET), fils et accessoires
pour 1'industrie (FILATURE DE LA GOSSE). Trés connue dans la
profession pour la qualité de ses fils spéclaux (velours,
voile, corespun...), la FILATURE DE LA GOSSE occupe une place
importante. Elle s'est progressivement imposée comme unité de
recherche et d'expérimentation du groupe.

En 1985, DMC améliorait ses bénéfices nets de 80 %. Sous
1'impulsion de son Président Directeur Général, M. Julien
CHARLIER, la stratégie du groupe est désormais orientée vers
la croissance du chiffre d'affaire et du résultat. L'ambition

du groupe est de devenir le no 1 de 1'industrie textile en
Europe.



GENERAILITES
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AVART PROPOS

L'apparition d'un nombre croissant d'articles textiles
doués de proprié&tés biologiques est & 1'origine du mot
"biotextile”. On regroupe sous ce terme 1’'ensenble des
matériaux textiles susceptibles d'interférer d'une facon
active avec un milieu biologique. Parmi 1les principales
propriétés bloactives, on compte le pouvoir antiseptique et
le pouvoir cicatrisant. Certains supports textiles peuvent
également servir a 1’'immobilisation de cellules ou d'enzymes,
dans le cadre d'applications bilotechnologiques.

Les textliles antimicrobiens constituent, de 1loin, le
plus important groupe de biotextiles. La création de ce type
de tissu procéde d’'un intérét &vident car 1leur domaine
d'application est vaste. Utilisés & grande é&chelle, 1ils
peuvent apporter une amélioration considérable des conditions
d'hygiéne par leur action prophylactique. L’enjeu commercial
est trés important. Ainsi, les biotextiles peuvent servir a
la fabrication de linges autostériles (draps, champs
opératoires, blouses, gants, pansements ...etc), qui seraient
trés utiles dans les milieux hospitaliers pour diminuer 1les
risques de contamination. Cette utilisation peut &tre é&tendue
aux linges de collectivités (restaurants, cantines, hotels,
Armée ...etc) ou & toute autre activité nécessitant des
conditions sanitaires strictes <(laboratoires pharmaceutiques
ou industries agro-alimentaires). Sous forme de SOUS—
vétements, ils éviteraient la dégradation bactérienne de la
sueur et les mauvalses odeurs qu'elle engendre (MAC NEIL 1963)

Pour 1'armée, un tel systéme serait utile dans le cadre de
la protection N.B.C. (Nucléaire Biologique Chimique).

D'autres applications sont & envisager conmme la
protection des fibres textiles elles-mémes contre l'action de
divers agents biologiques. Les revétements muraux, les
moquettes, les tentes seraient ainsi protégés du

pourrissement di aux champignons et des déprédations causées
par certains insectes. Ce probléme est parfois posé lors du
stockage méme des produits manufacturés.
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L'assalinissement de 1l'eau sans adjonction de produits
désinfectants solubles offre é&galement beaucoup d'intérét
(piscines, eaux de qualité alimentaire). Celuil de 1'air
permet de combattre les risques é&pidémiologiques dus & 1la

formation d'aé&rosols chargés de germes pathogénes dans les
gaines d'aération (HURST 1958).

Les quelques exemples, Qque nous venons d' &énunérer,

indiquent 1'ampleur du marché& potentiel. Au cours de ces
derniéres décennies, de nombreux procédés de fabrication de
tissus antiseptiques ont vu le jour. Ces tissus présentent,
en général, trols défauts majeurs : prix de revient +trop

élevé, spectre d'action germicide +trop &troit et, surtout,
labilité du traitement antimicrobien qui ne ré&siste pas aux
lavages. La réalisation d’'un bilotextile, capable d'opérer
dans toutes les situations que nous avons décrites, suppose
1'association d'un tissu avec un antiseptique qui doit
présenter deux caractéristiques essentielles : un pouvoir
germicide & faible dose et une toxicité minime pour 1l'homme.

Les ammoniums quaternaires peuvent remplir ces conditions,
c'est pourquoi ils ont &té& choisis pour 1la fabrication du
biotextile qui fait 1'objet de 1la présente é&tude. Leurs

principales qualités sont, comme nous le verrons
ultérieurement

¥ Un large spectre d'action germicide.

X Une activité a faible concentration qui est
rémanente et rapide.

¥ Une faible toxicité& cutange aux concentrations
utiles.

¥ Un faible prix de revient & la synthése.

Ces généralités ont pour but de familiariser 1le lecteur
avec les ammoniums quaternaires, leur nature et leur mode
d'action dont dépendra celui du bilotextile. Nous aborderons
ensuite le coton, qui est la mati@re premiére de notre
textile antimicrobien, et les différentes techniques
d'ennoblissement textile. Nous verrons enfin gquels sont les
différents types de textiles antimicrobiens, leurs avantages
et leurs inconvénients. Nous terminerons en situant
rapidement le biotextile, que nous avons é&tudié&, parmi Iles
autres produits présents sur le marché.
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I. LES AMMOKIUNS QUATERNXAIRES

1> Composition chimique

1.1) Dé&finition

Sous le terme générique d'ammonium quaternaire, on
regroupe les molécules qui possédent un atome d’'azote
entiérement substitué par quatre radicaux. Au départ, cette
définition é&tait 1limitée aux seuls radicaux organiques,
reliés a 1'atome d'azote par une liaison de type C-N.
Cependant, avec 1l'apparitions de molécules possédant des

radicaux de plus en plus complexes et variés, la dénomination
d'ammonium quaternaire a &té é&tendue aux composés dont au
moins un atome d’'azote est entiérement substitué par des
radicaux autres que 1'atome 4d’'hydrogéne (Chemical Abstract -

Index guide). La formule générale d'un ammonium quaternaire
est donc la suivante

Ra
Les radicaux Ry, Rz, Ra et Ra sont des groupements
organiques gqui peuvent €tre tous différents, substitués ou
non, saturés ou insaturés, aliphatiques ou aromatiques,
branchés ou non branchés. L'atome d'azote, parfois 1inclus
dans un hétérocycle, est pentavalent : Quatre 1liaisons de
covalence et une liaison é&lectrostatique. Les ammoniums

quaternaires sont généralement obtenus par alkylation d'une
amine tertiaire. L'ion X—, qui neutralise la charge positive,

est amené par 1l'agent de quaternisation. Cet anion, appele
contre—-ien ou 1lon accompagnateur, est souvent minéral
(chlorure, bromure ou iodure) ; parfois 11 est organique
(acétate).

En ce qui concerne 1leur nomenclature, les ammoniums
quaternaires sont considérés comme des dérivés, entiérement

substitués, de composés aminés.
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Les ammoniums quaternaires sont nommés en fonction de 1'amine
dont ils sont issus ; 1l s'agit, dans la grande majorité des
cas, d’'une amine tertiaire. Le suffixe -ium est employé pour
les caractériser et des expressions comme pyridinium ou
quinolinium sont alors utilisées pour dé&finir 1les ammoniums
quaternaires dérivés de la pyridine ou de la quinoleine (ex
chlorure d'hexadécyl pyridinium). Les radicaux sont cités
soit par ordre alphab&tique, sans tenir compte des préfixes
numérateurs (di-, tri-...etc), soilt par ordre de complexité
croissante. Ainsi les dénominations chlorure d'é&thyl
hexadécyl dim&thyl ammonium et chlorure d'hexadecyl &thyl
diméthyl ammonium sont toutes deux correctes. La citation des
radlcaux par ordre alphabétique est 1la forme la plus
largement utilisée (Chemical Abstract - Index Guide).
L'attachement des radicaux & 1'azote est parfois 1indiqué par
le symbole "N" : Bromure de N-benzyl N-dodécyl N,N-diméthyl
ammonium. Les produits industriels sont fabriqués A& partir
d'huiles d'origine végétale (huile de coco), animale (suif)d
ou pétroliére. Ces huiles ne sont pas purifiées totalement et
sont constituées d'un mélange d'acides gras de différents
poids moléculaires. Le suif est par exenple essentiellement
composé d'acides gras insaturés & 18 atomes de carbone (44 %)
et d'acides gras saturés & 16 et 18 atomes de carbone
(respectivement 29 et 21 %), Les ammoniums quaternaires
obtenus & partir de ces hulles ont donc des chaines
aliphatiques différentes. Les anglo-saxons caractérisent ces
produits impurs en stipulant la source de corps gras dans la
dénomination finale. Nous trouverons donc dans la littérature
des termes comme chlorure de cocobenzyldiméthylammonium ou
triméthyltallowammonium (tallow -> suif).

Parmi les anmoniuns quaternaires, on compte de
nombreuses mol&cules biologiquement actives telles que la
vitamine Bl (thiamine), la bétaine et ses dérivés (végetaux),
la choline, 1l'acétylcholine et diverses drogues utilisées
dans la pharmacopée moderne <(antispasmodiques, hypotenseurs,
analgésiques...etc). Enfin 11 existe de nombreux composés
utilisés dans 1la désinfection (dé&tergents, conservateurs,
talcs et crémes pour la peau...etc), qui nous intéressent
plus particuliérement.
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1.2) Les ammonjiums quaternaires antiseptigues

Les ammoniums quaternaires antiseptiques possé&dent tous
au moins un radical aliphatique ou wune partie hydrophobe.
Nous reviendrons, dans 1'&tude de leur mode d'action, sur
cette caractéristique importante. Les antiseptiques peuvent
étre séparés en quatre groupes. Nous avons rassemblé dans les
tableaux -I- et ~II- 1les plus représentatifs et 1les plus
connus d'entre-eux.

Les composés directement 1issus de 1'alkylation d’'une
amine tertiaire simple par un acide gras organique, sont 3 la
fois 1les ammoniuns quaternaires les plus faciles a
synthétiser et les plus couramment utilisés. On peut citer le
bromure de N-cé&tyl N,N,N-triméthyl ammonium <(c&trimide), 1le
chlorure de N-alkyl N-benzyl N,N-diméthyl ammonium
(benzalkonium), le bromure de N-dodécyl N-2(phénoxylé&thyl N, N-
diméthyl ammonium (bromure de domiphéne) parmi 1les monoalkyl
ammoniums et le chlorure de N-dodécyl N,N-diméthyl N-octyl
ammonium (BTC 812) parmi les dialkyl ammoniums.

Les mol&cules dérivées d' une amine hétérocyclique
forment un second groupe. Les valences de 1'ammonium, non
impliquées dans 1'hétérocycle, sont occupées par au moins une
chalne aliphatique. Le chlorure de N-hexadécyl pyridinium et
1'acétate de N-lauryl 4-aminoquinaldinium sont 1les plus
connus. Les molécules de ce groupe peuvent étre trés
complexes comme, par exemple, les ammoniums quaternaires
stéroldiens (SMITH 1964).

Il existe également des di-ammoniums quaternaires de
formule générale

R2 Rs

R;-N*-(Z)-N*-R#+, 2X~

Ra Re

Z est une chaine carbonée hydrophobe
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Cétrimide : Chlorure de benzalkonium :
CH
l’a CHa
c“s':"cn"'znn » Br~ CHZ-N"‘- CnHanseq s CI°
|
M3  n=-12a16 CH, n=12a 16
bromure de N-cétyl chlorure de N-alkyl N-benzyl
N,¥,B-triméthyl ammonium N,F-diméthyl ammonium
BTC 812 : Chlorure de pyridinium :
cHg
N\
CgHyz= N'=CqpHas C1” & W*-CpHaney . ci-
] e
CHa n=28a2a16
chlorure de N-dodécyl chlorure de N-alkyl pyridinium

N, -diméthyl FN-octyl ammonium

Bromure de domiphéne :

CHy

I
o —CH, =CH, = N*~ CoHps » Br™
|

CHj

Bromure de N-dodé&cyl N-2[phénoxyléthyl N,N-diméthyl ammonium

Tableau —-I- : Principaux ammoniums quaternaires
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Quinaldinium :

Acétate de N-cétyl 4-aminoquinaldinium
,CH, 00~

n =12 3a 18

l_m

Déqualinium :

Chlorure de ¥,N'-déca-
méthyléne bis-(2-méthyl-
4-aminol quinaldinium

CH
3
!
- Chlorure de K,F-diméthyl N-octa-
CH,~0),-Si —=(CH,), =N*-C ., C1 !
(CHy—015-5 23~ ) =C1a"37 décyl F-(3-triméthoxysilyl)propyl
CH, amponium (EUDY 1981)

Poly-falkyl dimé&thyl

(vinyl benzyl)
amaoniunls

(IKEDA 1883)

J2mX*~
n=234a1l2
CH
m=22a3$8 Tnz l 2
¥ N'—CH
{= = Cl- ou Br— CHS—?—CH:, cus._.l_ 3
c“"zﬂﬂ cn”zn¢1

Tableau -11-

Principaux ammoniums quaternaires




-11-

Ces composés se distinguent notamment par une bonne activité
antifongique comme le chlorure de N,N'-décaméthyléne bis-[2-
méthyl 4-aminolquinaldinium (chlorure de dé&qualinium).

La synthése d'ammoniums quaternaires organosiliconés
fait depuils peu 1l'objet de nombreux brevets (EUDY 1981,
ISQUITH 1983, TOYOBO 1984a, SHIGITA 1985a). En tableau -II-,
nous citons pour exemple le chlorure de N,N-diméthyl N-
octadécyl N-(3-triméthoxysilyl-propyl’ ammonium.

Enfin, on peut trouver des composés de haut poids
moléculaire formés par la polymérisaticn de plusieurs
ammoniums quaternaires. La commercialisation de ces molécules,
souvent regroupées sous le terme de polycations, est encore
faible. Les poly-[fchlorure d'alkyl-diméthyl(vinylbenzyl>
ammoniumls (IKEDA 1983) ou les poly-{vinylpyridiniumls
(LONGLEY 1970) semblent offrir des débouchés 1intéressants.
Parmi cette catégorie de molé&cules, se trouvent certains
biotextiles que nous évoquerons ultérieurement.

2) Activité antimicrobienne

2.1) L'analyse du pouvoir antiseptique

Les méthodes de détermination du pouvoir antiseptique
font en g&énéral 1'objet de normes officielles qui
réglementent le protocole expérimental et définissent Iles
souches microbiennes de ré&férence. Les principales méthodes
sont le calcul du coefficient ph&nol et celui de 1la dilution
stérilisante utile qui en découle, 1la détermination de 1la
Concentration MNinimale Bactéricide (C.M.B.> et de la
Concentration Minimale Inhibitrice (C.M.1.).

La méthode des coefficients phénol a été développée par
1' Association of Official Analytical Chemist (A.0.A.C. 1970).
Le principe consiste & comparer le pouvoir stérilisant d’une
solution de 5 % de phé&nol avec une solution de 1 % du produit
que l'on veut tester. A partir de chacune de ces deux
solutions méres, on effectue plusieurs dilutions. on
sélectionne, ensuite, la plus grande dilution qui permet la
destruction d’'une suspension bactérienne en dix minutes.
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Un exemple est donné dans le tableau -I1II- (revivification +,
pas de revivification des cellules 0). Le coefficient phénol
sera, dans cet exemple, &gal & 350,90 = 3.89 soit 3,9. La
norme NF T 72-160 de 1'Association Francaise de Normalisation
(AFNOR 1977a), qui correspond & cette méthode, ne prévoit pas
1l'utilisation de phénol ou de tout autre désinfectant de
référence. Elle consiste & &valuer la concentration minimale
a laguelle le germicide est capable de réduire d'au moins 10%

fois le nombre de <cellules vivantes en cing minutes de
contact.

La dilution stérilisante utile est évaluée en faisant

une simulation de stérilisation de surface suivant un
protocole proche de la méthode des coefficients phé&nol. Pour
ce faire, on utilise des cylindres en acier inoxydable, qui
sont contaminés par wune suspension bactérienne, s&chés et

plongés dans différentes dilutions de 1’'antiseptique a tester.

La dilution stérilisante utile est la plus grande dilution
capable de décontaminer totalement un cylindre en 10 minutes
(A.0.A.C, 1970)>. La norme francaise é&quivalente est celle
dite des porte—germes (Norme NF T 72-161, AFNOR 1977b).

1/300 0 0 0
1/325 + 0 0
17350 + 0 0
1/375 + + 0
17400 + + +
Phénol :
1/50 + 0 0
1/100 + + +

Tableau -I1I1- : Exemple de calcul du coefficient phénol
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La C.M.I. peut @&tre définie comme 1la plus petite

concentration en antiseptique capable d’' inhiber la
multiplication d'une suspension connue de bactéries placées
dans des conditions optimales de croissance. La 1lecture des

résultats se failt aprés 24-48 heures d'incubation. Cette
méthode est trés utile lorsqu’il est nécessaire de comparer
raplidement wun grand nombre de produits entre-eux (U. 8.
PHARMACOPEIA 1980, KHANAKA 1981). Le systéme des disques
antibiogrammes est une adaptation pratique de cette m&thode
qul peut &tre é&galement automatisé&e (STANECK 1985). Une C.M.B.
en 24-48 heures peut &tre déterminée en vérifiant 1'absence
de formes revivifiables par repiquage sur des milieux neufs.

Les méthodes de porte-germes offrent 1'avantage d’'une
meilleure approche des conditions réelles de la stérilisation

par rapport aux m&thodes utilisant des suspensions
bactériennes. Ces dernidres méthodes ont souvent fait 1'objet
de critiques qui portent sur les conditions trop

artificielles de 1’expérimentation. MAC CULLOCH <(1947) a
trouvé 1lnadéquate la méthode des coefficients phénol pour
déterminer la valeur antiseptique des ammoniums quaternaires.
Plus récemment, GELINAS (1983a) et NICKEL (1985) ont constaté
que la bactérie Pseudomonas aeruginosa est 10 fois plus
résistante aux antiseptiques et aux antibiotiques 1lorsqu’elle
a2 colonisé des surfaces solides. Les résistances, évaluées
par C.M.I., de la bactérie sont ainsi sous-estimées gravement.
PETROCCI (1977) estime qu'une partie des résultats erronés
est due a 1l'utilisation de neutralisants inadéquats. Les
neutralisants sont des substances qui inhibent 1l'action des
germicides au terme des temps de contact dans les méthodes
type coefficient phénol et porte-germes. Leur choix est donc
primordial et falt encore 1l’'objet d' études importantes
(REYBROUCK 1979). Les principaux inactivateurs prévus par les
normes, en ce qui concerne les ammoniums quaternaires, sont

la l&cithine, le jaune d'oeuf, le polysorbate 80 (Tween 80)
et le thiosulfate de sodium.

Les différentes normes, que nous venons de voir, doivent
étre prises &4 leur Juste valeur. L'évaluation du pouvoir
antiseptique in vitro se fait dans des conditions standard
que 1l'on rencontre rarement en analyse de routine. Les
organisations officielles préconisent l'utilisation de
Plusieurs méthodes pour é&valuer le pouvoir antiseptique d’'une
nouvelle molé&cule.
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11 existe &galement des protocoles expérimentaux pour les cas
particuliers (pouvoir tuberculocide, sporicide, wvirucide). In
vivo , de nombreux facteurs peuvent modifier 1le pouvoir
antimicrobien et 1'utilisateur doit avoir & 1'esprit qu’'un
composé peut €tre rendu rapidement inefficace par les fluides
biologiques (GUMP 1982). Les systémes qui pourraient
permettre une &tude directe in vivo , telles la
bioluminescence (JOHNSTON 1976, BECKERS 1985) ou la
microcalorimétrie (ERIKSSON 1973), n'ont pas une sensibilité
suffisante. Les méthodes d'&tude de 1la flore cutanée, qui
servent actuellement A tester in vivo 1’'action des
antiseptiques, consistent a employer une solution de
détergent doux pour dé&tacher les bactéries de 1la peau. Les
techniques de WILLIAMSON (1965> et de ENGLEY <(1970) sont
applicables & 1'homme. Celle développée par BOURLIOUX (1983 &
1985)> est plus précise mais nécessite 1le sacrifice des
animaux d'expérience. La valeur des résultats est, pour ces
techniques, tributaire du pourcentage de bactéries vivantes
récupérées et du risque de sé&lection d'une flore particuliére.

En résumé, dans l'expression des résultats d'évaluation
du pouvoir antimicrobien, il faut préciser pour chaque essai
le nombre de germes éliminés (ou survivants) en fonction du
temps, de la quantité& d'antiseptique utilisée et tenir compte
de la population microbienne initiale. I1 convient de
vérifier 1l'efficacité des neutralisants et 1la nature du
pouvoir désinfectant <(inhibition ou mort des cellules).
L'incidence de substances inhibitrices (sang, pus, sérosités..

etc) doit €tre évaluée. De nombreuses autres &tudes peuvent
etre ajoutées comme 1l'influence du pH, de 1la température ou
méme du milieu de culture des bactéries avant ou pendant le
test (AL-HITI 1980>.

2.2) Le pouvoir antiseptigue

Les propriétés antiseptiques des ammoniums quaternaires
s'exercent sur la majeure partie des microorganismes. D'ARCY
(1971) a par exemple rapporté 1l'activité de 1'acétate de
laurolinium sur des bactéries & Gram positif et & Gram
négatif, sur des levures, des moisissures, des actinomycétes
et enfin sur quelques protozoaires et mycoplasmes (Tableau
=1v->., Ce spectre d’'action est caractéristique et
représentatif du pouvoir germicide des ammoniums quaternaires.

On peut y ajouter une activité virucide, algicide et méme
insecticide.



Microorganismes C.M.I. apreés
24h ou plus (pg/ml>

Bactéries & Gram positif

Bacillus megaterium 1.7
Bacillus subtilis 6.2
Clostridium welchii 2.5 (48h)
Corynebacterium ovis 6.2
Diplococcus pneumoniae 1.5
Lactobacillus acidophilus 2.2
Lactobacillus brevis 6.25
Sarcina lutea 0.1
Staphylococcus aureus 0.15
Staphylococcus saprophyticus 0.2
Streptococcus agalactiae 0.4
Streptococcus faecalis 1.5 .
Streptococcus pyogenes 3.1
Streptococcus viridans 0.35
Bactéries 3 Gram négatif
Brucella abortus 3.1 (48h>
Escherichia coll 8.8
Haemophilus influenzae 12.5
Klebsiella pneumoniae 17.7
Moraxella bovis 6.2
Proteus vulgaris >100.0
Pseudomonas aeruginosa 50.0
Salmonella dublin 8.8
Salmonella typhi 1.56
Salmonella typhimurium 12.5
Shigella flexneri 1.56
Actinomycétes .
Actinomyces bovis >50.0
Dermatophilus dermatonomus 0.5

Champignons et levures

Candida albicans 1.25 (3 jours)
Microsporum audouinti 0.5 (7 jours)
Microsporum canis 6.25 (7 jours)
Saccharomyces cerevisae 8.8 (3 jours)
Trichophyton mentagrophytes 5.0
Protozoaires

Trichomonas vaginalis 15.0 (48h>
Mycoplasma hominis 50.0

TABLEAU -1IV- : Action Inhibitrice in vitro de 1l'acétate
de Laurolinium vis—-a-vis de diverses espéces
microbiennes représentatives (D'aprés D'ARCY 1971)
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C'est DOMAGK en 1935 qui, pour 1la premiére fois, a
recommandé l'utilisation d'un ammonium quaternaire pour la
désinfection. Comme on peut 1le voir sur 1le tableau -1V-,
l'activité bactéricide est 1intense & des concentrations
faibles de 1l'ordre du pg/ml. En &tudiant le pouvolir
bactéricide du chlorure de benzalkonium (ou Z&phiran), DOMAGK
constate que les bactéries & Gram positif sont plus sensibles
que les bactéries & Gram négatif. Cette particularité peut
€tre généralisée a tous 1les autres ammoniums quaterdaires.
Les publications récentes , portant sur des nouvelles
catégories de composés, confirment ce fait (EUDY 1981, PERNAK
1985a). Les Concentrations Minimales Inhibitrices (C.M.I1) des
bactéries & Gram négatif sont en moyenne dix fois plus
&levées que celles des bactéries & Gram positif. Les
bactéries du genre Pseudomonas peuvent présenter des formes
adapt&es treés résistantes aux ammoniums quaternaires (GEFTIC
1979). Pseudomonas aeruginosa est connu pour sa résistance
aux antiseptiques et aux ammoniums quaternaires en
particulier. Le <chlorure de Dbenzalkonium a toutefois &té
utilisé avec succés contre cette Dbactérie en ophtalmologie
(BROWN 1971). Le groupe des Mycobactéries compte 1les espeéces
les plus résistantes aux ammoniums quaternaires, en
particulier Mycobacterium tuberculosis . Cette résistance
est d’allleurs mise & profit pour isoler les Mycobactéries
pathogénes des crachats (FRUCHART 1974) ou de 1l'eau (BROOKS
1984>. Les espéces saprophytes ont une sensibilité
&quivalente & celle des bactéries 3 Gram négatif,.

Les ammoniums quaternaires sont plus sporostatiques que
sporicides. Il n'agiraient qu'au moment de la germination de
la spore (PARKER 1969). Leur action est grandement facilitée
par les pH alcalins. La dilution stérilisante utile pour
inhiber la plupart des spores bactériennes varie de 1/2.500 a
1/6.000 contre 1/80.000 & 1/30.000 pour détruire 1les formes
végétatives (LAWRENCE 1970). Les spores de champignons sont
également sensibles comme celles de Trichophyton
interdigitale inhibées avec 1/5000 de bromure de N-dodécyl N,
N-diméthyl N-octyl ammonium (PETROCCI 1977).

L'activité antifongique est importante tant sur les
levures que sur les champignons mycéliens. Le déqualinium est
notamment trés actif sur Candida albicans avec des C.M.I.
variant entre 0,63 et 5 pg/ml (D'ARCY 1971). Le cétrimide,
1'hédaquinium et le chlorure de benzalkonium ont &té utilisés
avec succ@s contre les dermatophytes pathogénes, notamment
dans des infections moniliales.




Les champignons cellulolytiques sont aussi trés sensibles. La
croissance de Trichoderma viride et d' Aspergillus niger

est par exemple inhibée par la présence de 20 ppm de chlorure
de cocobenzyldiméthylammonium (PETROCCI 1977).

Le pouvoir virucide des ammoniumnms quaternaires a
longtemps &€té mis en doute. Certains ont méme é€té recommandés
pour la préparation de suspensions virales indemnes de

bactéries (STUART 1950). Cependant, ARMSTRONG (1964) a pu
montrer que les seuls virus sensibles possédent dans leur
capside des constituants 1lipidiques. Par exemple, les
plicornavirus qui n'en possédent pas sont résistants tandis
que les myxovirus (Influenza) sont détruits en 10 minutes par
une solution de 25 ypg/ml de <chlorure de benzalkonium. Ce
dernier est considéré comme un agent désinfectant efficace
contre le virus de la Rage (LAWRENCE 1970) ou certains virus
phytopathog@nes (STOLZ 1965). '

Les ammoniums quaternaires ont été utilisés avec succes
contre les protozoaires. LAWRENCE (1970) a décrit la trés
grande activité du chlorure de benzalkonium vis-a-vis de

Trichomonas foetus et divers trypanosones. Contre
Trichomonas vaginalis , la dilution stérilisante utile est
de 1'ordre de 1/30.000.

Certains auteurs ont décrit la trés grande sensibilité
d'algues comme Chlorella vulgaris aux ammoniums
quaternaires. 0,2 & 3 ppm suffisent & 1les éliminer (HUECK
1966). Cette extréme sensibilité pose d'ailleurs des
problémes écologiques graves de pollution des riviéres (HUBER
1985). Contre 1les 1insectes, certalines applications sont
possibles comme celle du chlorure de tricapryl méthyl
ammonium dont les solutions de 0,5 & 0,9 % protégent la laine
des mites et des cafards (TOLGYESI 1971, Mc LAREN 1984).
L'utilisation de certaines formules contre 1les larves de
moustiques est fortement 1limitée du fait de 1leur grande
toxicité vis—-2a-vis des algues et des poissons.

2.3) Toxicologie des ammoniums quaternaires

En toxicologie, les principales é&tudes portent sur Ila
toxicité aigué et chronique des substances ainsi que leur
pouvoir irritant et allergeéne.
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La DL50 définit la dose, exprimée en ppm (mg de produit
par kg de poids vif), qui provoque la mort de 50 % des
animaux d'expérimentation qui y sont soumis. Plus la DL50 est
faible, plus la toxicité est grande. Les essals durent de 1 a
7 jours. En injection intraveineuse ou péritonéale, la DL50O
des ammoniums quaternaires aliphatiques est de 1'ordre de 15
& 40 mg/kg chez le rat (tableau -V-). Par voie orale, les
DL50 sont de 10 & 20 fols supérieures, & savoir 200 a 300
mg/kg en 24 heures, Jjusque 700 & 900 mg/kg en 7 jours (CUTLER
1970). Ces valeurs les placent parmi les substances
moyennement toxiques. Parmi les ammoniums quaternaires, 11l
existe des composés peu ou pas toxiques, dont 1la DL50 par
voie orale est, par exemple, de 1l'ordre de 1000 & 5000 mg/kg
de poids vif pour des dérivés de 1la pyrrolidine (KOLOCOURIS
1981>. En toxicité aigué, les symptomes sont semblables &
ceux résultant de 1'empoisonnement au curare (paralysie
musculaire, asphyxie, Dblocage ganglionnaire) avec action
muscarinique (stimulation directe des muscles lisses) et
nicotinique (dépression des systémes sympathiques et
parasympathiques) sans attaque du systéme nerveux central
(RECK 1982). Dans tous les cas, on remarque des lésions de
l1'appareil gastro-intestinal. Les molécules les plus toxigques
sont les composés cycliques qui peuvent provoquer des
convulsions (chlorure de cé&tylpyridinium). Le mode d'action
serait une inhibition de 1la cholinestérase qui entraine
1'abolition des transmissions synaptiques du systéme nerveux.
SWVENSON (1981) a mis en évidence un effet dépolarisant des
alkylammoniums quaternaires qui bloquent au niveau de la
membrane le transit des ions potassium des cellules
musculaires. La perturbation des régulations osmotiques a é&té
retrouvée par ISOMAA (198la) en &tudiant 1'action du
cétrimide sur les &rythrocytes du rat. De nombreux dérivés du

curare sont utilisés en anesthésie pour désensibiliser Iles
nmuscles.

Chez la souris, la présence dans 1l'eau de boisson de 0,2

a& 0,5 % de chlorure de benzalkonium entralne un arrét de leur
Croissance, A partir de 0,5 %, on constate une nette
augmentation de la mortalité (CUTLER 1970>. On observe des
nécroses de l'estomac et une irritation du tractus intestinal.
Des essais de toxicité chronique chez le rat ont montré que
des solutions de chlorure de benzalkonium de titre inférieur
ou égal a4 0,25 % n'ont pas eu d'effets nocifs pendant deux
ans (PETROCCI 1977). Selon d'autres auteurs, 0,05 % de

benzalkonium dans 1’eau de boisson provoque un arrét de la
croissance (tableau -V-).



\ Voie | DL50 | Observations

¢ Orale ! 680 | Etat dépressif
Cétrimide ' ' et

D SO 40 | Etat dépressif

i Orale | 450 | Convulsions
Benzalkonium ! ! e

IV, 16 | Paralysie respiratoire

! Orale ! 200 ! Etat dépressif
Pyridinium ! : it

R SR A 30 | Paralysie musculaire

i+ Orale ! 650 | Paralysie respiratoire
Dequalinium ! ! I et et LD L L

v vl i9 | Paralysie respiratoire

R N e e e e o v e e e e e e e — —— —— - — — - —— — " —— — —— — =

Toxicits aigué en mg/kg de poids vif pour le rat

I.V. : Administration par voie intra-veineuse

i Dure dutest | G i  Observations |
Catrimide  : 20 mots ! 1 % i  Inccuits
Benzalkonium ; S semaines ; 0, 05% ; Pas de croissance
Pyridinium ; 3 générations ; 0,1 % ; Inocuité
Dequalinium ; 26 semaines ; 0, 05% ; Inocuité

T e e s s S N R S S N S S S S S T S S s S S S e —mmEm=——

Toxicité chronigue pour le rat

C : Concentration en produit dans 1l'eau de boisson

Tableau -V- : Exemple de toxicité de quelques ammoniums
quaternaires (D’'aprés CUTLER 1970)
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SHINDO a montré (1976> que les ammoniums quaternaires
sont surtout fix&s par les tissus cartilagineux. Le lait est
considéré comme un bon antidote, probablement 3 cause de sa
richesse en protéines (effet protecteur).

L'effet irritant n’apparait qu’'d des concentrations
importantes. Les solutions de S & 10 % entralnent une
libération d'histamine. Chez 1'homme 1le contact pendant
quatre semaines avec une solution & 0,1 % de <chlorure de
benzalkonium n'a entrainé ni irritation, ni sensibilisation
(CUTLER 1970). L'expérience a &t& menée sur 200 personnes.
Dans un h&pital U.S., 1le chlorure de benzalkonium a &té
employé sous forme de teinture alcool-ac&tone pour
désinfecter la peau des patients au bloc opératoire. Aprés 18.
000 opérations, aucun cas d'irritation (ni d'infection) n’'a
€té signalé. A partir de 5 mg/ml, il y a danger pour 1'oell,
d'autant plus grave que certains ammoniums quaternaires ont
un effet anesthésiant et que 1'intéressé ne ressent aucune
douleur. Certains déodorants Jjouent sur cet affet en
désensibilisant le syst@me sensoriel du nez (GERSTEIN 1979).

Les différentes études menées sur le pouvoir allergéne
se heurtent au pouvoir irritant de ces détergents. Leur
action histamino-libératrice geéne, en particulier, la lecture
des tests. Au Centre Hospitalier R&gional de Lille, le
professeur MARTIN (1967) a détecté dix cas d'allergie en
appliquant une solution &8 0,1 % de cétrimide sur 440 malades
exzémateux (2,3 % des patients). Le céthexonium a &té trouvé
trés allergé@ne (16,4 % des cas considérés comme positifs).
Ces résultats ont &t& observés sur des sujets enclins a ce
genre de réactions. Quelques cas rares d'hypersensibilité ont
&té toutefois signalés (CUTLER 1970) et certains ammoniums
quaternaires sont considérés comme des allergénes
professionnels (cétrimide, c&thexonium).

En résumé,si les solutions de 1-10 % sont dangereuses &
1’ ingestion, les probabilités d'accident sont faibles. En
effet, les ammoniums quaternaires sont rarement utilisés & de
telles concentrations. De plus, 1'absorption de telles
solutions provoque une sensation de br@lure intense qui
incite & la prudence. L'effet irritant est faible aux doses
couramment admises et ces composés sont présents dans de
nombreuses préparations en cosmétologie (KINGET 1985). Pour
les mémes raisons, le risque de toxicité chronique di a 1la
consommation d'aliments contenant des traces d’' ammoniunms
quaternaires (résidus de solutions dé&sinfectantes sur les
équipements industriels), est faible.
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I1 existe cependant des décrets qui 1limitent 1'utilisation
des ammoniums quaternaires a certains commerces et industries
(J.0. 29 sept. 1985)>. Ils sont interdits, par exemple, en

boulangerie ol 1ls peuvent interférer avec les levains
(GELINAS 1982a>. La F.D.A. (U.S. Food and Drug Administration)
autorise 1'emploi des ammoniums quaternaires dans

1’ industrie agro-alimentaire, & condition que les teneurs en
matiére active des solutions d'emploi soient inférieures A
200 ppm. La législation en matiére de dose admissible dans
les aliments et boissons est & la fols précise et floue. Elle
est précise car aucune tréce d'ammonium quaternaire ne doit
8tre détectée et floue parce que 1les méthodes de détection
sont relativement peu précises. La toxicité des ammoniums
quaternaires est due 4 leur pouvoir tensio-actif (ALLEN 1985).
Ils sont toutefois considérablement moins toxiques que
certains autres désinfectants comme 1les organomercuriels,
certains composés phénolés ou les métaux lourds. Aux
concentrations utilisées, les ammoniums quaternaires sont

considérés comme peu irritants pour 1la peau des animaux a
sang chaud.

2.4) Les principales utilisations

Si on résume les principales qualités des ammoniums
quaternaires, on comprend en partie la raison de 1leur large
utilisation. LETOURNEAU (1980 et 1981) en dénombre dix :

1. Action bactéricide rapide.

2. Grande portée antibactérienne.

3. Effet antibactérien persistant.

4. Activité en présence de matiéres organiques.

5. Activité en concentrations relativement faibles.

6. Absence de propriétés corrosives et toxicite
faible.

7. Grande stabilité dans le temps.

8. Peu ou pas d'effet nocif pour 1la peau et les

tissus.
9. Facilité de dilution.
10. Economiques (faible colt de fabrication).

Les ammoniums quaternaires sont présents a tous les
niveaux de la désinfection dans les h8pitaux. En chirurgie,
urologie, obstétrique et gynécologie, ils servent & la
stérilisation des instruments, tubes et catheters. Dans ce
dernier emploi, 1ls sont appréciés pour leur absence de
propriétés corrosives (PERNAK 1985b).
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Pour la désinfection des mains du personnel hospitalier et de
la peau du patient, les ammoniums quaternaires font partie
des meilleurs désinfectants (MYKLEEBUST 1985). Leur emploi est
limité par leur absence de propri&tés tuberculocides. Cette
carence est en partie comblée par l'utilisation des ammoniums
quaternaires sous forme de teinture (chlorure de benzalkonium
3 0,1 % dans une solution d’éthanol ou d'isopropancl a 60 %).
L' hexachlorophéne leur est parfois préféré parce qu'il n’est
pas inhibé par les phospholipides présents & la surface de 1la
peau.

Le chlorure de benzalkonium entre dans la composition de
solutions ophtalmiques <(collyres)> pour 1la dé&sinfection de
l'ceil & raison d'environ 1000 & 2000 ppm de produit actif.
La cosmétologie exploite leur affinité& avec la kératine dans
la formulation de shampoings et de démélants pour les cheveux.
Les pouvoirs désinfectants, émulsifiants et é&lectrostatiques
servent & la fabrication de crémes, onguents et parfums.
Certains dérivés du carbamate empéchent 1la formation de 1la
plagque dentaire (GERSTEIN 1979).

Les ammoniums quaternaires sont souvent associés avec
des détergents non-ioniques pour le nettoyage et la
désinfection des surfaces (sols, tables,...etc). Ces
solutions sont utilisées au cours du dernier cycle de lavage
de linges ou de couverts que 1l'on veut désinfecter. Ils sont
également utilisés sous forme d'aérosols ou sous forme
gazeuse. Leur efficacité est alors décuplée <(une piéce est
désinfect&e en dix minutes).

Ils servent également &8 la dé&sinfection des é&quipements
en industrie agro-alimentaire et méme dans le traitement de
certains emballages et des eaux industrielles. Leur faible
toxicité est ici appréciée. Ils offrent é&galement 1'avantage
de ne pas &tre corrosifs, notamment par rapport au chlore
actif, On utilise leur propriété algicide pour la
désinfection de 1'eau (pour des raisons essentiellement
esthétiques) et bactéricide pour &viter 1la prolifération de
bactéries ferrugineuses dans les systémes de refroidissement,
ol 1ls pourraient former des concrétions (RUCKA 1983).



Dans 1'industrie textile 1ils servent & préserver les
fibres naturelles du pourrissement (LONDON 1984), mails aussi

en tant qu’agent adoucissant, antistatique et pour augmenter
l1'affinité tinctoriale des tissus.

Les ammoniums quaternaires aliphatiques offrent donc de
nombreuses possibilités. Ceci est dii & la grande diversité de
molécules et de propriétés physico-chimiques qu’offre cette
catégorie de molé&cules (CANN 1982).

3> Le mode d’'action

3.1) Structure chimique et pouvoir antimicrobien

3.1.1) RSle de la cha?fne aliphatique

Le mode d’'action des ammoniums quaternaires
antiseptiques est en corrélation étroite avec leur structure
chimique. Ainsi la 1longueur de 1la chalne aliphatique est
déterminante et 11 existe, pour chaque compos&, une longueur
optimale old 1l'efficacité antimicrobienne sera maximale. La
figure -1- en est une illustration caractéristique (CALDWVELL
1661>. L'auteur a synthétisé plusieurs dérivés de 4-
aminoquinolinium qui ne différent entre eux que par 1la
longueur de la chalne hydrocarbonée. On voit que les composés
en Ciaqa et Cie sont les plus actifs. Faire varier 1la longueur
de 1la chalne aliphatique dans les é&tudes de nouvelles
formules est systématique (KUCHARSKI 1980, PERNAK 1985a).
Selon les formules chimiques, l’optimum se situe en moyenne
entre C;2 et Cie d'un type de molécule & 1l'autre. Cet optimum
varie &galement d'une espdce microbienne 3 1'autre.

CULLER (1979), en menant une &étude systématique sur des
composés simples, a obtenu pour les bactéries 2 Gram positif
le maximum d’'activité avec des produits en Cia. L'activite
demeure importante pour les composés en Cie. contre les
bactéries & Gram positif le pouvoir désinfectant maximum est
obtenu avec les composés en Cias et Ciz, avec une forte
diminution de ce pouvoir au-deld de Cia. On ne peut toutefoils
pas généraliser, tant8t les molécules avec une chaine en Ci=
sont les plus actives (Benzalkonium, tantdt ce sont les
produits qui possédent un groupement en Cis (cétrimide).
Contre Pseudomonas aeruginosa , GILBERT (1985) recommande

1'utilisation de chalnes en C;e et contre 1les levures, des -

~chaines en Cia.



_24_

- 0]’ [ ]
T
g =
3
w 80 1
£
z
z
a
K]
o
z 704
£
11
S
o
3
-
g
2 804
8
o
L4
Q.

90

100 - L 1 1 1 |

10 12 14 16 18
No. of carbon atoms in N-alkyl chain
Figure —-1- : Influence de la longueur de la chalne

aliphatique sur le pouvoir antimicrobien d’acétates
de 4-aminoquinolinium contre S.aureus
% de survie aprés action de 10 ug/ml en 2,5 min.
(D’ aprés CALDVELL 1961)

Ce comportement est retrouvé chez 1les alkylamines (CULLER
1979>., Avec les polycations, 1'activité bactéricide est
fonction du poids moléculaire et donc de la longueur des
polyme@res. Il existe &galement une longueur optimale (IKEDA
1985).

De nombreux auteurs ont cherché 1’'explication de ce
phénoméne en &tudiant 1le caractére amphiphile de chaque
composé. Les molécules dites amphiphiles possédent une région
paraffinique hydrophobe et une région hydrophile (figure -2-).

Elles sont & la fois lipophiles et hydrophiles. La présence
de la chaline aliphatique confére en effet aux molécules un
pouvoir tensio-actif.
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pdle hydrophobe p8le hydrophile

Figure ~-2— : Représentation &clatée du chlorure
de benzalkonium

Le caractére amphiphile d'une molécule et donc son
pouvolr tensio-actif dépendent &étroitement de 1’'importance du
groupement hydrophobe qui ne doit €tre ni trop petit
(molécule non tensio-active), ni trop grand (molécule
insoluble dans 1l'eau). C'est ce que 1l'on nomme 1la balance
hydrophile/hydrophobe. L’'analogie avec les optimums de
pouvoir antimicrobien en fonction de 1’ importance du
groupement hydrophobe est &vidente.

3.1.2) Les agents de surface

Du fait de la structure particuliére de leurs molécules,
les substances amphiphiles s'adsorbent soit & 1la surface
libre des solutions (cas des mousses), solt &8 1l'interface
entre l'eau et une huile (cas des émulsions), soit enfin & 1la
surface des objets qui entrent en contact avec leurs
solutions aqueuses (cas des mouillants et des dé&tergents).
Les substances ainsi adsorbées forment une couche
superficielle, le plus souvent d'une seule assise moléculaire.

Les molécules amphiphiles s'orientent & 1'interface de sorte
que leur groupe hydrophile soit au contact avec 1le milieu
aqueux et que leur partie paraffinique soilt rejetée vers
l'air (cas de la surface libre), ou tournée vers 1le 1liquide
organique (cas de 1l'interface 1liquide-liquide). 1Ils peuvent .
former alors une couche réguliére, un film (ZEMBALA 10982,
PEREA-CARPIO 1986).
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Dans le cas des interactions liquide-air, un des effets
de la présence de la couche superficielle est 1'abaissement
de 1la tension superficielle ou interfaciale. La tension
superficielle correspond & la ré&sultante de 1'énergie libre
superficielle (travail dépensé par un liquide pour créer sa
surface) et de la cohésion des molécules & 1'interface. 1I1
est possible de calculer la tension de surface et 1'énergie
libre superficielle. Les unités les plus couramment employées
sont respectivement le N.m™* et 1le J.m~ 2. Les forces et
énergie qui entrent en Jeu é&tant faibles, on rencontre
souvent des unités comme le dyne.cm™* (10~ N.m™®) et 1l'erg.
cm* (1072 J.m™3),

Il faut trés peu de tensioc-actif pour abaisser 1la
tension de surface d’'une solution aqueuse. La présence de O,
01 % de cetylsulfate suffit & amener la tension superficielle
de l'eau de 72,8.1072 N.m~* a 30.10 N.m~*. L'é&tat de
eolubilité maximale de 1'agent tensioc-actif se situe a
1’'interphase ; seule la partie hydrophile est en contact avec
l'eau. L'enrichissement de la surface en molé&cules dissoutes
s'établit selon une cinétique, plus ou moins rapide selon les
molécules, Jusqu'd un &quilibre dit &quilibre d'adsorption.
Le groupement hydrophile ne peut assurer seul 1la dissolution
dans l'eau ; c'est pourquoi il se forme un autre systéme de
solvatation lorsque 1'interphase est saturée. Il s'agit de 1la
formation de micelles (figure -3-) ol i1 y 2 mise en commun

des parties hydrophobes et orientation des motifs
hydrosolubles vers 1'eau.

C'est la formation des micelles qui explique 1la bonne
solubillité des corps gras comme les savons. L'aggrégation en
micelles se produit 1lorsque 1l'on atteint et dépasse une
certaine concentration définie appelée "Concentration
Critique Micellaire" (C.C.M.). La valeur de la C.C.M. dé&pend
de la température et de la nature du cantre-ion (les savons
de potassium sont bien plus solubles que les savons de sodium)

A la C.C.M. 1la couche d'adsorption & 1l'interface est
maximale. Il y a aussl vune saturation en molécules libres
(molécules non impliquées dans une micelle).

Dans le cas des interactions 1liquide-liquide, 1'énergie
interfaciale dépend de la miscibillité& des deux 1liquides et
de leur différence de tensions superficielles. La présence

d'un agent de surface permet de réduire cette différence et

donc permet leur mélange (&mulsion).
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© Mucelle Tormation o1 Aqueous Media

Spherical micelle of Adam. Redrawn from Ref. (10, p. 99, by courtesy of
the Waltiams and Wilkens Ce.

Figure —3— : Formation des micelles en milieu aqueux
(D' aprés ANACKER 1970)

Dans le cas des interactions solide-liquide, les notions
de tension de surface et d'énergie interfaciale ne signifient
plus rien car i1 est impossible de dé&finir une wvariation
d’'énergie 1libre par unité de surface et encore moins
d’'envisager une tension superficielle des solides (DERVICHIAN
1979>. On parle alors du phénoméne d'adhésion.

L'adhésion dépend en partie du groupement polaire de
1'agent de surface et de la charge eélectrostatigque du solide.
C'est l'effet d'adhésion qui maintient 1le 1liquide soulevé
lors de la formation des ménisques et provoque 1le phénoméne
de capillarité. De 1'importance de 1'énergie d'adhésion,
dépend 1le pouvoir mouillant. Plus 1l'agent de surface a
d’'affinité pour le support solide et plus il sera mouillant.
L'agent mouillant parfait permettrait & une goutte, posée sur

une surface plane, de s'étaler au maximum (couche
monomoléculaire). L'adhé&ésion entraine un aprauvrissement en
substances actives dans la solution mais donne aussi

naissance & la détersion. Les dé&tergents agissent selon 1le
schéma présenté en figure -4-,



2
AN
2R

. Y,
AN gggng‘%\ 7, W0

W 1
S
AR, N

Figure -4~ : Le pouvolr détergent

Comme on peut le voir, ce phé&noméne se produilt surtout a
des concentrations supérieures a 1la C.C.M. (présence de
micelles indispensable). Le détergent s'adsorbe de plus en
plus sur la souillure, jusqu'd ce qu'elle soit séparée de 1la
surface solide. Comme pour l'effet 4d'adhésion, -1'affinité Qdu
détergent pour la substance 3 détacher est importante.

On classe les agents de surface en fonction de

1’ionisation de leur pSle hydrosoluble. 11 y a trois groupes
distincts

- Les détergents anioniques qui forment 1le groupe le
plus vaste tant par leur diversité que par leur importance
économique. On y trouve les savons, acides gras et des
composés synthétiques comme le Teepol. Ces molécules
comprennent un groupe anionique tel que -CO0O—, -0SO3~ ocu -S03~

Dans ce groupe, i1 n'existe pas d’'agents bactéricides
puissants.

-~ Les agents de surface non ioniques tels que les
polysorbates (Tween) ou les polyoxyéthylénes (Triton, Lubrol).
la partie hydrophile est constituée par un ou plusieurs
groupements hydroxyles OH- ayant de 1l'affinité pour 1’'eau
mais ne s'ionisant pas comme dans le cas précédent. Les
détergents non-ioniques possédent une petite action

antiseptique lorsque leurs chalnes sont courtes (10 & 20
molécules).
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- Enfin les composés cationiques aux quels appartiennent
les ammoniums quaternaires et les composés comme 1les amines
aliphatiques (groupements de type -NHa*) qui sont leurs
précurseurs. Les autres dé&tergents cationiques comme les
sulfoniuns, sulfoxoniums, phosphoniums ou 1iodoniums ne sont
pas encore exploités (JUNGERMAN 1970). Certains polypeptides
comme les polymyxines, 1la tyrocidine ou 1la gramicidine
possédent une forte charge é&lectrostatique négative. Leur
comportement et leur mode d'action se rapprochent de ceux des
ammoniums quaternaires par bien des points (BLASKO 1984).

3.1.3) Tensilo—-activitéd et pouvoir bactéricide

La bibliographie des auteurs qui ont mis en paralléle
pouvolr tensio-actif et pouvoir antimicrobien est complexe.
En effet 1les différents résultats obtenus sont souvent

fragmentaires. L’interprétation est rendue difficile par
1'interdépendance des paramétres &dtudiés et certains
résultats contradictoires. Nous n'exposerons 1ici que les

expérimentations les plus significatives.

La diminution de la tension superficielle est en
corrélation avec la concentration en agents de surface. Le
rapport de la concentration en produit sur la diminution de
la tension de surface occasionnée, définit le pouvoir tensio-
actif d’ une molécule. Généralement les propriétés
bactériostatiques 1les meilleures sont obtenues avec les
composés qui possé@dent le rapport le plus grand. ZISSMAN
(1954 et 1957) a pu montrer que la concentration
bactériostatique minimale, d' une série d'ammoniums
quaternaires, correspond 8 la concentration nécessaire pour
abaisser la tension de surface de 1l'eau peptonée d'environ 9-
11 dynes.cm™* (tableau -VI-). ZISSMAN confirme ainsi
1’ existence d’'un parallélisme entre 1'action bactériostatique
et 1l'activité superficielle des ammoniums quaternaires.
Cependant, d'aprés 1’'auteur, il peut s'agir de deux
manifestations différentes régies par un méme mécanisme. On

ignore le comportement de produits plus hydrophobes <(en C,e
ou Czo) .

Le pouvoir tensio-actif est maximal a8 la C.C.M. et des
corrélations entre cette caractéristique et le pouvoir
bactéricide ont &té faites. CELLA (1952), par exemple, trouve
pour une série de composés que les mellleurs désinfectants
possédent les C.C.M. les plus faibles.



Longueur de Concentration Tension de
la chaTne minimale surface

aliphatique bactériostatique (dyne/cm)
C> l1.10—= M 40
Cio 5.10~+ M 38
Ciz 5.107% M 39
Cie 1.10—= M 40

Tableau -VI- : Relation entre la concentration minimale

bactériostatique vis—-a-vis de Staphylococcus aureus
et le pouvoir tensio-actif (D'aprés ZISSNAN 1957)

CELLA montre aussi qu'il est possible d'accentuer le
pouvoir antibactérien en augmentant 1le caractére dipolaire
des molécules par la présence de radicaux plus
€lectronégatifs & la périphérie de 1'atome d'azote. CELLA
précise que lorsque la C.C.M. est trop faible, 1les composés
perdent leur pouvoir bactéricide. Ce phénoméne est attribué
au manque de solubilité de telles molécules. En effet, une C.
C.M. faible implique une solubilité faible. La formation des
micelles intervient alors précocement ; ce qui implique |une
faible concentration en molécules libres. Selon le schéma de
KOSTENBAUDER (figure -5-), si la micellisation se produit a
une concentration trés faible, 1la quantité en molécules
libres n'est pas suffisante pour assurer une bonne activité
antimicrobienne. Le schéma de KOSTENBAUDER suppose que les
ammoniums quaternaires soient moins actifs sous forme de
micelle. Le pouvoir bactéricide apparailt & des concentrations
tras faibles bien inférieures & la C.C.M. Pour le cétrimide,
par exemple, la C.C.M. est de 1'ordre de 480 pug.ml—* tandis
que son pouvoir bactéricide commence déas 10-20 nug.ml-*. Le
pouvoir antiseptique apparaissant bien avant que les micelles
ne se forment, il est difficile de vérifier cette hypothése.
11 existe, cependant, certains arguments comme la trés faible
activité antimicrobienne des d&tergents anioniques. En effet
KRAMER (1984) a trouvé 200 souches d'entérobactéries, sur 208
testées, résistantes au Sodium Dodécyl Sulfate (SDS). Le SDS
posséde pourtant un bon pouvoir détergent.
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Figure -5- : Influence de la formation en micelles sur la
concentration en ammoniums quaternaires libres.
(D’ aprés KOSTENBAUDER 1977)

Dans les genres Klebsiella et Enterobacter ,
certaines souches arrivent 3 se multiplier en présence de 5 %
de SDS tout en restant sensibles au chlorure de benzalkonium.
Cette observation tend & minimiser 1le r&le des pouvoirs
tensio-actifs et détergents dans 1le mode d'action des

ammoniums quaternaires. Il existe également des ammoniums
quaternaires peu bactéricides doués d'un bon pouvoir tensio-
actif | c’est ainsi que SMITH (1964) ne trouve aucune

corrélation entre 1le pouvoir tensio-actif et 1le pouvoir
germicide. Enfin, aprés 1'é&tude d’'une quarantaine de dérivés
du dureéne, MOTTA (1979) estime que 1l’'activité antimicrobienne
est plus en relation avec un effet stérique des substituants
qu'avec une influence de ces substituants sur la Dbalance
hydrophile/hydrophobe des molécules.

Lorsque les chalnes grasses sont 1insaturées, les corps
gras et les détergents sont en général plus solubles
(DERVICHIAN 1979). Ainsi les stéarates (chalnes saturées en
Cie) sont bien moins solubles que les oléates qui comportent
une double liaison. Il en est de méme pour les ammoniums
quaternaires. Or il a &té prouvé qu'un accroissement du degré
d' insaturation des chalnes entrane une augmentation du
pouvoir bactéricide (DAMODARAN 1953).

’
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Des sels d'ammoniums quaternaires insaturés ont d’'ailleurs
été brevetés pour cette raison (KOHJIN 1985). Ainsi quand le
bromure de stéaryl pyridinium a une dilution stérilisante
utile de 1/9.000, les dérivés oleyl-, linoleyl- et 1linolényl-
ont respectivement des dilutions stérilisantes utiles de 1/21.
000, 1/42.500 et 1/60.000 (DAMODARAN 1953). Ces observations
sont en contradiction avec les expériences de CELLA & propos
des C.C. M. Certaines autres observations sont -inexplicables.
Par exemple, le branchage des chalnes aliphatiques provaoque
une perte d'activité vis-a-vis des bactéries & Gram négatif
mals pas vis—-3-vis des bactéries & Gram positif (CULLER 1979).

Le falt que le pouvoir détergent semble jouer un rGle
mineur et qu’'il n’'existe pas de corrélation nette entre les
pouvoirs tensio-actif et bactéricide, pose probléme. Le
pouvoir bactéricide dépend parfois de 1la solubilité du
produit et parfois de son hydrophobicité&. D'autres mécanismes
doivent exister. La réponse 38 ces problémes a &té& recherchée
dans vune approche différente qui met en jeu un autre
phénoméne surfaciel : 1'adhésion ou 1'affinité du tensio-
actif pour certains substrats.

3.1.4) L'approche thermodvnamique

Cette approche est basée sur 1le principe de FERGUSON
(1939) qui est le suivant : 1la toxicité d'une substance
dépend de sa capacité & passer du milieu extérieur 2a Ila
biophase ol se situe son site d'action. La réponse biologique
serait moins due & des concentrations stoechiométriques qu'au
potentiel chimique de 1la substance (pouvoir d'adsorption,
énergie libre d'activation) et sa capacité de passer d'une
phase & 1'autre, autrement dit de traverser une interphase.

Avec une approche plus thermodynamique, on trouve de
meilleures corrélations en calculant par exemple le rapport
Teme/Tecerm des ammoniums quaternaires (WEINER 1965). Teme

correspond au nombre de molécules présentes & 1l'interface air-
liquide par unité de surface (molécules/A=) a la
Concentration Minimale Effective (CME) nécessaire pour tuer

99,9% d'une suspension bactérienne de titre connu. Tcme est
donc une représentation de 1la proportion de molécules
présentes & 1l'interface & une concentration (CME) donnée.
Tecem donne cette valeur a la Concentration Critique

Micellaire.
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Le rapport Teme/Tcem varie d'une espéce microbienne & 1’'autre.
Cependant, aucune régle générale n'a pu @&tre dégagée de ce
type d'expériences ol 1l'on ne prend en considération que les
propriétés tensio-actives des ammoniums quaternaires
(KOSTENBAUDER 1977). Toutefois WEINER conclut que 1le mode
d'action des ammoniums quaternaires dépend principalement de
1'interaction entre une phase externe ol évolue
1'antiseptique et 1la biophase représentée par 1le systdme
membranaire des cellules. L'étude de 1'interphase cellule-
milieu externe est donc primordiale.

Il faut considérer qu'une suspension cellulaire forme un
systéme particulaire ol les cellules sont autant de grains en
relation avec le milieu ambiant par wune interphase de type
solide~liquide. Les phénoménes qui vont régir 1les relations
entre un agent tensio-actif et une cellule microbienne seront
1'adsorption mais également 1'adhésion. Etant donné que Iles

cellules sont globalement chargées négativement, 1la charge
positive du motif hydrosoluble entraine un phénoméne
d'adhésion. Cette particularit&, alliée a la tendance
naturelle des tensio-actifs a migrer aux interfaces

(adsorption), explique la trés forte affinité des ammoniums

quaternaires pour les cellules. Cette affinité se mesure de
différentes maniéres.

On peut mesurer 1'importance de 1l'adsorption en é&tudiant
les cellules. La technique consiste & ajouter a une
suspension cellulaire une quantité& connue de désinfectant et
procéder & des dosages du principe actif & intervalles
réguliers. De ces données, des isothermes d'adsorption sont
tracés et des informations concernant le taux et la quantitée
totale de produit adsorbé peuvent &tre &tablis (HUGO 1967).
L'isotherme d'adsoption du cétrimide sur les cellules de

Staphylococcus aureus est de type H2 selon la
classification de GILES (1960>. Le type H (pour "High
affinity”) dé&finit les syste@mes ol 1la molécule soluble
posséde une grande affinité pour 1la surface du solide
considéré. Ainsi 1 mg (poids sec) de cellules d' Escherichia
coli est capable d'adsaorber 420 pg de cétrimide (SALTON
1951a). NEWTON en 1958 constate que plus 1les bactéries sont

sensibles, plus elles adsorbent d'ammoniums gquaternaires.
D'une manidre générale, les antiseptiques 1les plus actifs
sont ceux qul se fixent le mieux sur les cellules.

bactériennes (HUGO 1976).
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L'adsorption massive d' ammoniums quaternaires par Iles
cellules provoque des modifications spectaculaires de leur
mobilité &lectrophoré&tique (Mc QUILLEN 1950>. La charge
globale des bactéries est neutralisée au fur et &4 mesure que

1’on augmente la concentration en antiseptique. La charge
négative n’'est pas seulement neutralisée, les bactéries
deviennent &lectropositives Jjusqu'da une valeur stable qui
correspond au maximum d’'adsorption. Les ammoniums -

quaternaires impliqués peuvent former une surface 15 fois
supérieure 3 la surface de 1la bactérie (NEWION 1958). Les
cellules entourées par de multiples couches de tensio-actifs
deviennent hydrophobes (SALTON 1951a). Il existe par ailleurs
une relation linéaire entre la quantité d' ammonium
quaternaire et le nombre de cellules détruites (ANDERS 1985).
Les Vbactéries 1les plus sensibles ( Bacillus subtilis ,
Staphylococcus aureus ) absorbent plus d'antiseptique que

les espéces plus résistantes comme Pseudomonas aeruginosa
ou Escherichia coli . Paradoxalement, 1'élimination de
bactéries sensibles peut entrainer une consommation

importante en antiseptique. L'affinité peut se mesurer en
calculant une constante d'adsorption des composés sur les
surfaces bactériennes. 8i cette constante est mesurée en
fonction de la température, il est possible de déterminer wune
énergie d'activation apparente du systéme (KOURAI 1985a). Sur
la figure -6-~, on voit que 1'énergle d'activation varie en
fonction de 1la longueur de 1la chalne aliphatique . La
corrélation avec le pouvoir antiseptique est excellente.

KOURAI (1985b) a poursuivi ses travaux sur différents
dérivés du composé en C, > (N-dodécyl pyridinium’ en wutilisant
des pyridines substituées. 11 a ainsi mis en é&vidence une
relation linéaire é&troite entre la constante de dissociation
acide (pKa) des pyridines utilisées pour la synthése et le
pouvoir bactéricide des ammoniums quaternaires obtenus. Plus
la valeur du pKa est basique, plus 1le produit est actif
contre les agents microbiens. Les radicaux, qui substituent
le noyau aromatique de la pyridine, potentialisent 1’'activité
antiseptique de 1la molécule lorsqu'ils sont donneurs
d'électrons <(radicaux aminés et méthyl) tandis que les
accepteurs d’'électrons (carboxyl, carbamoyl) ré&dulisent cette
activité. Ces résultats confirment 1'importance de 1la partie
hydrosoluble dans 1l'activité antiseptique. Selon KOURAI
(1985b> 11 existe une relation é&troite entre 1le pouvoir,
antiseptique et 1la densité é&lectronique au voilsinage de
1'atome d’azote pentavalent.
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Effect of alkyl chain length of N-alkyl pyridinium iodides on the apparent activation
energy of bactericidal action against E. colf K 12. The measurement of the energy was
carried out with the following concentrations: 1200 ug/ml, N-hexylpyridinium iodide; 320
ug/ml, N-octylpyridinium iodide; 100 ug/ml, N-laurylpyridinium iodide; 6.5 ug/mi, N-

myristylpyridinium iodide; 1.7 ug/ml, N- cetylpyridinium iodide; 0.5 ug/ml, N-stearyl-
pyridinium iodide.

Figure -6— : Influence de la loagueur de la chalne aliphatique
de 1'iodure de N—-alkyl pyridinium sur 1'é&nergie d’'activation
apparente (E) du pouvolr bactéricide contre E. coli K 12
(D' aprés KOURAI 1985 a)

En constatant 1'importance de la structure chimique sur
l'action bactéricide, 11 était intéressant de connaltre
1'influence de la chiralité. Aprés avoir séparé les i1somlres
optiques du bromure de N-alkyl N-(l-phényléthyl) N,N-dimé&thyl
ammonium, OSANAI (1985) n'a trouvé aucune différence dans
leurs activités antiseptiques. L'atome asymétrique est Ile
no 1 du radical propyl. La grande mobilité des radicaux, qui
peuvent pivoter alsénment autour de 1'atome d'azote,
n'autorise pas la formation d’' isoméres optiques par
1'asymétrie de 1l'atome d'azote.

Pour clore ce chapitre, il convient de noter
1' importance du contre—-ion (ion accompagnateur) qui
neutralise la charge des ammoniums quaternaires. Cet ion

participe beaucoup 3 la formation des micelles et influe donc
sur la C.C.M. et la solubilité des agents de surface (ANACKER
1970). Les 1ions accompagnateurs jouent é&galement un r@le
important dans les mécanismes d'adsortion et d'affinité avec
les surfaces solides. De plus certains ions sont eux-nmémes
antiseptiques comme par exemple 1'iode qui est de plus en
plus utilisé en association avec les ammoniums quaternaires.
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Certains auteurs préconisent 1'enploi d'anions organiques
bactéricides (REBOLD 1958) qui permettent 1'cbtention d’'une
activité bactéricide en présence de substances qui

neutralisent normalement 1l'activité des ammoniums quater-
naires.,

3.1.5.) Conclusions

La relation structure chimique~pouvoir antiseptique
dépend de trois points :

- La chalne aliphatique conf@re les pouvoirs tensio-
actifs et détergents qui ne peuvent participer & 1l'activité
antimicrobienne qu’a fortes doses. Par contre, le
comportement des ammoniums quaternaires en solution aqueuse
est fortement influencé par la présence d'un pdle hydrophobe.
Les détergents cationiques ont ainsi tendance 3  migrer aux
interfaces et donc vers les cellules microbiennes ol ils vont
pouvoir agir. Ce comportement est &également présent avec les

dérivés du paraben (méthyl et &thyl), les alkylamines et les
alcools (GUMP 1982).

- Avec 1le p8le hydrosoluble, on peut accentuer le
caractére amphiphile des molécules et augmenter par la-méme
leur pouvoir tensiocactif. Toutefois, le principal atout reste
la charge &lectrostatique positive qui donne aux ammoniums
quaternaires une grande affinit& pour les bactéries comme
c'est le cas pour les polypeptides basiques (NEWTON 1956).

- L'ion accompagnateur donne une certaine réactivité au
sel d'ammonium quaternaire. Sa nature influe sur la
concentration en produit actif soluble. I1 s’agit trés
souvent d'un halogéne.

Ces trois points définissent le conportement des
ammoniums quaternaires. A forte dose, le pouvoir détergent et
1’ adsorption de multiples couches de tensio-actifs autour de
la cellule bactérienne, vont créer des contraintes
importantes qui aboutissent & 1'é&clatement de la cellule. Le
pouvoir détergent & lui seul provoque la dénaturation des
protéines et la solubilisation des 1lipides membranaires.
Cependant, 1l'activité antimicrobienne débute a de tres
faibles concentrations. I1 y a donc un autre niveau

d’'activité ol les ammoniums quaternaires vont agir de manidre
précoce.
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Cette observation est &tayée par le fait que les détergents
anioniques ne possédent qu'un pouvoir antiseptique faible
malgré un pouvoir détergent important. Par leur charge
négative, 1ls seraient repoussés au niveau de 1la paroi des
bactéries (affinité faible). Par contre, les dé&tergents non-
ioniques sont nettement plus adsorbés par les cellules
bactériennes (HUGO 1976).

Nous avons vu que l'affinité des ammoniums quaternaires

pour les cellules jJjoue un réle majeur dans l'activité
bactéricide. I1 convient de connaftre maintenant 1la nature
méme de leur toxicité vis & vis des agents microbiens, en
étudiant les pertubations mé&taboliques qu’'entraine leur
présence.

3.2) Modification de la perméabilité membranaire

Les principaux travaux concernant ce sujet ont é&teé
effectués en mesurant des cinétiques de relargages de divers
constituants cytoplasmiques dans 1le milieu extérieur. En
présence d'ammoniums quaternaires, de nombreuses molécules ne
sont plus retenues par les cellules. De nombreux constituants
cytoplasmiques peuvent 8tre relargués. Les premiers sont les
plus petits composants comme les ions (Pi, K*, SOa*"..etc) ;
suivent ensuite les amino-acides puis les bases organiques.
SALTON (1951a> a ainsi <constaté 1le relargage de bases
nucléiques (purine, pyrimidine), d'acide glutamique et de

phosphore inorganique (Pi) par Staphylococcus _aureus sous
l'effet du cétrimide. Les constituants relargués peuvent @etre
différents selon 1l'espé@ce bactérienne utilisée ; Escherichia

colli ne relargue pas d'acide glutamique (SALTON 1951a».

Le relargage des 1ions K*, qui est achevé en trente
minutes, est considéré comme le premier 1indice de la
dégradation des membranes (LAMBERT 1973, BLASKO 1984, KEWELOH
1984a et 1984b). La figure -7- montre des courbes type de
relargage des 1ions K+*, du phosphore inorganique et de
matériel absorbant & 260 nm (bases nucléiques). Certaines
substances, qui comme 1le pyruvate ou 1'ATP (Adenosine
TriPhosphate) ne peuvent normalement pas passer & travers les
membranes plasmiques, peuvent également diffuser vers
1'extérieur (HUGO 1965).
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Figure —7— : Relargage de constituants cytoplasmiques par

Escherichia coli mis en présence de 0,2 mM de
cétrimide & pH 7 et 25°C (D’'aprés LAMBERT 1973)

Des molécules de haut poids moléculaire peuvent finalement

€tre relarguées, sans que 1la 1lyse intervienne, comme par
exemple, le cytochrome cs de Desulphovibrio desulphuricans

(POSTGATE 1956>. La perte du caracteére semi-perméable des
nembranes peut &tre mis en &vidence de deux autres fagons. La
premiére consiste & é&tudier des protoplastes ou des
sphéroplastes de bactéries (HAMILTON 1971>. La membrane des
protoplastes est normalement perméable au glycérol, aux ions

NHL.* et acétates, tandis que les ions K+, Na*, NOx~ et Cl- ne
peuvent traverser. En présence de cétrimide, les protoplastes
deviennent perméables & tous les ions sans que la lyse
intervienne. Au fur et 3 mesure que le contact se poursuit,
les protoplastes deviennent trés sensibles aux chocs
osmotiques (NEWTON 1958). La seconde méthode se rapporte a
l'étude de 1liposomes ou de membranes artificielles. La
présence d'ammonium gquaternaire accroit la perméabilite
membranaire aux ions sulfate des 1liposomes de 1lécithine
(KUCZERA 1985). NEWTION rapporte également que la quantité de
bases nucléiques relarguées est en rapport avec la quantité
d’'ammonium quaternaire ajouté. La quantité maximale de
matériel absorbant & 260 nm relargable correspond & peu preés
au pool total de bases nucléiques présentes dans les cellules.

’,
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Cependant la lyse des cellules ne contribue a
l'’enrichissement du milieu extérieur en métabolites
cytoplasmiques qu’ aux derniers stades de 1’action
antiseptique.

La perte du rdle de ©barriére osmotique Joué par la
membrane cytoplasmique entralne rapidement une diminution du
nmétabolisme bacté&rien (fulte des cofacteurs, des substrats...
etc). La lyse serait due d'une part 3 la fragillisation de 1la
paroi, qui ne peut plus &tre renouvel&e 3 cause de 1la fuilte
des principaux métabolites nécessaires & son entretien ;
d'autre part, a 1la 1libération d'enzymes autolytiques qui
s'&échapperaient du cytoplasme <(HUGO 1967). SATA (1286) a
montré que les ammoniums quaternaires alipbatiques scnt
capables de modifier le caractére semi-perméable de certaines

membranes artificielles, dont 1ils modifient é&galement Ila
résistivité &lectrique.

3.3) Interaction avec les lipides membranaires

L'interaction avec les composés 1lipidiques membranaires
est certaine. Le role important qu'ils Jjouent dans la
résistance aux ammoniums quaternaires en est une preuve,
FISHER (1952) a pu progressivement adapter une souche de

Serratia marcescens & des concentrations trés importantes

en chlorure de benzalkonium. La tolérance est ainsi passée de
50 png/ml’a 10 mg/ml !

La composition chimique de la paroi des formes adaptées

est considérablement enrichie en 1lipides. D'autre part,
1'extréme résistance des mycobactéries aux ammoniums
quaternaires est attribuée, également, & 1la richesse en

lipides de leur paroi. La différence de sensibilité& entre les
bactéries & Gram négatif et les bactéries & Gram positif, est
également 1imputable & la présence d'une quantité plus
importante de composés lipidiques dans la paroil des premiéres.

Enfin, nous savons que seuls les virus contenant des
composés lipidiques dans leur capside peuvent &tre 1inactivés
par les ammoniums quaternaires. Toutes ces observations
indiqueraient que la principale cible des ammoniunms
quaternaires serait les lipides membranaires (VENTURA 1985).
Ainsi les phospholipides sont des neutralisateurs connus des
ammoniums quaternaires (REYBROUCK 1979).
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L'affinité de ces deux types de composés 1l'un pour 1l'autre
est due & la possibilité& gqu'ils ont de se lier ensemble & 1la
fols par des 1liaisons hydrophocbes et par des liaisons
électrostatiques. Les ammoniums quaternaires font partie des
substances dites "membrane-actives" (HAMILTON 1971)> comme la
plupart des composés phénolés, 1les dérivés diguanidiques
(chlorhexidine), les alcools, les alkylamines...etc.

Selon ISOMAA (1981b & 1984), la lyse aux concentrations
prémicellaires serait due & 1'intercalation des molécules
amphiphiles dans la double couche 1lipidique par interaction
hydrophobique. I1 s'en suivrait une modification du
comportement de 1la membrane affectant ses principales
fonctions (osmorégulation, actions enzymatiques membranaires,
perméabilité, endocytose...). Au dernier stade du processus
d’'intercalation, la double couche lipidique serait
solubilisée par la formation de micelles mixtes (voir figure -
8-). Les ammoniums quaternaires ne pourraient pas pénétrer
dans le cytoplasme avant la disparition totale des membranes.

La dégradation des enveloppes membranaires a pu &tre
visualisée par la microscopie. CHAPLIN (1952a) a pu oObserver
plusieurs stades de dégradation chez plusieurs espéces de

Bacillus. La membrane cytoplasmique de Staphylococcus
aureus disparalt en 30 minutes en présence de 900 ug/ml de
benzalkonium ; 11 s’en suit une extrusion du cytoplasme

(SALTON 1951b). La paroi perd progressivement sa rigiditée et
finit par disparaltre probablement par autolyse aprés la
rupture de la membrane plasmique. En ce qui concerne les
bactéries & Gram négatif, la premiére modification intervient
au niveau de la paroi (RICHARDS 1980). Celle-ci prend un
aspect granuleux caractéristique de 1l’action de substances
"membrane-actives” comme les polymyxines ou la chlorhexidine.

La paroi est progressivement décapée chez Pseudomonas
aeruginosa et les bactéries deviennent Gram positif. La
membrane cytoplasmique doit alors etre accessible au
désinfectant. Chez Pseudomonas cepacia (bactérie plus

sensible), la membrane cytoplasmique est détruite bien avant
la paroi. La paroi est le plus important obstacle a la
pénétration des ammoniums quaternaires. IKEDA (1985) estime
que les polycations de poids moléculaires é&levés sont peu
actifs en raison de leur incapacité & traverser la paroil pour
aller léser la membrane cytoplasmique. ’
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Interaction of surface-
active alkyltrimethylam-
monium salts with cell mem-
branes. a) The surfactant
molecules are intercalated in
the lipid bilaver of the cell
membrane with their hydro-
carbon chains between the
hydrocarbon chains of the
phospholipids and with their
polar heads at the polar re-
gion of the bilayer. b) Inter-
calated surfactant molecuies
have a disordering (fluidiz-
ing) effect on the hvdrocar-
bon chuins ot the phos-
pholipids. The surfactants are
intercalated preferenually in
the outer half of the bilaver
and this expands the outer
half relative to the inner one.
¢) When a certain amount of
surfactant molecules have
been intercalated in the
bilaver the bilayer structure
collapses and mixed micelles
are formed in the bilaver.

Figure -8- : Interaction du cétrimide avec
la membrane cytoplasmique (D’'aprés ISOMAA 1984)

3.4) Interaction avec les protéines enzymatiques

I1 est connu que les ammoniums quaternaires
interagissent fortement avec les protéines en provoguant leur
coagulation (FEV 1955). Certains auteurs ont méme &tabli une
corrélation entre la capacité & précipiter les protéines et
le pouvoir antiseptique (CALDWELL 1961). SALTON en 1951b a pu
observer, en microscopie é&lectronigue, la contraction du
cytoplasme de bacté&ries traitées avec 90 ug/ml de cétrimide.
Toutefois, ce phénoméne n'intervient qu’a des concentrations
assez importantes. L'é&tude de la sensibilité des systames
enzymatiques a permis de détecter des modifications trés
précoces du métabolisme bactérien. Ces modifications peuvent
intervenir avant que l'on constate une augmentation de 1la
perméabilité membranaira.
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Dés 1949, KNOX é&tablit une corrélation étroite entre le
taux de mortalit& et le pourcentage d’'inhibition de certaines
activités bilochimiques, notamment celles concernant le
métabolisme oxydatif. Il existe de grandes différences de
sensibilité entre les différentes réactions biochimiques. La
décarboxylation de 1l'arginine peut, par exemple, subsister a
des concentrations importantes de <chlorure de benzalkonium.
L' oxydation de 1'acide 1lactique, 1la glycolyse et les
réactions du cycle de KREBS sont par contre inhibées
rapidement. HUGUES (1949) constate en outre que 1la plupart
des réactions enzymatiques, qui sont 1inhibées lorsque 1l'on
fait agir des ammoniums quaternaires sur des cellules
entiéres, ne sont pas affectées quand 1l’'enzyme purifiée est
utilisée. HUGO (1965) estime que 1'inhibition des réactions
enzymatiques est surtout due & la perte des cofacteurs et a
la fuite des substrats, provoquée par 1'augmentation de 1la
perméabilité membranaire. Les enzymes ne disposent alors ni
d’'énergie, ni de substrat. La plus grande perméabilité des
membranes peut agir dans 1l’autre sens. En effet certaines
voies bilochimiques sont exaltées quand les ammoniums
quaternaires sont wutilisés a des doses trés faibles
qualifiées de sous-inhibitrices. Certains métabolites peuvent
alors passer plus facilement dans le cytoplasme ; les enzymes
disposent alors d'une plus grande quantité de substrat. C'est
le cas notamment de la plupart des réactions du métabolisme
oxydatif et de la consommation en oxygéne.

Deux zones d'activité peuvent €tre distinguées
- Une zone prélytique od la consommation en oxygeéne
est exaltée et ol le métabolisme fermentatif n’est
pas affecté,.
- Une zone lytique ol la fermentation et la
consommation en oxygéne sont inhibées.

Les voies métaboliques qui n'utilisent pas de cofacteurs
peuvent &tre exaltées dans la zone 1lytique, surtout si la
concentration interne en substrat est soumise & 1'activité
d’ une perméase. L’'existence d’ enzynes spécifiquemnent
sensibles aux détergents cationiques est controversée. KNOX
(1949) estime que la lactate-oxydase entre dans cette
catégorie. L'enzyme purifiée est en effet inactivée en
présence de faibles quantités de benzalkonium. Selon HUGO
(1965), l'enzyme peut &tre dénaturée rapidement sous 1'effet
des seules propriétés tensio—actives des ammoniums
quaternaires. Il estime que ce type expérience ne permet pas
de postuler sur 1l'existence d’'enzymes "ultra-sensibles”.



HAMILTON (1971) n’'exclut pas cette hypothése et falt &tat de
la possibilité d4’'inhibition, par de trés faibles doses
d'ammoniums quaternaires, de perméases responsables du
transfert actif de certains métabolites. Cette hypothése n’'a
toujours pas &té prouvée de fagon certaine & cause de la
multiplicité des mécanismes qui peuvent intervenir.

KOLODYNSKI (1984)> fait, par exemple, é&tat de la cessation du
transport actif de la mé&thionine chez les levures en présence
d’ammonium quaternaire. Ce phénoméne est rapidement suivi

d'un relargage massif de 1l'acide aminé dans le milieu
extérieur. Ceci peut @tre did a 1'augmentation de la
perméabilité membranaire, a 1'inactivation directe

(dénaturation) ou indirecte (perte de cofacteur) de 1'enzymne.
Les ammoniums quaternaires ne sont pas des découplants
énergétiques, méme 3 fortes concentrations (HUGO 1967).

Il est évidemment difficile de faire la part des choses
entre 1’'inhibition due a la perte des cofacteurs, celle due 2
la dénaturation des proté&ines ou celle due au blocage de
sites actifs. SWENSON (1981) a pu montrer que 1'effet
dépolarisant, des ammoniums quaternaires sur 1les neurones,
est dl au blocage du systéme de transport membranaire des
ions potassium. D'ARCY (1971) indique, chez les {evures. la
possibilité d'une action inhibitrice précoce de la conversion
de l'acétaldéhyde en acétyl-coenzyme A, par des di-ammoniums
quaternaires. L'enzyme responsable de la transformation
serait située sur la face externe de la membrane
cytoplasmique. VINCENZINI (1985) a mis en évidence des degreés
trés divers de sensibilité aux détergents chez les protéines
enzymatiques. Cependant, un mode d'action possible des
ammoniums quaternaires serait la dissociation des protéines
et surtout des lipoprotéines associées aux membranes. Cette
dissociation serait due a 1' adsorption de détergent
cationique par 1les phospholipides membranaires. La chalne
respiratoire et ses cytochrome-oxydases est particuliérement
susceptible de subir ce type de dénaturation.

En présence de faibles quantités d' ammoniums
quaternaires (1 ug/ml), la proportion de cellules de grande
taille augmente. Cette observation, faite par RYE (1968)
pourrait etre dfie a un métabolisme exalts, ou au
développement d4'une couche extérieure & la paroi, formée d’'un
amalgame de désinfectant et de résidus membranaires.



3.95) Conclusions

La complexité du mode d’'action des ammoniums
quaternaires est 1incontestablement due & 1leur manque de
spécificité. Les mécanismes d'action é&voluent au fur et A
mesure que la concentration en ammonium quaternaire augmente.

On observe ainsi pour les membranes la suite des événements
suivants :

1> Adsorption puis modification de la mobilite
électrophorétique.

2) Intercalation des ammoniums quaternaires entre les
lipides membranaires.

3) Perte du caractére semi-perméable.

4) Formation de micelles mixtes.

) Solubilisation de la double couche lipidique.

6) Libération d'enzymes autolytiques, lyse de la paroi.

On peut aussi résumer en cing points 1les différents
aspects de 1'interaction avec les protéines en général et les
enzymes en particulier :

1) Inactivation d’'enzymes spécifiques (probablement des
perméases).

2) Exaltation de l'activité de certaines enzymes due a
1’entrée plus rapide de certains substrats

3) Diminution du métabolisme due a la perte de
métabolites et de cofacteurs (relargage’.

4> Dissociation des protéines conjuguées

S5) Dénaturation générale des protéines cytoplasmiques.

Les possibilités de dénaturation précoce des acides
nucléiques de haut poids moléculaire sont falbles. Selon
NEWTON (1958), les ammoniums quaternaires ne peuvent passer
les membranes cytoplasmiques. L’'accés au cytoplasme n'est
donc possible qu'au moment de 1la 1lyse. Une des rares
interactions directes avec du matériel nucléique a éte
décrite par STOLS (1965) pour expliquer 1la destruction du
virus de la mosalque des crucifé@res. NEWTON (1958) estime que
les ammoniums quaternaires ne pénétrent pas dans les cellules

bactériennes et que leur pouvoir antiseptique est une action
de surface”.
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4) La résistance aux ammoniums quaternaires

4.1) Résistance adaptative

Nous avons wvu précedemment, qu'il é&tait possible de
rendre des souches de Serratia marsescens trés résistantes
au cétrimide (FISHER 1952). Cette résistance, par adaptation
progressive & des concentrations croissantes en ammoniums
quaternaires, est perdue en une seule génération, si les
cellules sont cultivées en absence de désinfectant.
L'enrichissement des bactéries en composés lipidiques est &
la base de cette résistance qui n'est pas plasmidique et dont
1' induction demeure encore un mystére. Selon HUGO (1976>, 11
s'agit d'un mécanisme de résistance non spécifique de
réaction & un stress chimique. Les bactéries & Gram positif
ne peuvent pas induire des résistances aussi 1importantes.
Certains auteurs n'ont méme jamais pu obtenir de souches de

Staphylococcus aureus adaptées & 1la présence d’ammoniunms
quaternaires dans le milieu de culture (CHAPLIN 1952b).
L'étude des mécanismes de résistance de type adaptatif, s'est
surtout développée avec 1les bactéries & Gram négatif ,
notamment Pseudomonas aeruginosa qui posséde une résistance

naturelle & de nombreux antiseptiques. La paroi semble
représenter 1'osbtacle le plus important & la pénétration des
agents antiseptiques dans 1les cellules bactérienne. Les

protoplastes (bactéries & Gram positif sans paroi) et les
sphéroplastes (bactéries a4 Gram négatif sans paroi) possédent
en effet une sensibité é&gale aux ammoniums quaternaires.

La paroi des bactéries & Gram négatif est caractérisée
par la présence d’ une membrane externe composée de
lipopolysaccharides (LPS), de phospholipides (PL) et de
protéines. Cette membrane externe recouvre le peptidoglycane
(mureine) qui constitue 1’'ossature rigide de 1la paroi. Un
diagramme schématique de la structure des enveloppes
bactériennes de type Gram négatif est présenté dans la figure
-9-. Une attention particuliére doit @tre portée aux LPS dont
la structure chimique est formée de trois &léments distincts

un noyau saccharidique ou "core" sur lequel se branche d'un
coté, une chalne polysaccharidique ou '"side-chain” et de

1'autre, un résidu de nature glycolipidique : le lipide A
(NIKAIDO 1985).



La chalne polysaccharidique, de longueur trés variable,
contient souvent des sucres atypiques et posséde une
antigénicité spécifique de type O (KARAMANOS 1983)>. Le 1lipide
A est un glycolipide formé de résidus de glucosamine et
plusieurs acides gras insaturés, dont des acides 3-0OH
alcanoiques. Le noyau est surtout riche en aldoheptose et en
acide 2-kéto 3-déoxyoctonique (KDO)> relié& directement au
lipide A (WILKINSON 1973, BENEDETTO 1976)>. Les LPS:  sont
impliqués dans la résistance des bactéries &8 Gram négatif a
de nombreux agents antimicrobiens comme 1les macrolides, la
novobiocine, la rifampicine ou 1'acide fusidique (NIKAIDO
1985). Ils emp&cheraient ceux-ci d'atteindre leur cible en
les blogquant au niveau de 1la membrane externe grice a
1'hydrophilicité de la chalne polysaccharidique (EAGON 1984).

BROWN en 1965 remarque que la résistance acquise aux
ammoniums quaternaires peut @&tre éliminée en présence
d'Ethyléne Diamine TétraAcétate (EDTA). Ce <chélateur a pour
effet de complexer les ions divalents Ca** et Mg** qui jouent
un grand rSle dans la cohésion des structures pariétales de
la bactérie (figure -9-). La cohésion des LPS est
particuliérement dépendante de 1la présence de cations
divalents qui neutralisent 1leur charge négative globale.
L'effet de 1'EDTA serait de disperser les couches
lipopolysaccharidiques.

Les mutants LPS-dé&ficients de Pseudomonas aerugingsa
sont extrémement sensibles aux détergents et désinfectants
(KROPINSKY 1978). Ces mutants sont de type R ("Rough”

rugueux>. Par rapport aux souches de type S ("Smooth" : lisse)
» la chalne polysaccharidique des LPS de souches de type R
contient moins de glucose, rhamnose et fucosamine <(JARRELL

1977>. La chaine polysaccharidique des LPS de type R est
ainsi beaucoup plus courte, ce qui nécessite une technique
spéciale pour leur extraction (GALANOS 1969). Les parois des
mutants R apparaissent plus perméables aux ammoniums
quaternaires. L'accds & la membrane cytoplasmique est ainsi
facilité <(EL-FAHALA 1983). La modification des LPS de
Pseudomonas aeruginosa peut &galement intervenir au niveau
de la partie 1lipidigque. Un mutant hyper-susceptible aux
antiblotiques, s'est avéré déficient en dod&canoate et
hexadécanoate (KROPINSKY 1982). Les LPS Jjoueraient &galement
un role important sur le comportement des porines, en
assoclation avec les ions Ca** et Mg** (PASTERNAK 1985).
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Figure -9~ : Les enveloppes membranaires des bactéries
3 Gram négatif (D'apras EAGON 1984)



EAGON (1984) estime que la meilleure efficacité des LPS
de Pseudomonas aeruginosa (par rapport aux LPS des
Entérobactéries) tient & leur richesse en phosphore, a la
présence d'oses atypiques et & 1leur taux important d’'acide
gras hydroxyl&s. Pour NIKAIDO (1985) les LPS de type R ne
peuvent plus empécher le passage des molécules 1lipophiles et
1'EDTA découvre les phospholipides, qui sont alors
accessibles aux agents antimicrobiens (figure -10-).

Le renforcement  de la résistance aux agents
antimicrobiens est souvent associé a la constitution par la
bactérie d'une paroci plus riche en LPS. On rencontre ainsi

des résistances importantes & la polymyxine et aux ammoniums
quaternaires chez Salmonella typhimurium (LOUNATMAA 1976),
4 la carbénicilline et & 1la gentamycine chez Pseudomonas
aeruginosa (KATSORCHIS 1985), & 1l'activité Dbactéricide du
sérum chez Haemophilus influenza (GILSDORF 1986).
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Figure -10- : Incidence des LPS de type R et de 1’EDTA
sur la perméabilité de la membrane externe aux molé&cules
lipophiles (D'aprés NIKAIDO 1985)

’



-4Q-

Tous ces auteurs ont pu remarquer 1la formation d’extrusions
et de vésicules & 1l1la surface des parois. Ce serait une

conséquence de la désorganisation de 1la membrane externe
(KATSORCHIS 1985).

L'enrichissement en lipide peut é&galement wvenir d'une
modification du taux de phospholipide et d'acides gras
(SULING 1977)>. Les souches d' Escherichia coll résistantes a
la polymyxine montrent une plus grande richesse en
diphosphatidylglycérol et 4d'importantes modifications dans 1la
composition de leurs acides gras 1insaturés et des composzsés
cyclopropanoiques. Les LPS interagissent fortement avec les
antibilotiques polycationiques (MOORE 1986).

4.2) Résistance plasmidigue

A notre connailssance, un seul cas de résistance
transmissible gé&nétiquement a &t& décrit. Il a &té mis en
évidence en Australie chez des souches multirésistantes de

Staphylococcus aureus (GILLESPIE 1985). Plusieurs plasmides
portant un géne de résistance aux ammoniums gquaternaires (Qa™)
et au bromure d'éthidium (Eb") ont &té découverts. L’'un
d'entre-eux est un plasmide (pSK1)> d’environ 18 Mégadaltons
(Md) qui code é&galement pour la résistance a trois
aminoglycosides (Gentamycine, Kanamycine et Tobramycine)
grdce & 1'insertion dans sa séquence du transposon Tn 4001
(Gm~, Km~, Tm"). La séquence codant Qa", Eb~ n'appartient pas
au transposon Tn 4001 (résistance non croisée). Un fragment
de 5,3 kilobases (Kb), issu de la digestion du plasmide pSKl
par l'enzyme de restriction Hind III, a pu @&tre inséré dans
le vecteur plasmidique pBR322 puis cléné sur Escherichia
coli K12 (TENNENT 1986). La résistance des souches ainsi
transformées a é&té multipliée par 8 pour le bromure
d’'éthidium, par 5 pour le chlorure de benzalkonium et par 3
pour le cétrimide. Le plasmide pSKl appartient au méme groupe
d'incompatibilité que des plasmides codant pour la résistance
aux métaux lourds. Un autre plasmide (pSK57), qui appartient
4 un groupe différent et code pour une pénicillinase, a é&té
iso0lé (GILLESPIE 1986). Ce plasmide possé@de une séguence,
portant Qar et EbT, identique & celle du plasmide pSK1. Les
auteurs cherchent & déterminer 1'appartenance &ventuelle du
gé&ne Qa~ et Eb" & un transposon. Malheureusement, le

déterminisme phénotypique de cette résistance n'a pas encore
été étudis.
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Il semble toutefoils, que 1les bactéries résistantes soient
plus réfractaires aux détergents et colorants cationiques
(bromure d'é&thidium et acrifavine) et donc que les composés
ne traversent plus aussi facilement 1la paroi. L’'hypothése
d’'un renforcement des structures pariétales par une couche de
polysaccharides capsulaires est la plus probable.

Certains plasmides de résistance induisent des
modifications des surfaces cellulaires (CURTIS 1974>. La
résistance aux aminoglycosides (kanamycine, neomycine...)
n'est pas toujours liée & la synthése par 1la bactérie d’'une
aminoglycosidase. On constate alors que les membranes
deviennent imperméables aux antibiotiques et que dans ce cas,
il existe toujours une résistance croisée avec tous les
aminoglycosides (PHILLIPS 1984). Certains auteurs ont voulu
savolr si le renforcement des structures pariétales pouvait
induire des ré&sistances croisées avec des antiseptiques de
classes différentes. Les facteurs R ont fait 1'objet d’'é&tudes
importantes parce qu'ils sont faciles & cloner (DAVIES 1972).
AHONKHAI (1979) a cherché a établir 1'existence de
résistances croisées a3 différents antiseptiques, dues a 1la
présence du facteur RPl, qui code des résistances 3a 1la
tétracycline, la kanamycine et la carbenicilline. Une absence
totale de résistance croisée a &té constatée. Ce mé€me auteur
a obtenu le méme résultat avec le transposon Tn 501 caodant 1la
résistance 3 des sels de mercure (AHONKHAI 1984)>. VL®'induction
de résistance, par modification de la membrane externe, est
donc assez spécifique. Les entérobactéries tréds résistantes
aux détergents anioniques les plus puissants (SDS & 5 %) sont
sensibles aux détergents cationiques (KRAMER 1984).

4.3) Autres types de résistance

Un des mécanismes probables de ré&sistance consiste pour
la bactérie & synthétiser et excréter des substances qui vont
neutraliser 1l'action de 1’'antiseptique. Escherichia coli et

Salmonella minnesota sont ainsi capables de 1libérer de
grandes quantités de LPS dans 1le milieu de culture (JARDA
1071>. La présence de benzalkonium dans le milieu de culture

induit la production de polysaccharides acides par
Enteraobacter clocacae (NISHIKAWA 1979). Seuls les ammoniums
quaternaires alkylés peuvent provoquer cette synthése. Le

benzalkonium pourrait agir sur 1l'enzyme responsable de la
synthése.



La résistance est probablement due & la fois & 1la présence
des polysaccharides et & 1l'acidification du milieu (les pH

acides minimisent en effet l'action des ammoniums
quaternaires). Le glycocalyx développé par 1les bactéries
lorsqu'elles se fixent sur un substrat solide, semble

constituer un obstacle supplémentaire & la pénétration des
antiseptiques (NICKEL 1985).

Pseudomonas aeruginosa sé&créte une quantité importante
de pigments pyocyaniques en présence d'agents antimicrobiens
en général et d'ammoniums quaternaires en particulier (BROWN,
1971, AL-ANI 1985). On ignore cependant si c¢e phénoméne est
véritablement un systéme de défense contre 1les antibiotiques

ou le symptlme de déréglements occasionnés par les
antiseptiques. Toutefoils certains plasmides de résistances,
découverts chez Staphylococcus aureus , codent pour la

synthése d’'un pigment diffusible (TOWNSEND 1985).

Il ne semble pas exister d'enzymes, hydrolysant Iles
ammoniums quaternaires, qui soient aussi efficaces que les -
lactamases ou la chloramphé&nicol acétyl transférase. L'étude
de la biodégradation des ammoniums quaternaires dans divers
écosystémes apporte quelques indications. VENTULLO (19086> a

découvert que 1'exposition chronique de populations
bactériennes lacustres au cétrimide 1induit 1la formation de
formes adaptées chez toutes les esp@ces microbiennes. Il

constate surtout une augmentation sensible mais encore faible
de la biodégradation du désinfectant. La mise en é&vidence Ila
plus nette d'une activité de dégradation d' ammoniunms
quaternaires a &té failte par DEAN-RAYMOND (1977>. Il s'agit
d'une bactérie du sol ( Xanthomonas sp. ) qui posséde une
activité B-oxydative. Seuls quelques composés (2 sur 10
testé&s) qui poss@dent une chalne aliphatique & 16 atomes de
carbone sont oxydés. L'attaque commencerait par le carbone
terminal du groupement alkyl. L'activité enzymatique n'est
toutefois induite que lorsque les ammoniums quaternaires
constituent la seule source de carbone.

4.4) Conclusions

11 existe différents types de résistances possibles. La
résistance la plus efficace consiste pour la bactérie 2
rendre les enveloppes membranaires imperméables aux
détergents cationiques.
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Nous avons pu remarquer que l’'obtention d’'une résistance 3 un
ammonium quaternaire particulier, confére au microorganisme
la résistance & 1'ensemble des anmmoniums quaternaires,
probablement parce qu’'ils agissent tous selon les mémes modes
d'action. Ce mécanisme ne semble pas permettre 1’'obtention de
multi-résistances croisées. Les composants membranaires qui
stoppent les détergents cationiques ne sont pas ceux quil
arrétent les aminoglycosides ou les métaux lourds : Les LPS
et les phospholipides semblent jouer ce rdle.

L'existence de plasmides de résistance a longtemps é&té
considérée comme impossible. Les plasmides découverts en
Australie chez Staphylococcus aureus vont probablement
relancer les &tudes dans ce domaine. On ignore encore ce que
codent ces plasmides. 1Ils pourraient induire 1la formation
d’'une capsule polysaccharidique, mais aussi coder pour une
enzyme Ou un composé& capable de neutraliser les ammoniums
quaternaires. Quel que soit le mécanisme, il ne semble agir
que sur les seuls ammoniums quaternaires.

5) Facteurs physico-chimiques influengant le pouvoir
antiseptique

5.1) Influence de la tempé&rature

La température permet une plus grande solubilité des
ammoniums gquaternaires en relevant 1la C.C.M. lorsqu’elle
devient plus é&levée. L'augmentation de 1l'activité anti-
septique est trés sensible puisque les ammoniums quaternaires
sont notablement plus actifs quand on les utilise a la
température de 55°C qu’a 20°C (FREKE 1981). Ils sont alors
100.000 fois plus efficaces contre Escherichia coli . Le
tableau ~=VII- montre que 1'activiteé du chlorure de
cétylpyridinium est plus importante & 37<C qu'a 20<C. KOURAI
(1985a) a pu montrer que la température accélére et favorise
1'adsorption du désinfectant par 1les surfaces membranaires.
GELINAS (1984a) a pu montrer que le chlorure de benzalkoniun
est encore trés actif & basse température. Ils conservent, 2
4=C, 70 % de leur activité & 20=C. Les ammoniums quaternaires
sont en général stables A& haute température et peuvent subir
un traitement 3 1'autoclave. Ils se conservent bien et ne
sont pas sensibles aux phénoménes de photodéconmposition
(GELINAS 1982b».
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: 37=C : 20=C
H sans 10% H sans 10%
' sérun sérum H sérum sérum
Staphyvlococcus | H
aureus + 17110.000 1/11.500 { 1/67.500 1/6.750
Salmonella : H
typhi i 1/83.500 1/74.000 i 1/62.500 171.300
Tableau —-VII- : Influence de la température et de la

présence de matiére organique sur le pouvoir bactéricide
du chlorure de pyridinium (D’'aprés PETROCCI 1977)

5.2) Influence du pH

Les pH basiques sont favorables a 1l'action des ammoniums
quaternaires. Le cétrimide a une activité stérilisante trois
fols plus rapide a pH 10,6 qu'a pH 9 (HUGO 1976>. L'activité
sporostatique ne se manifeste qu'a pH basique (RUSSELL 1977).
FISHER (1952) obtient des bactéries résistantes 38 1 mg/ml de
chlorure de benzalkonium en trois é&tapes si 1les bactéries
sont cultivées & pH 6,8 et en 20 étapes & pH 7,7. Cette
dépendance indique selon HAMILTON (1871)> que 1la partie
hydrophobe joue un rdle primordial dans le mode d'action. Il
pourrait s’agir selon NEWION <(1958) d'une modification de
sensibilité de la bactérie. Cependant les composés anioniques
sont favorisés par les pH acides. Le pH agirait surtout sur
la constante d'équilibre entre les molécules 1libres et les
micelles. La concentration en formes actives 1libres serait

plus importante aux pH alcalins qu'aux pH acides
(KOSTENBAUDER 1977).

5.3) Antagonisme et synergie

5.3.1) Antagonisme

Les substances interférentes ou antagonistes de 1l'action
des ammoniums quaternaires peuvent &tre classées en trois
catégories.



La premiére est formée des composés qui, par leur
affinité naturelle , vont se combiner avec les ammoniums
quaternaires pour former un complexe insoluble irré&versible.
L'une des principales propri&étés des ammoniums quaternaires
est leur capacité a précipiter avec de nombreuses
macromolécules. La présence de substances de ce type dans le
milieu réactionnel va entralner une consommation en &l&ments
actifs qui ne pourront pas agir sur les cellules
(KOSTENBAUDER 1977). L'’'exemple le plus évident est celui de
1'interaction avec les protéines (CALDWELL 1961>, La sé&rum
albumine bovine diminue notablement le pouvoir germicide des
ammoniums quaternaires (Tableau -VIIi-, Le lait est
recommandé pour &liminer les ammoniums quaternaires résiduels
des canalisations (WILDBRETT 1985). Cependant, les matieéres
organiques interagissent et inhibent la plupart des
désinfectants & des degrés divers (GELINAS 1983b, LONCIN 1986>

et 1les détergents cationiques sont parmi ceux qui y
résistent le mieux (LAWRERCE 1970). Les ammoniuns
quaternaires peuvent également s’'adsorber sur des surfaces
solides pour peu qu'elles portent une charge &lectrostatique
négative. C'est le cas par exemple des surfaces silicylées
(DANIELS 1985) ou métalliques (HELLMANN 1984). De méme la
présence d'une phase organique oQ 1ils sont plus solubles
entrainera une diminution notable de la concentration en
éléments actifs dans la phase aqueuse.

La seconde catégorie est formée par les substances
inhibitrices dites neutralisatrices. Les lipides et composés
lipidiques, ainsi que 1les détergents anioniques et non-
ioniques, peuvent s'associer aux ammoniums quaternaires par
interaction é&lectrostatique ou hydrophobe pour former wun
complexe ou une micelle soluble mais inactive (HAMILTON 1971).
Le mélange polysorbate 80 (3 %), lécithine d’'ceuf (0,3 %> et
laurylthiosulfate de sodium (0,5 %> est particuliérent
efficace (REYBROQUCK 1979)>.

La troisi@me catégorie de substances antagonistes est
celle des composés qui renforcent la résistance des bactéries
a l'antiseptique. Le calcium et le magnésium, en consolidant
les structures pariétales des bactéries, jouent ce rdle. AL-
HITI (1980) a montré que Pseudomonas _aeruginosa devient
cinq fois plus résistant au chlorure de benzalkonium s'il est
cultivé sur un milieu riche en glycérol. GEFTIC (1979)
déconseille 1l'utilisation d’'ammoniums quaternaires dilués
dans une solution d'acétate d'ammonium, pour que les
bactéries ne disposent pas d'une source de carbone et d'azote.
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5.3.2) Synergie

Les principaux composés capables d’'avoir une action de
synergie sont ceux qui sensibilisent les cellules & 1l'action
des ammoniums quaternaires. L' EDTA complexe les ions
bivalents de la parol qui devient plus perméable.

Pseudomonas aeruginosa devient particuliérement sensible
aux ammoniums quaternaires en sa présence (KENWARD 1979). Les
alcools, en mobilisant partiellement les composants
lipidiques des parois, préparent bien 1l'action des ammoniums
quaternaires. Les protamines et les alkylamines ont é&galement
cette action (ALLEN 1985). Les cellules traitées par des
lipases deviennent hypersensibles (NEWTON 1958).

Les agents mouillants non-ioniques forment un cas
particulier : & faible dose (100 pug/ml), 1ils facilitent
1’adsorption des ammoniums quaternaires par les membranes
(RICHARDS 1980)>. Le polysorbate 80 ou les polypropyléne-
glycols sont ainsi ajoutés & de nombreuses préparations
commerciales de désinfectants a base de détergents
cationiques (INTERKEMIA 1985, WOSCINSKI 1985). A forte

concentration (30 mg/ml), le polysorbate 80 neutralise ces
mémes ammoniums quaternaires.

Il est possible d’'obtenir wune synergie par 1les ions
accompagnateurs. Les sels d'iode sont encore actifs en
présence de savon. REBOLD (1958) recommande 1'association
avec le Z-mercapto benzothiazolate qui potentialise leur
pouvoir antiseptique. Les dérivés de la 4-isothiazoline sont

également plus actifs en présence de chlorure de benzalkoniun
(LAV 1979).

Les ammoniums quaternaires entrent en synergie avec de
nombreux désinfectants comme le m crésol. Ils facilitent Ila
pénétration des organomercuriels et des métaux lourds (HUGBO
1977>. L'association du salicylate de déqualinium avec
1'hexetidine (FROSCH 1978) ou celle du chlorure de

benzalkonium avec la chlorhexidine (STOLZ 1985), sont Jugés
trés bactéricides.

Un mélange composé de gramicidine, de chlorure de
cetylpyridinium et de 2,4-dichloro benzylalcool est fortement
fongicide. Le mélange avec 1l'hexachlorophéne est par contre
fortement déconseillé (GUMP 1982).
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Disinfectant group Mode of action General Heat and Tolerance to Temperature Low temperatus:
reactivity light stability organic matter dependance efficacy
+E,
High Low Low Low High

1. Sodium General cell f

hypochlorite oxidation f

lodophor
2. Acid-anionic

surfactant

Quaternary )

ammonium General cell

compound permeability

denaturation

Aldoquaternary

complex
3. Chiorhexidine

acetate

Amphoteric

surfactant
4. Glutaraldehyde Fixation of

external cell }
y 1
layers .
Low High High High Low
Tableau -VIII- : Classification de huit désinfectants en

fonction de leur tol&rance vis—a—vis de divers facteurs
physico-chimiques (d'aprés GELINAS 1984)

Il existe enfin certains cas particuliers comme 1'acide
undécylénique qui augmente l'activité du bromure de domiphéne
sur Candida albicans et Trichophyton mentagrophytes
Appliqué sur les bactéries, i1 provoque un antagonisme comme
tous les acides gras (KULL 1961). Certaines compositions
thérapeutiques associent des ammoniums quaternaires avec de
1'ADN (FLECCHIA 1985). Ce mélange aurait des propriétés a la
fois bactéricides et cicatrisantes.

5.4) Conclusions

Comparativement aux autres désinfectants, les ammoniuns
quaternaires résistent bien aux divers effets neutralisants
que nous venons de voir. Le tableau -VIII- est un classement
établi par GELINAS (1984) sur huit désinfectants
représentatifs des principaux groupes.

4
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Les ammoniums quaternaires doivent donc €tre utilisés en
prenant certaines précautions d'usage

-~ Tenir compte du taux de matidre organique dans la
préparation des solutions désinfectantes.

- Rincer abondamment les surfaces qui ont &€t& en contact
avec des savons.

~ Utiliser des produits complémentaires en association
(tuberculocides, sporicides).



II. LES BIOTEXTILES

Notre propos est ici d’'introduire, d'une part, certaines
notions propres a8 1’'industrie textile et, d’'autre part, de
faire 1'&tat des principaux procédés de fabrication des
textiles antimicrobiens. Ces procédés font souvent appel aux
techniques dites d’'ennoblissement textile. Nous avons donc
choisi de présenter d'abord le coton qui constitue le support
de fixation de nos ammoniums quaternaires. Nous présenterons
ensuite les principales méthodes d’'ennoblissement textile en
nous servant du coton comme exemple. Ces deux premiers
chapitres serviront de base & la présentation des bilotextiles

en général et du procédé de fabrication sur lequel nous avons
travaillé en particulier.

1> Le coton

1.1) La production du coton

Le coton est la plus importante fibre textile wutilisée
sur Terre. Sur les 30 millions de tonnes de fibres produites
en 1980, le coton occupe 40 % du marché et ses dérivés
chimiques (viscose, rayonne) 21 %. I1 est de trés 1loin 1la
plus importante source de fibres végetales.

Le cotonnier est probablement originaire des Indes d'ol
ils s'est répandu progressivement dans les zones chaudes du

globe en se diversifiant. Selon toute vraissemblance, les
premiers utilisateurs du coton furent 1les é&gyptiens gui en
faisaient des vétements dés 3.000 ans avant J.C. Les

cotonniers font partie de la famille des Malvacées ol 1ils
sont regroupés dans le genre Gossypium , qui compte 40 & 50
espdces dont quatre seulement sont utilisées dans 1'industrie
cotonniére.

Gossypium barbadense est originaire d'Amérique du Sud.
De cette espéce, qui a surtout &té développée en Egypte vers
1850, ont &té& tirées toutes les variétés modernes dites
"longues soies". Elles fournissent un coton d’'excellente
qualité, qui sert & 1'é&laboration des tissus les plus fins.
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Gossypium bhirsutum a donné& naissance au coton "Upland”
dont dérivent toutes les variétés dites "moyenne soie”. 80 %
de la production mondiale de coton est fournie par cette
espéce originaire d'Amérique Centrale. Gossypium hirsutum a
surtout &té développé dans le Sud des Etats-Unis. I1 sert a
la fabrication des articles textiles de qualité courante.

Gossypium arboreum et Gossypium herbaceum sont tous
deux cultivés en Inde. Ils tendent actuellement & disparaitre
4 cause de la faible longueur de 1leur fibres. Ce sont des

cotons "courte soie", qui ne sont plus guére vutilisés que
dans la cuaterie.

La fibre de coton est constituée d'une unique cellule
issue de 1'épiderme de la graine. A maturité, cette cellule
peut former un poil 2500 fols plus 1long que large. Chaque
graine porte en moyenne 10.000 fibres. La cueillette consiste

& récolter les capsules matures du cotonnier. Les capsules,
qul renferment 7 &8 © graines, sont sé&chées puis é&grénées
mécaniquement. A la suite de 1l'é&gré&nage, 1le coton brut est

comprimé pour former des balles. La balle constitue 1'unité
de production ; elle équivaut & 216,8 kg. Les graines des
quatre espéces de cotonnier portent également des poils tres
courts : les linters. Ceux-cli sont des sous-produits du coton

que 1l'on utilise en industrie chimique comme source de
cellulose (figure -11).

Les opérations fondamentales que subit 1le coton aprés
1’ égrénage sont : Le nettoyage (&€limination de 1la poussiére

terreuse, des débris végétaux ou de coques), le démélage ou
cardage qui permet 1'assemblage du coton en fibres paralldles
(passage de 1la bourre au ruban) et enfin 1’affinage

(régularisation du ruban). Le coton peut @tre utilisé pour Ila
fabrication d’articles non-tissés ou filé pour la fabrication
de tissus (tissage ou tricotage).

Le principal critére de qualité& du coton est la longueur
de la fibre. Elle se mesure & 21°C et & 65 % d'humidité
relative. Les soles dites "courtes"” font molns de 2,5 cm de
longueur, les soles "moyennes'" doivent mesurer entre 2,6 et
2,8 cm, les soles "longues" ont plus de 2,85 cm de longueur.
L'épaisseur moyenne d'une fibre est de 32 um. Le coton
constitue la source de cellulose la plus pure (95 % du poids
sec). Les autres constituants du coton sont des substances
pectiniques, des protéines, des sels minéraux et des cires.



Figure -11- : fibres
longues et courtes
(linters) de la graine
de coton
(d'aprés TURBAK 1982)
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1.2) La structure du coton

La fibre est structurée en quatre couches (figure -12-).
L'enveloppe la plus externe (cuticule) est essentiellement
conmposée de cires et de pectines. La couche sous-jacente est

une assise pectino-cellulosique dite "paroi primaire”. I1
s'agit de la premiére enveloppe synthétisée par la cellule,.
Le ruban spiralé est une couche unique plus 1interne, formée

de paquets de fibrilles non orientées dans 1l'axe de 1la
cellule. La structure la plus interne et 1la plus importante

est la "paroi secondaire'", constituée de cellulose pure. Au
cours de sa maturité, la cellule dépose une couche de
cellulose pure par jour. Au terme de cette é&volution, 1la

paroi secondaire forme un cylindre rigide de 20-50 couches de
lamelles hélicoidales. Le pas de cette structure s'inverse de
temps & autre ; cela donne a4 la fibre une forme plus ou moins
vrillée. Ce vrillement joue un grand rBle dans 1la cohésion
des fibres entre-elles pour 1les opérations de filature.
L'unité structurale de la paroi secondaire est la
microfibrille qui fait 3 4 5 nm de diamétre pour 10 & 40 nn
de long. L'unité moléculaire est un polymére non ramifi& de 8
1,4 D glucopyranoside (voir figure -13-).

2) L'ennoblissement textile

Outre 1les différentes opérations mécaniques, qui
interviennent en cours de fabrication, 1les fibres peuvent
subir un certain nombre de modifications par voie chimique.
Ces traitements permettent de conférer & un fil ou 2 un tissu
écru des qualités décoratives ou d'usage recherchés par les
utilisateurs : couleur, souplesse, résistance aux agents
d'altération (lumiére, 1lavage, microorganismes, feu). Ces

opérations sont regroupées sous le terme d’'ennoblissement
textile.

2.1) L'affinage du tissu &cru

Le débouillissage fait disparaitre 1les cires et les
graisses du coton afin de 1le rendre plus hydrophile. Le
traitement est réalisé par des lessives alcalines & 100°C ou
plus gréce & des appareils autoclaves.

Le blanchiment élimine 1les impuretés qui altérent la
blancheur des fibres. Les principaux agents de Dblanchiment
agissent par dégradation oxydative de la lignine. On utilise
le chlore sous forme d’hypochlorite <(eau de Javel)d ou
1'oxygeéne sous forme de péroxyde (eau oxygénée).



Le flambage consiste a8 détruire les duvets et fibrilles
qui dépassent de la surface du tissu de coton. Avant le
tissage, les fils de coton sont encollés avec des produits
amylacés. L'opération a pour but d'empécher 1l'éraillage des
fibres durant le tissage, afin d'éviter que les machines
s'obstruent et que les fils cassent. Aprés le tissage, 11
faut procéder au désencollage en faisant agir des diastases.

Le mercerisage est un traitement spécifique du coton
destinéd & lul donner un aspect brillant et soyeux et qui

présente 1l'avantage supplémentaire d'accrolitre sa résistance

mécanique. La fibre est traitée, sous tension constante, avec
une solution de soude & froid ou & chaud. Un traitement plus
poussé consiste & utiliser de 1'ammoniac liquide. Le

mercerisage donne une meilleure accessibilité & la cellulose,
qui devient plus réactive. On parle de cellulose I pour Ila
fibre naturelle dé&bouillie, de cellulose I1 aprés traitement
3 la soude et de cellulose IIl aprés passage dans 1'ammoniac
liquide. Lorsque le coton n'est pas mercerisé sous tension
constante, on obtient su "stretch coton” qui posséde
d' importantes propriétés é&lastiques mises & profit pour
fabriquer des pansements.

2.2) Le finissage

Lorsque la fibre est suffisamment accessible et nettoyée,

il est possible de procéder 38 de nouvelles opérations dites

de finissage, quili ont pour but de renforcer certaines

caractéristiques du textile ou de 1lul faire acquérir de

nouvelles proprié&tés. On utilise, pour ce faire, des appréts

qui sont retenus par le textile par affinité é&lectrostatique
ou fixés par interaction chimique.

Les fonctions -OH en position 2,3 et 6, des unités de
glucose de la cellulose, peuvent réagir et intervenir dans

des réactions chimiques diverses. Ainsi, des réactions
d'estérification sont possibles avec de nombreux acides
inorganiques (nitrate, sulfate ou phosphate de cellulose) ou
organiques (acétate de cellulose). Les phosphates de

cellulose sont des appréts ignifuges ou antipyrogénes qui
évitent ou freinent la propagation des flammes. L'acétylation
donne au coton une grande tolérance aux hautes températures.
Parmi les autres esters de cellulose, le sulfate de cellulose
est tréds hydrophile tandis que les esters d'acides gras
permettent d'obtenir un effet adoucissant ou hydrofuge.
Certaines teintures sont fixées & la fibre en faisant réagir
des groupements phosphoniques ou phosphoriques des colorants.
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Le groupement méthylol (~-CH20H) permet de réaliser des-
pontages entre les chaines de cellulose. Le tissu offre une
meilleure stabilité dimensionnelle (apprét irretrécissable)
et une plus grande résistance aux contraintes (té&nacité). Ces
agents de pontage ont deux ou plusieurs groupements méthylols
(diméthylolurée, diméthylol alkylcarbamate, méthylolmélamine..
.etc). Les aldéhydes (-CHO) peuvent former un réseau qui
donne plus de souplesse au tissu <(phénolformaldéhyde, amine-
aldéhydes, formaldé&hyde... etc)., Les radicaux époxydes
(-CH-CH2)>, wvinyl (-CH=CHz) méthylsulfate (~-CH=~-S0sH) ou
cyanoéthyl (-CH>=CHCN) sont é&galement trés utilisés (teinture,

pontage, appréts hydrophiles ou hydrofuges). La cyano-
éthylation et 1'aminisation du coton permettent 1'attachement
de nombreux pigments acides. Le greffage radio-chimique
utilise des radiations 8 haute é&nergie <(rayons gamma) pour
faire réagir des radicaux normalement inertes <(acrylonitrile,

styréne). Ce traitement posséde en outre 1'avantage
d’'augmenter le nombre de radicaux réactifs et d’obtenir un
coton 3 1la fois plus souple et plus hydrophile, en

dépolymérisant légérement la cellulose. Un effet similaire
moins important est obtenu par les ultra-violets (325-400 nm).

Une autre catégorie (élipprétage, consiste & impré&gner

les cotonnades avec des produli¥s qul poss@dent wune affinite
naturelle pour 1la cellulose. Nous trouverons dans cette
catégorie 1la plupart des ammoniums quaternaires et des
détergents non-ioniques utilisés dans le textile. Les
principaux effets recherchés sont 1les effets adoucissants,
assouplissants, antiseptiques, 1insecticides et colorants.
Certalins appréts saont hydrofuges comme 1le stéarochlorure de
chrome ou les sels pyridinium de composés stéariques.

Lorsque le produit, que 1'on veut appliquer, n'a pas de
fonctions réactives, ni d'affinité pour la cellulose, il est
nécessaire de faire appel 3 des liants ou des résines pour
les fixer mécaniquement. Les résines thermosensibles sont
polymérisées dans le coton et peuvent piéger des composés
trés divers. Certaines résines forment un réseau en
réagissant également avec les fonctions -OH de 1la cellulose.
Les résines fluorées sont des appréts antitaches et oléfuges
qui emp@chent les salissures de toute nature d’'&tre absorbées
et retenues par les fibres. De nombreuses résines aminées et
siliconées sont également utilisées (appréts indéfroissables).



L' industrie cotonniére a <cé&dé& beaucoup de place aux
fibres synthétiques. La part du march& de ces derniéres est
passé de 1 % en 1952 & 33 % en 1980, essentiellement au
détriment du coton. L’ennoblissement textile des fibres
naturelles offre de grandes possibilités d’avenir. Il permet
une diversification plus grande de produits Jusqu'd présent
traditionnels. Les fibres sont plus faciles & wusiner. L'un
des effets de cette technologie, est le retour d'articles
100 % coton dans la mode et sur le marché.

3) Les textiles antimicrobiens

3.1) Textiles et microorganismes

Les matériaux textiles sont en contact permanent avec
les microorganismes présents dans leur environnement.
Bactéries et champignons se développent ou se maintiennent a
la surface des textiles. La présence de cette flore devient
indésirable quand elle altére et détruit les fibres textiles
ou menace la santé& de 1'Homme. Des textiles & propriétés
antiseptiques sont, depuis ces derniéres décennies,
activement recherchés et développés dans le but d'éviter les
inconvénients qui viennent d'&tre &voqués.

Le pouvoir antimicrobien d'un textile est recherché 3
différents degrés qui correspondent & 1’effet soubaité par
l'utilisateur.

Le premier effet, qui a &té recherché, est la protection
des fibres naturelles. Certains agents biologiques dégradent
la fibre ou le tissu, qui constituent leur source
d'alimentation principale. Les deux principaux fléaux sont
les champignons cellulolytiques et certains 1insectes (Mc
LAREN 1984). La laine est attaquée par certaines bactéries du
genre Pseudomonas <(LONDON 1983). Les appréts antifongiques
et antimites, appliqués & des tissus, form@rent 1les preniers
biotextiles., Parmi les utilisateurs, on trouve 1'industriel
soucieux de la préservation de ses stocks de fibres. Des
appréts antifongiques & base de sels de zinc furent employés
dés 1le XIXe siacle. A 1'usage, certains matériaux sont
fortement &prouvés comme les tentes ou les moquettes. DAVID
(1972) rapporte que l'armée U.S. perdait vingt millions de
dollars par mois en matériel moisi (tentes, uniformes),
pendant la guerre du Viet-Nam.
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Une seconde é&tape fut franchie lorsque les &tudes
épidémiologiques ont mis en évidence 1le rdle important des
vétements dans les transmissions de maladie. Les tissus
souillés peuvent servir de vecteurs directs de la maladie ou
émettre dans l'air des particules contaminées (DANNA 1978,
ISOARD 1983). L'effet recherché& a donc &té 1la diminution du
risque épidémiologique, en réduisant 1le nombre de germes
vivant & 1la -surface des tissus. L'activité antiseptique
minimale doit étre bactériostatique pour éviter la
prolifération des agents de contamination et, si possible,

réduire la population microbienne présente au niveau des
fibres.

Certains domaines d'application (chirurgie, désinfection)
exigent une activité antiseptique intense. (Le tissu doit
pouvoir réagir rapidement et de manidre efficace & toute

contamination externe pour emp&cher 1'installation d’' une
flore pathogéne. Le principe est celui d’'une fibre dite
'autostérile’, qul ne pourra pas @&tre une source de

contamination. Les matériaux utilisés sont trés variés et
s'é&tendent aux articles non—-tissés. Certains traitements
antiseptiques sont applicables 3 des matiéres plastiques.

Un dernier degré est franchi par 1'utilisation de fibres
qul vont agir sur 1la surface avec 1laquelle 1ils sont en
contact. L'effet recherch® n’'est plus préventif mais curatif
(désinfection de la peau, cicatrisation).

Outre leurs propriétés désinfectantes, 1les biotextiles
doivent posséder d'autres qualités. L’'apprét antimicrobien ne
doit pas altérer 1les propriétés intrinseéques de 1la fibre
(souplesse, &lasticité, ténacité&, hydrophilicité...etc). I1
faut rechercher la stabilité dans le temps et surtout que le
tissu garde son pouvoir désinfectant aprés lavage.

Enfin pour qu'un tissu antiseptique soit développé, 11
faut souscrire A& une série de contrSles inhabituels en
industrie textile. On touche, en effet, au secteur médical o1
la 1législation impose des normes 'sévéres en matiére de
toxicologie et d'allergologie. La composition exacte des
produits, que 1'on veut homologuer, est également exigee.
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3.2) Principes généraux sur les biotextiles

Le textile antimicrobien posséde, selon GAGLIARDI (1962),
une fibre (F) associée 8 un antiseptique (A), qui réagit

avec avec les bactéries (B). Trois types de comportement sont
discernables :

- FB + A ————— > F + BA { Stérilisation (L

- FA+B ———- > F+ BA } Bactéricide (929

- FA + B <———> FA.B ¢ Bactériostatique 3

Le modéle (1) est celuil d'un tissu contaminég, gqui est
désinfecté (détergent, javel...etc). Il ne correspond pas a
la notion de "fibre autostérile’”, au contraire des deux

autres modéles. Toujours selon GAGLIARDI (1962), le modéle (20
correspond & une action bactéricide rapide o2 1l'antiseptique
se détache facilement de la fibre pour agir. Dans 1le modéle

(3), les Dbactéries meurent au contact de 1la fibre, qui
retient fortement le produit actif. Les cellules bactériennes
doivent aller au contact de 1'antiseptique. L'action

antimicrobienne est donc plus lente (faible mobilité& du
désinfectant) et se rapproche d’'un effet Dbactériostatique.
Les modeles (2) ou (3) se définissent en fonction de la force

des liaisons qui relient fibre et antiseptique

F.A (-~ > F + A 4

(4) permet de définir une constante de dissociation K,

qui définit les concentrations & 1’'équilibre les formes FA, A
et F

[Fl. [A]

Dans le modéle (2), A est 1la forme active. Si1 K est
grand, nous obtenons un effet antibactérien marqué mais peu
durable. Une faible résistance au lavage de tissus de ce type
est prévisible car A est faiblement retenu. Cet inconvénient
peut @&tre en partie &vité en wutilisant wun antiseptique
efficace & de faibles concentrations. Une constante K petite
est ainsi envisageable. Dans ce type de biotextile, le
principe actif est dit & "labilité controlée” (CHATELIN 1983).



La force croissante de 1'association fibre—-antiseptique sera
dans 1'ordre : 1l'association par effet polaire (affinité),
par échange d'ions, par complexation. Le modéle (3) suppose
que A est encore actif aprés fixation ou que K est trés petit.
Ces tissus résisteront mieux au 1lavage ; 1ils sont dits a
"bioactivité fixe”.

Les qualités du biotextile (activité antimicrobienne et
rémanence de cette activité) sont donc définies par 1le mode

d'attachement de 1l’'antiseptique a 1la fibre, le niveau
d'activité de 1l’'antiseptique et 1a forme sous laquelle ce
dernier est actif (A ou FA). La résistance au lavage doit

€tre définie rigoureusement. Certains détergents inactivent
les antiseptiques associés & la fibre. Un textile peut subir
des conditions de lavages é&prouvantes en milieu alcalin A&
100=C, sulvi d'une opération de blanchiment par oxydation
(eau de Javel). La résistance au lavage déterminera les
conditions d’utilisation du biotextile <(usage unique ou
répété, nécessité de recharger 1le tissu en antiseptique).
Certains bilotextiles exigent des conditions de lavage
particuliéres.

3.3) Les principaux types de biotextiles

Les biotextiles sont classés selon 1la nature de la
liaison F-A. Quand K est grand (forme dissociée majoritaire),
1'antiseptique est retenu par simple affinité ou 1liaison
électrostatique faible. Quand K est petit (forme dissociée

minoritaire), 1la liaison est électrostatique forte ou
covalente faible (liaison facilement hydrolysable). Avec les
liaisons de covalence fortes, il n'y a plus de constante de
dissociation. Nous décrirons les différents ~types de

biotextiles en fonction de la nature de 1l’interaction qui
associe fibre et antiseptique.

3.3.1) Association par interactions polaires

Nombre des appréts antimicrobiens de ce type, sont
utilisés dans des opérations de finissage pour rendre les
fibres textiles inattaquables par les agents biologiques. Le
principe simple consiste & tremper les tissus dans une
solution d’'antiseptiques. L'antiseptique s'adsorbe plus ou
moins bien sur les fibres. Longtemps limité aux seuls appréts
antifongiques, ce systéme s'est développé avec la découverte
du pouvoir antimicrobien des ammoniums quaternaires par
DOMAGK (193%).



-68—

Mc ©NEIL (1961) rapporte 1l'utilisation de treilllis

imprégnés de chlorure de Dbenzalkonium par les troupes
allemandes pendant la seconde Guerre Mondiale. Les soldats
ailnsi é&quipés, ont été moins sujets aux infections
secondaires & 1la suite de Dblessures. Dés 1955, BLOWERS
recommande l'usage de draps 1imprégnés de cé&trimide, & des
fins prophylactiques. De nombreuses préparations sont

apparues depuis & base de sels de salycilanilides, sulfate de
néomycine, acétate de phé&nyl mercurique, hexachlorophéne et
autres composés ph&nolés (GAGLIARDI 1962).

Les ammoniums quaternaires gardent cependant une place
importante dans ce domaine. Ils possédent en effet wune
affinité importante avec de nombreuses fibres naturelles
telles la laine (LEAL 1983, Mc LAREN 1984) ou les matériaux
cellulosiques <(WHITE 1970, UETA 1984), ainsi que pour
certaines fibres synthétiques comme les polypropylénes,
polyesters et polyamides (GINN 1970). Le traitement de tissus
de coton par le chlorure de benzalkonium est souvent appliqué
(Mc NEIL 1963). De nombreuses préparations 3 base d'ammoniums
quaternaires sont commercialisées pour la protection du coton
(RIEDMANN 1984). Nous signalerons, par ailleurs, 1’apparition
récente des ammoniums quaternaires organosiliconés, qui
possédent une affinité remarquable pour 1la cellulose (EUDY
19081, SANYO 1985). Dans certains appréts, on conjugue & la
fols les pouvoirs adoucissants, antistatiques et
antimicrobiens des ammoniums quaternaires (LION 1985). . Pour
les h8pitaux, des solutions désinfectantes et parfumantes
sont proposées pour traiter les aldses aprés chaque lavage
(BLUM 1985).

Le systéme de 1' appret antimicrobien présente
1'inconvénient d’'&tre peu rémanent et 1l'avantage d'agir trés
rapidement. De plus, surtout en ce quil concerne les ammoniuns
quaternaires, les lessives comportent des substances
inactivatrices comme les savons ou les polyphosphates
(GAGLIARDI 1962). Les tissus doivent &tre rechargés
réguliérement en antiseptique. La rémanence des appréts
antimicrobiens dépend de leur affinité avec le tissu.
L'activité subsiste cependant rarement aprés 4-5 lavages par
des lessives classiques. Des développements importants
subsistent en usage wunique (sans lavage). Le chlorure de
benzalkonium sert ainsi & traiter certains pansenents de
stretch coton (OITA 1980) ou des filets de polyamide & |wusage
chirurgical (PHARMACHIM 1979),.
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Il vy a aussi des applications dans 1la confection de champs
opératoires "autostériles” en non-tissé&. Des sels d4d’'ammoniuns
quaternaires sont parfois inclus dans certaines é&mulsions

pour obtenir des peintures antifongiques, voire bactéricides
(HOFFMAN 1955, BARRY 1978>.

3.3.2) Agssociation par interactions ionigues

Afin d’'obtenir un podvoir antiseptique qui résiste mieux
aux lavages, 11 convient de retenir plus fortement les
produits désinfectants. A ce niveau, interviennent toutes les
opérations d4d'ennoblissement textile permettant le greffage de

radicaux intéressants & 1la fibre. on obtient le systéme
suivant

R est une molé&cule qui poss@de un groupement capable de
réagir avec la fibre F pour former wune liaison stable. R
posséde en outre un radical ionisable qui retient
1'antiseptique A de charge opposée.

Grace aux interactions 1ioniques, on peut retenir des
antiseptiques anioniques (hexachlorophéne, bisthionol, acide
carbamique) par des fibres cationiques. Les fibres anionisées
retiennent des antiseptiques cationiques (Métaux lourds,
organcmé&talliques, ammoniums quaternaires). Dans ce dernier
groupe, on compte les biotextiles 1les plus efficaces comme
les cotons anionisés et traités avec des sels de mercure,

zinc ou argent. Leur action antifongique (Zn, Hg) ou
bactériostatique (Ag, Hg) résiste a 10-15 lavages par un
détergent anionique. Les ammoniums quaternaires sont

évidemment tré&s fortement retenus par les fibres anioniques.
Par vinylation du coton, MUNE (1679) a obtenu des tissus
capables de retenir assez d'ammoniums quaternaires pour
inhiber des suspensions de 102-10% cellules bactériennes ou
spores de champignons par cm® en 18 heures d'incubation. Ce
tissu conserve son pouvoir aprés 720 lavages & 1'eau clailre
avec un rapport de bain important (25 cm? de tissu pour 5

litres d’eau). Le brevet fait silence sur la durée du
traitement aprés lavage avec des savons. En effet, malgré les
interactions é&lectrostatiques, les ammoniums quaternaires

sont rapidement &€liminés en présence de savon.



PAULUS (1971) 1'a constaté avec des cotons anionis&s par des
dérivés acides de 1la triazine et traités au chlorure de
benzalkonium. Aprés 5 lavages, 11 n'y a plus aucune activité.
Dans les brevets récents, les iodures d'ammoniums
quaternaires organosiliconés sont utilisés trés souvent. Les
tissus obtenus semblent moins neutralisables par 1les savons.
On trouve ainsi des fibres de polyester carboxylées (TOYOBO
1984b) ou des acryliques (SHIGITA 1585b) qui ne perdent que
30 % de leur activit& bactéricide aprés 20 lavages.

Les ammoniums quaternaires peuvent eux-mémes servir
d’ancrage & d'autres composés antimicrobiens. Le polytétra-
fluoroéthyléne (PTFE) est par exemple trés affine pour les
détergents cationiques. HARVEY (1981) a pu fixer des
antiblotiques (f-lactamines) & la surface d'objets en PTFE
traités au chlorure de benzalkonium. Ce procédé est utilisé
pour la fabrication de prothéses vasculaires capables de
relarguer progressivement de la pénicilline G (GRECO 1985).

le patient est ainsi protégé des risques d'infections
secondaires post-opératoires

3.83.3) Association par complexation

Parmi les biotextiles & 1labilité controlée, ceux qui
poss@dent des propriétés séquestrantes, résistent le mieux au
lavage. L’association par complexation est trés spécifique
pour un é&él&ment donné <(ex : le mercure avec 1’ urée-
formaldéhyde, le cuivre avec le motif 8-hydroxy quinoleine).
La complexation permet d°'cobtenir des textiles qui conservent
leurs propriétés antimicrobiennes plus longtemps. I1 existe
deux fagons de procéder.

La premiére méthode consiste a greffer, par
estérification ocu autre, des radicaux complexants sur la
fibre (CHATELIN 1983). Le traitement du coton par un complexe
de péroxyde de zinc diacétate, permet d4'obtenir wune activite
antifongique aprés 50 lavages (DANNA 1978).

Le second moyen consiste & polymériser une résine autour
de la fibre textile. Le réseau polymére est formé par des
résines thermosensibles, en présence d’antiseptiques. Ceux-ci
sont & la fois piégés et complexés par la résine. C'est le
cas, par exemple, des gammes de textiles développées par
Steri-septic (RADFORD 1973) ou Burlington (BALDVWIN 1984a et
19840b).
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Ces biotextiles, qui utilisent des ammoniums quaternaires,
résistent a 50 lavages. Ils ont 1'inconvénient d'atre
relativement couteux et peu résistants aux hautes
températures. Dans ces techniques, on retrouve les conposés
organosiliconés comme pour 1le procédé .Burlington <(BALDWVIN
1984a) ol une résine &poxypolyalkyléne-organosilicone sert &
piéger des ammoniums quaternaires organosiliconés. Les
résines thermosensibles complexantes peuvent, en outre,
s’ intégrer 38 des plastiques (SANYO 1983) ou & des membranes
d’'acétate de cellulose (MURATA 1985).

3.3.4) Les textiles & biocactivité fixe

Dans cette catégorie, on connait peu d'exemples. Les
seuls tissus connus sont ceux qui ont subi un traitement
rendant les fibres inattaquables par les agents de

dégradation biologique. L'estérification du coton par des
diacétates diphényl, rend la cellulose inattaquable par les
cellulases fongiques ou bactériennes (PECHMEZE 1972).

Certains textiles agissent indirectement. L’'une des
causes importantes de contamination atmosphérique, est la
dissémination de particules chargées de bactéries dans 1'air.
Les tissus peuvent é&mettre des "fibres nuclei”, particules
formées de débris textiles, dues & 1'abrasion. Il existe
ainsi tout un domaine de recherches visant & créer des fibres
dites '"non é&missives”, pour la confection de blouses
utilisées dans les blocs opératoires ou les salles blanches.
Le coton &met, par exemple, de nombreuses particules, tandis
que les polyesters et acryliques ont une meilleure rétention
(ISOARD 19083). Dans un domaine paralléle, on recherche
également des tissus qui ne peuvent pas €tre traversés par un
aérosol chargé de bactéries (HURREN 1083).

On ne connait pas, & 1l'heure actuelle, de textiles &
labilité fixe ayant des pouvoirs bactériostatiques ou
bactéricides. Toutefois, 11 existe des antiseptiques peu ou
pas solubles comme certains dérivés de 1l'acide hydroxy-
benzoique : sels de salycilanilide ou paraben (GUMP 1982). Il
existe, enfin, quelques références & 1l'activité antiseptique
de polyméres insolubles d’'ammoniums quaternaires (ISQUITH
1983, IKEDA 1985, NAKAGAVA 1984a>. Ces articles seront
commentés dans la partie '"discussion”, en comparaison avec
nos propres résultats. Nos travaux sont précisément basés sur
1'&tude du pouvoir antiseptique d'ammoniums quaternaires
insolubilisés.
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En effet, nous avons voulu créer un textile A& Dbicactivité
fixe grace & un procédé qui permet de fixer, par 1liaisons de
covalence, des ammoniums quaternaires & 1la cellulose de
fibres de coton.. Si 1l'on se référe de nouveau aux madeles de
GAGLIARDI (1962), l’action de ce textile devrait étre
semblable au type (3). Le procédé de fabrication et les

spécifications du textile sont données dans la partie
confidentielle.

3.3.95) Conclusions

A notre connaissance, 11 n’'existe pas de biotextiles
antimicrobiens satisfaisants., Souvent ils coltent trop cher
ou sont trop peu résistants aux lavages (VAIL 1982). Parfois,
leur spectre d'activité antiseptique est trop étroit
(uniquement antifongique ou wuniquement bactéricide). Les
textiles les plus intéressants, sont ceux qul possédent la
rémanence la plus importante et donc un pouvoir antimicrobien
durable. La résistance au lavage n’'est pcssible qu’'avec des

associations fibre-antiseptique fortes. Deux solutions sont
possibles : celle d'un produit faiblement relargué par la
fibre mais actif & de trés faibles concentrations ; celle de

produits capables d’'agir en &tant insolubles.
4) M&thodes 4’'é&tude du pouvoir antiseptique des biotextiles

Le principal problédme rencontré&, dans 1'étude du pouvolir
antiseptique de prodults 1insolubles ou de surfaces "auto-
stériles”, est un probléme de méthodologie. Le tableau -IX-
illustre 1les deux principales facettes de 1'évaluation
quantitative du pouvoir antimicrobien de surfaces "auto-
stériles”.

Les bactéries doivent &tre mises en contact avec la
surface & tester. Il convient donc de dé&terminer la méthode
d'inoculation, en tenant compte de paramétres inhabituels
comme le taux d'humidité relative de 1l'air. L’application des
cellules bactériennes se fait par imprégnation de
1'échantillon a tester (LASHEN 1971) ou en pulvérisant Ila
suspension bactérienne (HURREN 1983). Parfolis, les micro-
organismes sont appliqués sous forme d'un aérosol (HOFFMAN
1955>. La quantité de bactéries 1inoculées est variable.
Cependant, dans la plupart des méthodes, on applique environ
10= & 104 germes par cm=,
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Testing Sell-Disinfecting Surfaces
Application Removal
1. Test organism S. Nature of surface
a. Nature a. Material
b. Conditiens of growth b. Cleanliness
‘c. Size of inoculum 6. Conditions of storage
2. Suspending medium a. Time
3. Manner of application b. Relative humidity
a. Gross c. Temperature
b. Film 7. Method of removal
c. Spray Suriace a. Swab
4. Conditions of application A. Untreated b. Shatking in diluent
a. Time 8. Diluent
b. Relative humidity B. Treated a. Nature
¢. Temperature b. Temperature
c. Neutralizer
9. Method of determining
viability of recovered
organisms
a. Broth tubes
b. Solid media

Tableau —~IX- : Les principaux paramétres 3 considérer lors
de 1'é&valuation du pouvoir antiseptique de surfaces dites
"auto—-stériles"” (d’'aprés HOFFMAN 1955).

Le second probléme consiste 3 obtenir une estimation
quantitative de la population microbienne. Cette é&valuation
est, jusqu’'d présent, impossible A& réaliser sans 1interrompre
le test. Il faut donc prévoir deux é&chantillons <(essail et
témoin) pour chaque mesure intermédiaire. Pour effectuer, par
exemple, vune c¢inétique & 5 points (5 temps de contact
différents), 10 &&chantillons et 10 mesures sont nécessaires.

En ce qul concerne 1'évaluation du nombre de germes
survivants, 11 est deux mani2res de procéder. On peut soit
récupérer les cellules pour effectuer wune numération, soit
‘compter les bactéries directement sur le tissu. Dans le
premier cas, il faut @tre sir de dé&tacher toutes les cellules
de leur support solide, sans affecter 1leur viabilité. Cela
s'effectue avec des milieux et des conditions particuliéres
(WILLIAMSON 1965). A partir des travaux de Mc NEIL (1962),
1’ American Association of Textile Chemists and Colorists a
adopté cette technique pour tester les textiles
antimicrobiens (AATCC 1975).



L'autre méthode est basée sur 1l'utilisation de chlorure de
triphényl tétrazolium (CTT). Au terme de 1l'expérimentation,
1’ échantillon est recouvert d’un milieu gé&losé nutritif
contenant ce produit. Chaque cellule se développe en formant
un clone. Les deshydrogénases bactériennes réduisent 1le CTT,
qui se transforme alors emn un colorant rouge insoluble. Les
microcolonies formées par les bactéries deviennent rapidement
visibles et comptables au microscope optique, par leur
coloration rouge. On considé@re alors que chaque colonie est
issue d'une unique cellule, pour dé&terminer 1le nombre de
bactéries survivantes. Ce systéme a &té& utilisé par BELLINGER

(1867) et LASHEN (1971 dans 1'&tude de textiles
antimicrobiens.

Enfin, dans le cas particulier des textiles, 1'é&tude
doit &tre complétée en déterminant la susceptibilité du
traitement au 1lavage. 11 faut notamment savoilr si le

traitement est inactivé, détruit ou emporté par 1les produits
lessiviels.



MATERIEI., ET METHODES




I. MATERIEL

1) Les souches microbiennes

1.1) Les souches des tests d’activité antiseptigue

Une trentaine de souches ont &té employées. Elles ont
&té obtenues auprés du Centre National de Collection
Microbienne de 1'Institut Pasteur de Paris (CNCM ou CIP) et
du Centre Hospitalier R&gional de Lille (CHR). Nous les avons
référencées dans le tableau -X-. La totalité des souches a
servi 3 effectuer un spectre d'activité antimicrobiennne sur
certains biotextiles. Pour les tests de routine, 1lors de la
sélection des sels d’'ammonium quaternaire ou ,de 1la mise au
point des tissus, cing souches ont été utilisées
systématiquement. Ces souches servent couramment pour le
contrdle de 1la sensibilité des germes infectieux aux
antibiotiques et sulfamides selon les recommandations de
1’'Organisation Mondiale de la Santé (O.M.S. 1977) ou pour la
recherche de l'activité des antiseptiques selon les normes de
1’ Association Francaise de Normalisation <(AFNOR 1981). Les

souches utilisées en routine sont marquées d'une astérisque
dans le tableau -X-.

L'entretien des souches se fait sur bouillon nutritif de
composition suivante (Institut Pasteur Production 1978)

- Peptone ..... e e e e 5 g

- Extraits de viande ...... ... 0. lg

- Extraits de levure .......cc0 00 2 g

— Chlorure de sodium ...... o0 5 g

- Eau distillée, gsp 1.000 ml pH 7,4
Pour les cultures sur milieu solide, Le mnéme milieu
additionné d'agar-agar & raison de 15 g par litre est utilise.
Les souches peuvent etre conservées 6 mois a -20=C dans le

bouillon nutritif additionné de 20 % (V/V) de glycérol
bidistilleé.



BACTERIES A GRAM POSITIF :

StaphvylOocCoOCCUS AUTreUS .+t vt v v o v v CIP
Streptococcus faecalis ........ CIP
Listeria monocytogenes ......... CHR
Bacillus poOlymyXa v v v e onens CHR
Bacillus subtilis .............. CHR

Corynebacterium pseudodiphteriae CHR

BACTERIES A GRAM NEGATIF :

Enterobacteriaceae

7625*
5855*

Escherichia coll ...... e CIP 7624%*
Shigella sonnei ...... v v v CHR
Salmonella paratyphi A ......... CHR
Salmonella paratyphi B ......... CHR
Salmonella typhimurium ......... CHR
Salmonella arizonae ...« vovvvu CHR
Citrobacter freundii ........... CHR
Levinea malonatica .......v 0o CHR
Klebsiella pneumoniae .......... CHR
Proteus wvulgaris .......ccc00e CHR
Proteus mirabilis ......¢v...... CHR
Providencia stuartii ........... CHR
Serratia marcescens ........s... CHR
Pseudomonadaceae
Pseudomonas aeruginosa ......... CIlP 73344
Pseudomonas aeruginosa ......... CIP 73351
Pseudomonas aeruginosa ......... CIP 73388
Pseudomonas aeruginosa ........ . CIP 73426
Pseudomonas aeruginosa ......... CIP 73433
Pseudomonas aeruginosa ......... CIP 76110%*
Pseudomonas aeruginosa ......... CHR 461M
Pseudomonas aeruginosa ......... CHR 583M
Pseudomonas aeruginosa ......... CHR 693M
Pseudomonas aeruginosa ......... CHR 792
Pseudomonas alcaligenes ........ CHR
Pseudomonas maltophilia ........ CHR
Alcaligenes liguefaciens ....... CHR
LEVURE :
Candida albicans .. v v v vne CHR*

Tableau —X-

.
.

Souches microbiennes utilis&es pour

1'évaluation du pouvoir antiseptique

* Souches utilisées en routine
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1.2) Les champignons cellulolytigues

Les souches, choisies pour les tests de résistance aux
agents cellulolytiques, sont celles recommandées par 1'AFNOR
dans la norme NF X 41-600 (1971a). La 1liste <(tableau -XI-)>
est complétée par des espéces fongiques connues pour leur
activité cellulolytique ou isolées au 1laboratoire & partir
d’'éponges cellulosiques ou de . tissus moisis. Les souches
officlelles proviennent de la Mycothéque du Museum d'Histoire
Naturelle (MMHN) de Paris.

SOUCHES RECOMMARDEES PAR L®AFNOR (1971a):

Aspergillus amstelodami MMHN 142
Aspergillus favus MMHN 1990
Aspergillus niger MMHN 521
Chaetonium globosum MMHN 419
Memnoniella echinata MMHN 2060
Myrothecium verrucaria MMHN 811 bis
Paecilomyces varioti MMHN 3210
Penicillium funiculosun MMHN 3383
Stachybotrys atra MMHN 3227
Trichoderma viride MMHN 32090

AUTRES CHAMPIGNORS CELLULOLYTIQUES :

Aspergillus versicolor MMHN 3140
Cladosporium herbarum isol& sur éponges cellulosiques
Penicillium species isolé sur tissu de coton
Scopulariopsis brevicaulis isolé sur éponges cellulosiques
Irichoderma harzianum MMHN non référencé

Tableau —-XI- : Souches fongiques utilisées pour

1’évaluation de la résistance aux agents cellulolytiques

Les champignons sont cultivés sur gélose de Sabouraud
pour conservation (peptone Chapoteaut 30 g.17*, gélose 20
g.1"*, pH 6,5-6,7) ou sur milieu gélosé & 1l'extrait de malt
(Extrait de malt 20 g.1"*, gélose 20 g.1-*, pH 5,5, de

1' Institut Pasteur Production (1678). L' AFNOR (1971ad
recommande 1l'utilisation de milieux non sucrés pour
1’ obtention des inoculats qui servent a éprouver la

résistance des matériaux a la biodégradabilité.
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2) Les sels d'ammoniums quaternaires

Les sels 4d'ammonium quaternaire qui ont été retenus pour
les tests d’'activité antiseptique et la foncticnnalisation de
tissus de coton, sont au nombre de 19. Les formules chimiques
et les voies de synthése de ces sels sont indiquées dans 1la

partie confidentielle. Certains font 1'objet d'un dépdt de
brevet (JOLY 1981).

Ils sont répartis en quatre groupes selon 1la nature de
1'amine tertiaire d’'origine. tous les sels sont des bromures.

~ Groupe I : sels no 2, 29, 30, 32, 33 et 35
= Groupe 1II : sels no 26 et 28

-~ Groupe III : sels no 20, 21, 22, 23, 24 et 25
- Groupe IV : sels no 6, 8, 10, 36 et 37

Les préparations sont des poudres ou des gommes treés

hygroscopiques. Les sels sont conserveés a 1'abri de
1'humidité de 1l'air dans une enceinte contenant de
1' hydroxyde de potassiun. Pour les tests d’activité

antiseptique, ils sont dissous dans de 1l'eau physiologique &
9 g.17* de chlorure de scdium par litre d'eau distillée. Ils
peuvent &tre conservés ainsi pendant plusieurs mois a
température ambiante et & 1'abri de la lumiére.

3) Les &chantillons de textiles

Plusieurs types de supports textiles 100 % coton ont é&teé
utilisés

- Les +tricots Jersey, qui ont servi dans la phase
préliminaire de sélection des sels d'ammoniums quaternaires.
Ils sont confectionnés par un petit métier & tisser de
laboratoire. Les fils utilisés proviennent de la filature de
la Gosse. Chaque &chantillon pése environ 13 mg/cm=.

- Les tissus, qui ont servi au stade pllote de
production, sont de qualité courante. Ils proviennent de
1'usine DESCAMPS d'Erquinghem et ont suivis les processus
habituels de débouillissage, flambage, désencollage at

blanchiment. Une partie de ces tissus ont subi une opération
supplémentaire de blanchiment au Centre de Recherche Textile
de Mulhouse (CRTM). Le poids moyen des tissus est de 13,5
mg/cm=,



- Les bourres de coton sont de trois +types. Le coton
brut (utilisé en microbiologie pour obturer 1les tubes), est
le procduit obtenu aprés égrenage et nettoyage. La bluth est
un coton cardé écru. Le coton de Californie est une bourre de
coton brut qul a &té& débouillie et blanchie (opération dite

de "décreusage"). Ce coton est beaucoup plus hydrophile que
le pré&cédent.

-~ Des membranes de cellulose pure de la marque Sartorius
ont &t& traitées &galement. Ces filtres ont une ©porosité de

0,45 ym de diamé@tre. Les cellules bactériennes ne peuvent pas
traverser cette membrane.

On appelle ‘'charge”, la quantité d4'ammoniums quater-
naires fixés sur le coton. Cette charge est exprimée en g de
produit fixé par kg de coton.
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II. LES NETHODES DE DETERMINATIOR DES ACTIVITES ANTISEPTIQUES

1) Détermination des Concentrations Ninimales Inbhibitrices
des sels libres

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) est 1la plus
faible concentration en antiseptique capable d'inhiber 1la
multiplication 4'une suspension d'environ 10® btactéries par
millilitre dans des conditions optimales de croissance.
Pratiquement, i1l faut réaliser wune série de dilutions
successives du produit & tester, 3 partir d4’'une solution mére
i la plus forte dilution n'ayant pas permis 1le développement
des germes donnera la CMI. Cette technique présente
1'avantage d'é€tre miniaturisable et permet 1l'emploi, dans Ile
milieu de culture, d’un 1indicateur coloré grace auquel la
lecture est facilitée.

1.1) Les milieux de culture

1.1.1) Le milieu au rouge de phénol

Composition :
- Peptone trypsique de caséine 10 g
- Extrait de viande de boeuf .. 1 g
- Chlorure de sodium .......... 5 g
- Glucose ..... S .. 5 g

- Solution de rouge de phénol . 10 ml
- Eau distillée, gqsp 1.000 ml

Solution de rouge de phénol :

- Rouge de phénol ........... «. 0,18 g
- NaOH (0,1 N> ..... .o 5 ml
- Eau distillée, qsp 100 ml

Le pH du milieu est ajusté & 7,2, sa couleur est alors
rouge orangée. La stérilisation s'effectue & 121<C pendant 20
minutes. Les CMI sont recherchées avec ce milieu. La plupart
des germes utilisent le glucose en acidifiant le milieu ; ils
provoquent ainsi le virage au jaune de 1'indicateur coloré ;
c'est le cas d' Escherichia coli . Si 1le microorganisme
n'acidifie pas ( Candida albicans >, 11 faut é&valuer Ila
croissance par le trouble du milieu de culture.




Si, enfin, la bactérie alcalinise 1le milieu de culture
( Pseudomonas aeruginosa ), celui-ci prend une teinte rouge
violacée. Ce milieu est é&galement wutilisé& pour é&tudier la
fermentation des hydrates de carbane (Difco manual 1984).

1.1.2) Le milieu Tryptone Glucose Extract Agar

Composition :

- Peptone trypsique de cas&ine .... 5 g
- Extrait de viande de boeuf ...... 3 g
- Chlorure de sodium .............. S g
~ Glucose ... i i i i is s 1o g
- Agar—agar ..... e e cereesaees 15 g

- Eau distillée, gsp 1.000 ml

Le pH final est de 7,0. La stérilisation se fait a 121<C
pendant 20 minutes. Le milieu Tryptone Glucose Extract Agar
(TGEA) sert a l'entretien des souches et au dénombrement des
bactéries par numération (A.P.H.A. 1980>.

1.2 Le protocole expérimental

Les solutions méres (SM) des sels d'ammonium quaternaire
sont pré&parées dans de 1l'eau physiologique & 9 g.l-* de
chlorure de sodium et stérilisées par filtration sur une
nenbrane de 0,45 um de porosité. Pour chagque sel, sont
réalisées trois SM de valeurs différentes, de sorte que les
concentrations finales, obtenues aprés dilution par moitis,

soient complémentaires. Pour ce faire, nous utilisons des
plaques de microtitration de dimension standard & ©6 cupules
d'une contenance de 300 nl chacunes. La figure -14- montre

comment sont réparties ces diffé&rentes SM.
La mise en ceuvre du test se fait en trois étapes :

1. Répartition de 100 ul de milieu au rouge de phénol par
cupule.

2. Réalisation simultanée des dilutions & 1'aide d'une
pipette automatique & 8 canaux réglée a 100 ul. Les dilutions
se font par moiti&, selon une progression géométrique de
raison 1/2, de la cupule no 1 vers 1la cupule no 12. La
concentration la plus é&levée correspond au 1/4 de la SM
considérée (cupule no 1) et 1la plus faible au 1/8.192 de
celle-ci (cupule no 12). Pour les lignes G et H, les SM sont
remplacées par de 1l'eau physiologique.



SM 1]
SM2 p Sel X
) M 3_]
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. C%Q‘Q U Témoin croissance -
Q @Q Témoin stérilité

Figure -14— : Répartition des différentes solutions méres (SH)
dans les plaques de microtitration

3. Répartition de 100 pl d’'inoculum par cupule sauf pour
la ligne H qui regoit du milieu au rouge de phénol stérile.

Deux sels sont testés par plagque (lignes A, B et C pour
le premier ; lignes D, E, et F pour le second). La 1ligne G
est le témoin de croissance (milieu sans antiseptique) ol
1'on vérifie que 1les bactéries se sont bien développées
(toutes les cupules positives). La ligne H est 1le +témoin de
stérilité ol 1l'on vérifie que les différentes opérations se
sont dé&roulées stérilement (toutes les cupules négatives).

L'inoculum est préparé & partir d'une culture pure de 18
heures dans le milieu au rouge de phénol. Une suspension
d'environ 10® bactéries par millilitre est constituée dans du
milieu neuf. L'inoculum est contrdlé par dénombrement sur
TGEA. S'1il est trop faible, l'essai n'est pas retenu.

2) L'étude de la stabilité chimique des sels libres

Cette &tude a &té réalisée en adaptant la méthode que
nous venons de décrire a8 chaque cas de figure.

’
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2.1) Influence du traitement thermigue

Les SM subissent 1'un des trois traitements suivants

- 30 minutes au bain-marie a 75<C
- 30 minutes au bain-marie & 100<C
- 20 minutes & l'autoclave a 121<C

L'activité antiseptique de chacune des SM ainsi traitées
est &valuée et comparée avec une SM filtrée sur membrane de

0,45 um de porosits.

2.2) Influence du pH

Le milieu au rouge de phénol est 1ici remplacé par un
bouillon peptoné tamponné au ph désiré & 1l'aide de solutions
0,2 molaire de phosphate monopotassique (KHzPOa) et de
phosphate bipotassique (KzHPO.). Le milieu utilisé est celui
de LURIA (1957), Il ne contient pas d’'indicateur coloré ; Ila
lecture des plaques est faite par é&valuation du trouble causé
par la croissance des bactéries.

composition :
- Peptone trypsique de caséine .. 10 g
- Extraits de levure ............ S g
- Chlorure de sodium ............ 5 g

- Eau distillée, gsp 1.000 ml
Le milieu est stérilisé 3 121<C pendant 20 minutes.

2.3) Influence de 1la concentration en chlorure de
sodium

Le milieu au rouge de phénol a é&té modifié dans sa
composition & raison de 20, 40 et 60 g de chlorure de sodium
par litre de milieu.

3> La méthode du contact agité

Le principe de cette méthode est de plonger un
échantillon de tissu dans une suspension bactérienne.
L'agitation est destinée a favoriser le contact des
microorganismes avec la fibre du tissu. Le nombre de cellules
survivantes est déterminé & intervalles réguliers (cinétique).
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3.1) Les milieux de culture

Les bactéries sont cultivées dans 1le milieu de LURIA
(1957, que nous avons décrit précédemment page 83.

3.1.1) Milieu de MUELLER-HINTON

composition :
- Hydrolysat acide de cas&ine ....... 17,5 g
- Macération de viande de boeuf ..... 300 g
- Amidon ..... e e e e et e 1,5 g
— AgGar—agar ...i.vieeean P A 1 g

- Eau distillée, gsp 1.000 ml

Le pH final est de 7,4. La stérilisation se fait & 121<C
rendant 20 minutes. Ce milieu est utilisé pour les
dénombrements par numération. Nous avons utilisé 1la formule
de 1'Institut Pasteur Production (1978).

3.1.2) Le tampon phosphate

Ce tampon constitue le milieu réactionnel ol sont mises
en contact les bactéries avec le tissu.

Composition :
- Phosphate bipotassique anhydre .... 18 g
- Phosphate monopotassique anhydre .. 2 g

- Eau distillée, gsp 1.000 ml

Le pH final est ajusté, si nécessaire, a 7,5 par HaPOa

3N ou NaOH 3N avant 1la stérilisation & 121=C pendant 20
minutes.

3.2) Protocole expérimental

Cette méthode n'a &té utilisée qu’'avec 1les tricots
Jersey. Des &chantillons de 3 cm x 1 cm pesant en moyenne 70
mg sont découpés et déposés dans un tube & vis contenant 4,5
ml de tampon phosphate. Les é&chantillons sont soit stérilisés
3 part, soit stérilisés dans le tampon.



Une culture pure de 18 heures est réalisée dans le
milieu de LURIA (1957), de sorte que les bactéries soient en
fin de phase exponentielle de croissance. La suspension
obtenue est centrifugée 15 minutes & 4.000 g. Le culot est
repris dans le méme volume de surnageant avec le tampcn
phosphate. Cette opération a pour but d'é&liminer 1le milieu
nutritif et d'éviter ainsi la multiplication des bactéries.

Une suspension d’'environ 10® cellules par millilitre est
ainsi obtenue.

L'inoculum est dilué en tampon phosphate pour avoir
environ 10® bactéries par millilitre. 0,5 ml de cette
suspension est ajoutée aux tubes contenant les tissus. Ces
tubes sont mis en agitation constante pendant 6 heures ou 24

heures & 30°C. Un résumé du protocole expérimental est
rapporté dans le tableau -XII-.

Le nombre de bactéries survivantes est déterminé par
numération selon la technique bien connue de 1'homme de main.
Le principe consiste & inclure, dans une gélose nutrive, une
partie aliquote de la solution A& tester ou d'une dilution
connue d'icelle. Les g&loses sont mises en culture dans les

conditions idéales de «croissance des microorganismes. On
considére qu'en se multipliant, une bactérie donne naissance
3 une colonie visible & 1'oeil nu ; 1l s'agit du concept
d'unité formant colonie <(u.f.c.). Trois numérations sont
effectuées

- Directement sur la suspension initiale (No)
- Aprés 6 heures de contact (Ne?
- Aprés 24 heures de contact (Nza)

No, Ne et N2, sont exprimés en u.f.c. par ml puis
convertis en u.f.c. par cm®. I1 est important d'avolir a
1’esprit que le calcul de l'u.f.c. est une mesure par défaut,
dans la mesure ol les bactéries peuvent s'associer en paquet.
Plusieurs bactéries, tra@s proches 1'une de 1l'autre, donnent
alors une seule colonie. Cette erreur est plus ou moins
importante selon 1la propention de 1'espéce bactérienne
considérée & s'assocler en amas. En outre, le calcul de 1'u.f.
c. est un test statistique d'échantillonnage qui suppose une
marge d’'incertitude importante. La numération demeure
néanmoins 1'une des méthodes les plus précises pour
déterminer le titre d’'une solution bactérienne. Lles résultats
sont exprimés en puissance de 10 ou en logarithme décimal.
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Culture microbienne
(fin de phase exponentielle de croissance)

< — em =~ a=

Centrifugations
(Transfert des cellules dans un tampon pH 7,2)

v

Inoculation du tissu
(5 ml pour 3 cm® de tissu)

<- P

Incubation
(30=C, 6 ou 24 heures, agitation)

< - m == m-

Dénombrement

Tableau -XII- : Détermination de 1'activité antiseptique

des biotextiles par la méthode du contact agitée
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4) La méthode A.A.T.C.C.

Cette méthode de 1'American Association of Textile
Chenists and Colorists (AATCC 1975)est spécialement adaptée A
1'étude des textiles antimicrobiens et plus particuliérement

a8 tester 1les appréts antimicrobiens & base d’ammonium
quaternaire. Les microorganismes sont déposés sur 1le tissu.
Aprés incubation, les germes survivants sont récupérés, pour

dénombrement, gradce & un milieu spécial.

4.1) Les milieux de culture

Les cellules ont &€té obtenues par culture sur 1le milieu
de LURIA (1957), décrit page 83. Les numérations ont é&té
effectuées 3 1l1l'aide du milieu gé&losé de MUELLER-HINTON
(Institut Pasteur Production) décrit page 84. Les tests sont
arrédtés par l'adjonction de milieu lécithine-Tween. Ce milieu
permet la croissance des microorganismes en présence

d’'ammoniums quaternaires. Sa composition est basée sur les
travaux de QUISNO (1946)>

Composition :
- Bactopeptone ............ ., e 10 g
- Extraits de viande de boeuf ....... 5 g
— Chlorure de sodium .......vevvevie 5 g
- Polysorbate (Tween 80) ............ 5 g
— Lécithine d'oeuf ...... i 0,7 8

- Eau distillée, gsp 1.000 ml

Aprés avoir &té porté & é&bullition pendant quelques
minutes, le milieu est stérilisé pendant 20 minutes & 121<C.
Le pH final est de 7,2. I1 convient d’'entreposer cette
préparation & 4<C ; la durée de conservation n'excéde pas
trois semaines.

4.2) Le protocole expérimental

Un résumé du mode opératoire est présenté dans le
tableau -XIII-. Les échantillons de tissu sont dé&coupés ou
pesés de telle sorte qu'ils puissent absorber 0,2 ml d'eau
(10 cm® pour les tricots, 12 cm® pour les tissus ou 300 mg de
bourre de coton). Ces échantillons sont imbibés par 0,2 ml
d'une solution titrée de bactéries (inoculum.



Culture microbienne
(fin de phase exponentielle de croissance)

v

Centrifugations
(Transfert des cellules dans un tampon pH 7,2)

A Lt

Inoculation du tissu
(0,2 ml par &chantillon)

< e .- == a-

Incubation
(Temps de contact de 0 & 24 h)

< - mm m- -

Neutralisation - Suspension
(20 ml de milieu lé&cithine-tween)

v

Dénombrement

Tableau -XIII- : Détermination de 1’activité antiseptique

des biotextiles par la méthode A.A.T.C.C.
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L' inoculum est préparé & partir d4d’'une culture pure, sur
milieu de LURIA (19857), agée de 18 heures. Si 1la souche
posséde une croissance lente, la culture est prolongée pour
obtenir des cellules qui soient en fin de phase exponentielle
de croissance. Le bouillon de culture est centrifugé 2
4.000 g pendant 15 minutes. Le culot est remis en suspension
dans un tampon. L’'opération est parfois renouvelée afin
d'éliminer 1le maximum d'éléments nutritifs, lorsque, par
exemple, il est nécessaire d'obtenir wune population stable
(non-proliférationd pendant 6 heures. La suspension
bactérienne est enfin amenée au titre désirs.

Plusieurs types de tampons ont &té& wutilisés. Pour les
tests de routine, nous nous sommes servis du tampon phosphate
0,2 M pH 7,2, décrit page 84. Ce choix est commenté dans la
partie "Résultats" de ce mémoire. Certaines &tudes <(Influence
du pH, du taux de matiére organique, de 1la concentration en
calcium et en magnésium ...etc) ont nécessité 1'utilisation
de milieux trés divers, qui seront décrits cas par cas au
début de chaque chapitre concerné de la partie "Résultats”.

Les tissus sont mis en incubation, & 1l'abri de la
dessiccation, dans un flacon de 125 ml bouch&. La température
d’'incubation a &té modifiée lorsque nous avons é&tudié son
effet sur le pouvoir antiseptique des tissus. Dans tous les
autres cas, les échantillons ont &té déposés dans une étuve
thermostatée & 37<C.

Lorsque le temps de contact prédéterminé s'est é&coulé,
le flacon contenant 1’'é&chantillon de tissu, regoit 20 ml de
milieu neutralisant lécithine-tween & 20°C. Ce milieu a un
double rd&le. Il permet d’'abord la neutralisation des
ammoniums quaternaires qui sont rendus inoffensifs dés
1’adjonction du milieu par la lécithine et le tween 80. Il ne
peut plus avoir d'activité résiduelle par la suite. Par
ailleurs, le tween 80 confédre au milieu un léger pouvoilr
détergent qui permet de détacher facilement les Dbactéries du
tissu. Cette activité est &troitement 1liée au pH qui doit
8tre ajusté soigneusement (WILLIAMSON 1965).

Le dénombrement des bactéries survivantes est effectué
par numération du liquide surnageant (milieu lécithine-tween),
aprds que le flacon ait été agité violemment pendant au moins
une minute.
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4.3) L'expression des résultats

Les résultats sont exprimés, de manidre identique a la

méthode précé&dente, en unité formant colonie (u.f.c.) par cnm=
ou par g de tissu

- No : Nombre de germes présents au temps initial.
- Nn : Nombre de germes survivants aprés n heures de
contact.

Un indice S, de survie est calculé A& partir de ces
données

100 x N,
Sp =
Fo
Si la population bactérienne reste constante, S, sera

voisin de la valeur 100. S'il y a prolifération, S, sera

supérieur & 100 et s'il y a inhibition, il sera inférieur 2
100.

Une simplification de 1'expression des résultats est
parfols nécessaire. Nous avons donc établi 1le systéme de
cotation expliqué par le tableau -XIV-. Pour é&tablir cette
cotation, nous n'utilisons que les valeurs Se& et Sza, soit
les indices de survie aprés 6 et 24 heures de contact.

Par exemple : si, pour une population initiale de 1.10%
bactéries par cm®, il ne subsiste gue 1.10% cellules aprés 6
heures de contact et 10 aprés 24 heures, la valeur de Ss sera
égale 3 1 et celle de Sza & 0,01. Le tissu a donc une
activité bactéricide moyenne : + +.

Chacune des expérimentations est effectuée au moins
trois fois, pour vérifier que les phénoménes observés, sont
reproductibles. Tous les essais ol l'on a constaté, sur les
témoins, une baisse importante de la population bactérienne,
ne sont pas retenus. Il en est de méme, lorsque les résultats
obtenus sur 1l'ensemble des essais, sont 1nconstants (non
reproductibilité de 1l'expérimentation).
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2100
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Tableau des cotations

Tableau -XIV-
Indices de survie (%) apres

Ss et Sz4 H
contact
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5) La méthode HOFFMANR, YEAGER & KAYES (1955)

Cette méthode a &té adoptée par 1'Assoclation of
Official Analytical Chemists (AQAC) pour tester les surface
dites "autostériles”. Ce test pr&voit d'une part 1'évaluation
et 1'évolution d'une population microbienne déposée sur un
support solide et d’'autre part permet 1'é&tude du pouvoir
antiseptique en fonction de 1'humidité relative de 1’air.
Nous avons préféré déposer les bactéries par imprégnation du
tissu, plutSt que de procéder par pulvérisation. La quantité
de bactéries déposées sur le tissu est ainsi plus facile a
contrdler.

5.1) Les milieux de culture

Les cellules sont cultivées sur milieu de LURIA (1957),
décrit page 83. Les numérations ont é&été effectuées avec le
milieu de MUELLER-HINTON (Institut Pasteur Production) décrit

page 84. Les bactéries sont récupérées & 1'aide du milieu
lécithine—-tween.

5.2) Le protocole expérimental

Le principe consiste & pulvériser ou & déposer une
suspension bactérienne sur un é&chantillon. Cet é&chantillon
est ensuite séché puis incubé dans des enceintes ol
1'humidité relative de 1l'air est contrdlée.

Les bactéries sont trés sensibles 4 la pulvérisation et
4 la dessiccation. Il convient donc de 1les protéger en les
mettant en suspension dans des milieux protecteurs. Plusieurs
supports de deshydratation ont &té& employés : Le lait é&crémé
reconstitué <100 g.1-%*), 1'inositol et la malto-dextrine
(solutions & 5 %>.

Les cellules sont mises en suspension dans leur milieu
protecteur aprés centrifugation (15 min, 4000 g>. Si néces-
saire, on procéde a quelques dilutions pour obtenir environ
5.10% cellules par ml. Les échantillons de tissu (10 cm®) sont
imbibés par 0,2 ml de 1'inoculum, puls introduits dans un
dessicateur contenant de 1' anhydride phosphorique.
L' opération a pour but de sécher rapidement les tissus.
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Aprés 30 minutes, les &chantillons sont transférés dans des
enceintes ol 1l'humidité relative de l1'air est controlée par
des solutions salines sursaturées. Les sels enmployés
permettent l'obtention d4d'une humidité relative de 1'air (H.R.)D
précise. Les valeurs d4'H.R., obtenues pour chaque sel, sont
indiquées dans le tableau -XV-.

Sels H.R. de l'air

en %
Bichromate de potassium 98,00
Chlorure de sodium 75,32
Nitrate de calcium 50, 00
Chlorure de magnésium 32,73
Chlorure de lithium 11,15
Silicagel 0,06

Tableau —XV- : Humidit& Relative de 1l'air (H.R.)> 3 25=C
dans les enceintes contenant des solutions salines
sursaturées (d'aprés BIZOT 1978)

Les morceaux de tissu sont maintenus dans les flacons a
H.R. controlée pendant 5, 15, 30 et 60 minutes a 25=C. Le
nombre de bactéries survivantes est déterminé selon le
protocole de la méthode A.A.T.C.C. aprés avoir recouvert les
tissus de 20 ml de milieu lé&citine-tween.

6) L’'&tude de 1’'aptitude des biotextiles a la filtratiomn
de 1'air

Pour cette &tude, 1l a fallu mettre au point un systéme
capable de générer un flux d'air chargé de particules
contaminées par des bactéries. Deux montages ont &té établis.
Le premier montage comporte un générateur d'aérosol, qui a
permis la nébulisation des bactéries dans une enceinte
confinée. Dans le second montage, le flux d'air est enrichi
en poussiéres chargées de bactériles, par 1'intermédiaire d'un
1it fluidisé.
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6.1> Les milieux de culture

Les cellules sont cultivées sur le milieu de LURIA (1957)
» décrit page 83. Le milieu 1lécithine-tween a servi a 1la
récupération des bactéries. Ce milieu est décrit page 87. Les
numérations sont poursuivies & l'aide du milieu de MUELLER-
HINTON (Institut Pasteur Production), décrit page 84.

6.2) Protocoles expérimentaux

6.2.1> Filtration d'un aérosol

Un schéma de 1'installation est proposé dans la figure
—15-. Un flux d'air filtré&, dont le débit est controlé par un
manodétendeur, est envoyé dans un générateur d'aé&rosol (type
"Collinson"). L'aérosol est formé a partir d'une préparation
de bactéries mises en suspension dans du lait écrémé
reconstitué (100 g.1-%) ou dans une solution d'inositol a 5 %.
Le mélange air/aérosocl, chargé en bactéries, est injecté
dans une chambre de nébulisation, ol se trouvent les
échantillons de tissus. Ceux-ci sont découpés et insérés dans
un systéme de porte-filtres de 47 mm de diam@tre. La chambre
de nébulisation contient deux porte-filtres, un pour
1'échantillon témoin et 1'autre pour l'essai. Le flux d'air,
chargé d'aérosol, passe obligatoirement & travers les tissus ;

il est ensuite envoyé dans un liquide de Dbarbotage (eau
physiologique & 9 g.17* de ©NaCl) destiné & récupérer les
bactéries survivantes. Le volume du liquide de barbotage doit
€tre mesuré avec précision.

Les échantillons de tissu sont maintenus dans la chambre
de nébulisation pendant 30 minutes puis récupérés. Parfois,
ils sont transférés dans des enceintes a H.R. contrflée selon
la méthode HOFFMAN (1955) dé&crite précédemment. La quantité
de bactéries pulvérisées est fonction de ila pression
d’'arrivée de l1l'air. Nous avons utilisé des pressions de 2 a 4
bars.

Au terme des expérimentations, les &chantillons de tissu
(7,38 cm®) sant récupérés. Le nombre de bactéries survivantes
est déterminé selon le protocole de 1la méthode A.A.T.C.C.
avec 20 ml de milieu 1lé&cithine-tween. La quantité de
bactéries présentes dans 1le 1ligquide de barbotage, est
déterminé directement par numératicon. Chaque expérience est
menée en utilisant simultanément un tissu t&moin non traité
et le biotextile.
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-1- Manodétendeur

-2~ Filtre A air

-3- Générateur d'aérosol type "Collinson"

-4- Fluidiseur

~5- Enceinte de mélange air-aérosocl

~-6- Portes-filtres

-7- Eprouvette graduée contenant le liquide de barbotage
-8- Inoculum liquide

=9- Inoculum poudre

Figure -15- : Schéma de 1’'installation utilisée pour
tester la filtration d'aérosols ou de poussiéres

par les biotextiles
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6.2.2) Filtration de poussiéres

La mise en oeuvre de l’expérimentation, nécessite
1’ obtention préalable de bactéries deshydratées. Les
bactéries sont cultivées sur fermenteur (milieu de LURIA) et
deshydratées par le procédé d'atomisation mis au point au
laboratoire (OCHIN 1980). Les supports d’'atomisation sont le
lait &crémé reconstitué (100 g.1-*> et 1'inocsitol a 5 %. Nous
récupérons ainsi une poudre contenant en moyenne 104 & 10°%
bactéries revivifiables par gramme. Cette poudre est déposée
dans un "fluidiseur”. Cet appareil est congu pour charger un
flux d'air en particules de poussiéres.

Si 1'on se référe A& 1la figure -15-, le générateur
d'aérosol (4) est remplacé par le '"fluidiseur” (9. Il est
important d’'admettre dans le fluidiseur un air trés sec, afin
que la poudre ne prenne pas en masse. A cet effet, 1'air
passe sur un 1lit de silicagel situé en amont du montage. Le
mélange air/poussiére est admis dans 1'enceinte o ont é&teé
déposés les tissus. Les échantillons sont ainsi inoculés puls
éventuellement transférés dans des enceintes o2 1'humiditeé
relative de 1l'air est controlée.

7) La filtration continue en circuit fermé

Cette m&thode a &té& développée pour simuler une
situation de filtration continue d'un 1liquide, en circuit
fermé. Ce syst@me a servi &4 la filtration de solutions de
gélatine contaminées par des bactéries ( Bacillus sp ). Le
montage utilisé est indiqué en figure -16-.

Les tissus sont découpés et 1insérés dans des porte-
filtres étanches et stérilisables de 47 mm de diameétre.

Chaque porte—~filtre est relié a un réservoir par
1'intermédiaire de tubes ’'versilic’, pour former une boucle.
le 1liquide circule dans 1les tubes grace & une ponpe

péristaltique débitant 2 ml.min-*. Les réservoirs et les
porte-filtres sont plongés dans un bain-marie thermostaté a
50=C, pour maintenir 1la gélatine 1liquide. A intervalles
réguliers, des prélévements sont effectués au niveau des
réservoirs pour réaliser un dénombrement de Dbactéries. Deux
porte-filtres sont utilisés en paralléle, un pour le tissu
témoin et 1l'autre pour le biotextile. Ce montage peut étre
adapté A tout type de liquide que 1l'on veut décontaminer.
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8) L'étude de la résistance des tissus 3 1'exposition
aux agents cellulolytiques

8.1 Principe de la norme NF X 41-600

Le comportement fongistatique du bilotextile a &té& é&tudié
vis-ad-vis de différentes souches de champignons cellulo-
lytiques. La méthode utilisée est dé&crite par 1'AFNOR (1971a)
dans la norme NF X 41-600 : "Essals de résistance aux

microorganismes des textiles cellulosiques : Méthode par
ensemencement mixte (spores/mycéliumd’.

Le principe consiste 3 imbiber une bande de tissu avec
une suspension de spores et de mycélium. Le tissu ainsi
inoculé est mis en incubation & 30°C pendant +trois semaines.
L'évaluation de la résistance aux agents antifongiques est
ensuite appréciée selon deux critéres

¥ L'estimation '"de visu"” du développement mycélien apreés
trois semaines de culture.

¥ La détermination de la résistance résiduelle du tissu

3 la traction (mesure de la force de rupture du tissu
a4 1'aide d’'un dynamométre).

Ces crite2res sont &valués comparativement & un '"Témoin
d'Essai” (TE). Le TE est un biotextile qui subit les
différentes opérations du test en ayant &té préalablement
saturé de chlorure mercurique pour inhiber toute croissance
nycé€lienne. Le TE permet 1'évaluation des pertes de
résistance & la traction engendrées par le seul séjour de
trois semaines & 30°C et & 100 % d'humidité relative. La
mesure de la ténacité par dynamométrie est le critére le plus
important car il donne une idée précise de la dégradation
subie par les fibres cellulosiques lors de 1'exposition
fongique.

8.2) Expression des résultats

L'examen visuel du développement mycélien au terme des
trois semaines est &valué puis noté de 0 2 4 selon la table
de référence ci-aprés
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- 0 : Pas de développement de moisissure visible a
1'oceil nu

- 1 : Développement trés faible (colonies dispersées)
- 2 : Dé&veloppement faible couvrant moins de 25 % de la

surface

- 3 : Développement moyen couvrant 25 % & 50 % de la
surface ou développement faible couvrant
uniformément la surface

- 4 : Développement abondant couvrant plus de 50 % de la
surface

La résistance aux microorganismes R1 est calculée de 1la
maniére suivante E}‘j

Ri= E/TE x 100 % LILLE |

E est 1la résistance résiduelle a la traction du
biotextile aprés 1l'exposition fongique. TE est 1la résistance
résiduelle 3 la traction des Témoins d'Essai . Le rapport
E/TE est exprimé en pourcentage, pour donner Rl. Si le
facteur R1 est proche de 100 %, le textile n'a pas subi de
dégradations par les agents cellulolytiques. Un facteur R1
nul indique que les fibres ont &été& fortements altérées.

8.3) Choix de gquelques paramétres expérimentaux

La norme NF X 41-600 prévoit 1l'utilisation d'un agent
mouillant destiné & favoriser 1'imbibition du tissu par
1’ inoculum. Deux produits ont &té utilisés, d'une part Ile
Sodium Dodécyl Sulfate (SDS) préconisé par la norme et
d'autre part le Triton X-100 (un polyoxyéthyléne &ther). Le
SDS présente 1’'inconvénient d'&tre un inhibiteur notable des
ammoniums quaternaires et le Triton X-100 d'étre toxique pour
certaines souches fongiques.

Les expositions fongiques ont duré trois semaines & 30°C
excepté celle de Cladosporium herbarum qul nécessite une
température de 18=C pour croltre. Dans ce cas, l'exposition a
été poursuivie quatre semaines.

8.4) Protocole expérimental

L'inoculum est préparé& & partir de 10 tubes de cultures
agées de deux semaines. Le milieu & 1l'extrait de malt, décrit
page 77, sert 3 cette occasion.
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La suspension spores/mycélium est effectuée dans 200 ml
d'eau distillée contenant 0,1 g d'agent mouillant. Quelques
millilitres de cette solution sont versés dans chaque tube de
culture. Le mycé&lium est raclé soigneusement & 1'aide d'wune
ose. La suspension ainsi obtenue est filtrée & travers une

gaze stérile. Les 200 ml 4'inoculum doivent &€tre préparés et
utilisés rapidement.

Dix bandes de tissu de 150 mm x 20 mm sont découpées et
stérilisées. I1 faut 8 bandes de tissu traité (biotextile) et

deux bandes de tissu non traiteé. Le  milieu d'essai a 1la
composition suivante

- Nitrate d'ammonium .............., 3 g
- Sulfate de magnésium ............. 0,5 g
- Chlorure de potassium ............ 0,25 g
- Phosphate monopotassique ,........ 1 g
= ABAr—agar . ......iiiiii i 15 g
~ Eau distillée, gsp 1.000 ml pH 6,2-6,4

La gélose est répartie en boite de Roux (150 ml par
botte), puils stérilisée pendant 20 minutes & 121=C. Apreés
solidification du milieu, a plat, un rectangle de papier
filtre blanc (Whatman no 3) est déposé sur 1la gélose. Le
papier permet & la fois d'absorber 1l'excés de 1liquide et de
servir de source de carbone pour les champignons.

Les échantillons de tissus sont déposés & la surface du
papier (deux bandes par boite), puis ensemencés avec 3 ml de
la suspension de spores. Quatre bandes de biotextile, formant
les TE, ont &té& au préalable immergées dans une solution &

1 % de chlorure mercurique pendant une heure. Les boltes sont
mises en incubation pendant trois semaines.
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I1I. LES METHODES D’ ETUDE DU MODE D’ ACTION

Dans ce chapitre, nous avons rassemblé les différentes
techniques, qul ont servi & mettre en é&vidence 1l'action du
biotextile sur les enveloppes membranaires. Les deux
premiéres techniques ont mis en évidence 1la modification de
la perméabilité membranaire des cellules. Les deux derniéres
méthodes ont montré 1'interaction des parois bactériennes
avec les ammoniums quaternaires immobilisés.

1) Mesure de 1l’activité B-galactosidasique

L'activité R-galactosidasique a &té mesurée sur des
cellules récoltées en phase exponentielle de croissance
(milieu de LURIA 19857). Ces cellules sont mises en suspension
dans un tampon phosphate 12,5 mM pH 6,6. L’'absorbance & 600
nm, des suspensions ainsi préparées, est d'environ 0,8. Le
substrat choisi est 1le paranitrophényl-fg-D-galactopyranoside
(PNPG) qui permet de détecter des activités enzymatiques
faibles (NIEL 1977). Les manipulations sont effectuées avec
un volume fixe de 2 ml de suspension bactérienne. La réaction
enzymatique est 1initiée par 1'adjontion de 0,5 ml d’'une
solution de PNPG titrant 1 mg.ml~* et stoppée par 1 ml de
tampon EDTA 2 %, Na=COx 0,25 M. La quantité de

paranitrophénol libé€rée est &valuée par spectrophotométrie 2
400 nm.

Les activités enzymatiques ont &t& mesurées en présence
de 2 cm® de tissu traité ou non, ou en présence de sels
d’' ammoniums quaternaires. Dans ce dernier cas, 30 nul d’une
solution 8 1 g.1-% est ajoutée & la suspension microbienne.
Pour 1la mesure de 1'activité enzymatique du milieu
réactionnel, les suspensions bactériennes ont é&té filtrées
sur membrane de nitrate de cellulose (0,45 pm de porosité). 2
ml de filtrat servent & la mesure selon le protocole décrit
dans le paragraphe précédent.

Chaque série d'expériences comporte un témoin de
contrBle de 1l'activité enzymatique, qui est exprimée en
nanomole de paranitrophénol total libéré par heure.
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2) Mesure du relargage de phosphore inorganique

Les bactéries sont cultivées dans des fioles contenant
un litre de milieu de culture (LURIA 1957>. La culture est
réalisée pendant 18 heures & 30°C sous agitation constante.
Les cellules sont ensuite lavées cing fois 8 1l'eau distillée
par centrifugations successives (4.000 g, 15 minutes). Lors
de cette opération, 1 litre de culture est concentré& dans 100
ml d'eau distillée. 2 ml de cette suspension sont mélangés,
dans un tube 3 essali, a4 0,4 ml d'une solution d’'ammonium
quaternaire 3 1 g.17* ou & 2-4 cn® de tissu. Le mélange est

complété par de 1l'eau distillée pour obtenir un volume final
de 4 mnml.

La cinétique de relargage est suivie en utilisant wun
tube par temps de contact. Pour 1’&valuation du taux de
Phosphore inorganique relargu&, les cellules sont é&liminées
par filtration & travers une membrane de 0,45 um de porosité.
La technique de dosage du phosphore inorganique (Pi) est

celle de STANTON (1968). Le tableau -XVI- donne la premiére
étape du dosage.

Réactifs i Blanc | Essai |

Acide trichloroacétique 20 % (W/V)> | 2 ml | - :

Filtrat H - V2 ml |

Eau distillée i 3 ml . 3 ml ¢

Molybdate d'ammonium, 4 H=0 : 1 ml | 1 ml |

(1,25 mg/100ml d4d’'H=S0. 2,5 N : : 1
Tableau —-XVI- : Dosage du phosphore inorganique (réactifs)

Chaque tube est agité doucement pour assurer le mélange
des réactifs. Lorsque cette opération est terminée, 0,25 ml
d’'une solution réductrice, composée de 1 mg de réactif de
Fiske et Subbarow (acide l-amino-2-naphtol-4-sulfonique) pour
6,3 ml d'eau distillée, est ajoutée & chaque tube. 11 faut
attendre 10 minutes avant d'effectuer une lecture de
1'absorbance & 660 nm par spectrophotométrie. La gamme é&talon
est &tablie entre 0 et 4 mmole de Pi par litre. Pour Iles
expériences de relargage de Pi, les résultats sont exprimés
en ug de Pi libéré par mg de poids sec de bactéries.
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3) Détection des mutants LPS déficients

La détection des mutants 1lipopolysaccharides déficients
est faite par la méthode de KROPINSKI <(1976>. Une culture
pure (5 ml) de 18 heures est entreprise 3 30<C sous agitation
constante. Les cellules de Pseudomonas aeruginosa sont
récupérées par centrifugation (4.000 g, 15 minutes). Les
culots de centrifugation sont repris dans 5 ml d’'une solution
d'acriflavine 0,2 % ou de chlorure de sodium 4 %. Les mutants

"rough” de Pseudomonas aeruginosa sont agglutinés
rapidement.

La quantité de LPS, rejetés par 1les bactéries dans 1le
milieu de culture, a &té déterminée par la méthode de JANDA
(1971>. Cette méthode, trés spécifique, est basée sur
l'utilisation d’un colorant : Le bromure de 1-éthyl-2-(3-
(1-éthyl-naphto(l,2 d)-thiazoline-2-ylidéne~2-méthylpropeényl) -~
naphto(1,2 d)-thiazolium (Sigma)>. Le colorant (10 mg) est
dissous dans 20 ml d'un mélange, en parts égales, de 1,4
dioxane et de tampon acétate de sodium 0,03 M pH 4,05. La
solution est ensuite complétée par 80 ml de tampon. La
préparation est stockée 3 2°C et & 1'obscurité ; elle est
ainsi stable quelques heures. Juste avant l'utilisation de la
solution de colorant, 2 ml d'acide ascorbique 0,1 M sont
ajoutés pour obtenir un pH final de 4,00. Le réactif colora
est prét. Il doit @tre employé dans 1'heure qui suit. Le
dosage se fait en ajoutant dans 1l'ordre

- 0,5 ml d'eau ou de tampon contenant 0,5 & 10 ug de LPS

- 0,2 ml de tampon

- 0,3 ml de colorant

Les tubes sont maintenus dans 1'obscurité pendant 5-10
minutes. L'absorbance & 472 nm est mesurée par spectro-
photométrie contre un blanc (eau distillée + tampon +
colorant).

4) Les techniques de microscopie électronique

4.1> La méthode SIMMONS (1976)

Les bactéries sont cultivées sur milieu de LURIA (1957)
pendant 18 heures. les cellules sont ensuite récoltées et
mises en suspension dans un tampon phosphate 0,2 M pH 7,2.
Les tissus sont inoculés et mis en incubation & 37<C, selon
le protocole de la méthode AATCC.



=104~

La fixation des cellules est effectuée a température
ambiante pendant 3 heures avec du glutaraldéhyde a 3 % dans
un tampon cacodylate 0,1 M, pH 7,2. Les préparations sont
ensuite ringées dans ce méme tampon puis plongées dans un
bain d'acide osmique 1 % dans du tampon cacodylate 0,2 M, pH

7,2, pendant une heure. Aprés cette nouvelle fixation, les
échantillons sont deshydratés, par Dbains successifs de 30
minutes chacun, dans des solutions aqueuses & 20, 40, 60, 75,
80 et 100 % d’'éthanol. Le bain & 100 % d’'éthanol est
renouvelé& une foils. Une nouvelle série de bains & 30, 50, 70,

90 % d'acétone dans 1l'é&thanol et 100 % d'acé&tone, est
effectuée pour obtenir des échantillons plongés dans 100 %
d'acétone. Des morceaux de tissu de 0,5 cm x 1 ¢cm sont séchés

au point critique en atmosphére de COz et métallisés (or-
palladium,

4.2) La méthode SEVIQUR (1984)

Les tissus sont inoculés par des bactéries suspendues
dans un tampon phosphate 0,2 M, pH 7,2. Aprés 1'incubation,
les tissus sont fixés par un mélange composé de 6 volumes
d'acide osmique (20 g.1-*) et de wun volume d’'une solution
aqueuse saturée de chlorure mercurique. Les échantillons sont
maintenus dans le fixateur pendant 12-18 heures & 4<C. Au
terme de cette opération, on effectue un ringage & 1l’'eau
distillée. Les tissus sont déshydratés en deux étapes, en les
plongeant dans un bain de 2-méthoxyé&thanol pur (pendant 10
minutes) puis dans un bain d'acétone pur. Les é&chantillons
sont maintenus dans 1'acétone Jusqu’'au séchage par point
critique en atmosphére de COz. Les tissu sont enfin
métallisés par une couche d’'or-palladium.
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1Vv. LES METHODES DE DOSAGE DES AMMONIUMS QUATERNAIRES

1) Dosage des sels en solution aqueuse par 1'éosine jaunatre

Cette méthode est recommandée par 1'AOAC (1970 pour le

dosage des ammoniums quaternaires en solution aqueuse. On
prépare les solutions suivantes :

-A- 25 mg 4d'&osine Y (Prolabo) sont dissous dans S0 ml
d'eau distillée.

-B- 25 g d'acide citrique sont dissous dans 75 ml 4'eau
distillée. le pH est ajusté & 4,5 en utilisant wune
solution de NaQOH 12,5 N (environ 13 ml).

-C~ 100 mg de dioctyl sulfosuccinate de sodium est
dissous dans 100 ml d'eau distillée.

La solution -C- doit €tre &talonnée de la fagon suivante.

Il faut prélever 2 ml d'une solution (1 nmg.ml~*) de
1'ammonium quaternaire & doser dans un tube & vis contenant 2
ml de tétrachlorure d’'acétyléne, 2 ml de tampon -B- et 0,5 ml

de -A-. On ajoute, 4 l'aide d'une Dburette, de petites
quantités de -C- ; agiter violemment le tube pendant environ
30 secondes aprés chaque addition. Dés que le tube n'est plus
agité, 11 se forme deux phases. La phase inférieurse,
initialement rose, devient progressivement incolore. Lorsque
cet état est atteint, 1le volume de -C-, nécessaire pour
neutraliser la coloration, est noté. La solution -C- est

alors diluée de sorte que 1 ml de la nouvelle solution est
équivalente 3 0,1 mg d'ammonium quaternaire.

Pour le dosage proprement dit, S5 ml de la solution
inconnue est introduite dans un tube & vis, contenant 2 ml de
tétrachlorure d'acétyléne, 2 ml de -B~ et 0,5 ml de -A-, Le

dosage s'effectue comme précédemment en utilisant la solution
-C- &talonnée. Si V est le volume ajouté de -C- é&talonné,
nécessaire 3 la disparition de la coloration rose dans la
phase inférieure, la concentration Cq, en ammonium
quaternaire, est égale A

Cq = Vv.0,1/5 mg.ml™*

Il est nécessaire d'avoir autant de solutions -C-
&talonnées que d'ammoniums quaternaires différents 3 doser.
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2) Le dosage par les lons picrates

Cette méthode permet d'é&tablir 1la quantité d'ammoniums

quaternaires fixés sur le coton. L'échantillon & doser est
pesé précisement puis placé dans wun volume choisi d'acide
picrique de concentration connue (10-2 M en général). L'acide
picrique est un colorant acide qui sera retenu

proportionnellement & 1la quantité& d’'ammoniums quaternaires

présents sur la cellulose. Cet échange d’'ion est schématisé
dans la figure -17-.

oM o
R H,0 M
-TLRS'X-’ O, N Noz —— —':f- Ry °2N N°2
o
R2 30°C RZ
NO, Noz

<-OH : —OH
< +H*+ X~

Figure -17- : Dosage des ammoniums quaternaires fixés
par les ions picrates

Le dosage des lons picrates s'effectue directement par
spectrophotométrie 8 360 nm contre de 1l'eau distillée. La
gamme étalon est é&tablie entre 5.107 M et 104 M>. On
réalise un dosdge en retour sur la solution d'acide picrique
ol le tissu a €té immergé pendant au moins 1 heure & 30<C
pour que 1'é&change 4d’'ion soit terminé. Cette méthode a é&té
mise au point au laboratoire de Chimie Organique III de 1°

université de Nancy par M. JOLY, en se basant sur les travaux
de MONTANARI (1981).

soit
- C1 : Concentration initiale en ion picrate (mole.l—%)
- Cf : Concentration finale en ion picrate (mole.l17%*)
- V : Volume (ml) de la solution d’'acide picrique, ol le

tissu est immergé.
- m : polds de 1'é&chantillon testé (g)
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X sera 1la quantité d'ions picrates échangés en
milliégquivalent par kg de coton

(Ci-Cf>.V.10—=

m.10—=
La charge C en ammonium quaternaire est exprimée en g/kg
de coton. Si P est le poids moléculaire du sel d'ammonium
quaternaire fixé

C = X.P.10—=>

L'intervalle de confiance & accorder & chaque mesure,
est de 1,2 meq. par kg de coton.
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V. LES NETHODES UTILISEES POUR LES TESTS DE TOXICOLOGIE

Les tests de détermination de 1l'Indice D'lIrritation
Primaire Cutanée (IIPC) et de tolérance cutanée aux
applications itératives, ont &té effectués au Laboratoire de
Pharmacodynamie de la Faculté de Pharmacle de Lille, sous Ila

direction de M. le professeur J.C. CAZIN. Les études
d’'allerginicité par patch-tests ont &té entreprises au Centre
Hospitalier Régional de Lille, dans le service de

Dermatologie de M. le professeur BERGOEND, sous 1la direction
du Dr MARTIN.

1) Détermination de 1'Indice d'Irritation Primaire Cutanée

L'évaluation de 1'indice s'effectue sur des lapins

albinos maAles de 2,5 A& 3,5 kg environ, selon 1la méthade
officielle (J.O. 1976a).

1.1) La préparation des lapins

11 faut utiliser six 1lapins par test toxicologique.
Chaque animal a le flanc rasé&. Aprés 24 heures de repos,
trois incisions sont pratiquées & 1'aide d'un vaccinostyle,
sur 1'un des flancs de l'animal. Le test commence aprés 24
heures de repos, en applicant deux carrés de gaze (3 cm x 3
cm), 1'un sur la surface incisée et 1l'autre sur le flanc
intact du lapin. 0,5 ml de la solution 38 tester sont déposés
au centre de chaque <carré, de fagon & obtenir wune tache
d'environ 1 cm de diamétre. Pour tester les sels d'ammoniums
quaternaires libres, des solutions aqueuses de 0,1 mg.ml™?
ont &té préparées et amenées a& neutralité de pH. Lors des
essals avec tissus, la gaze est remplacée par des
8chantillons (3 cm x 3 cm) de tissus traités ou non (témoin).
L'ensemble est recouvert de sparadrap et laissé au contact de
la peau. Les lectures sont effectuées aprés 24 et 72 ‘heures
de contact.

1.2) Lecture et expression des résultats

Une note de 0 & 4 est attribuée en fonction de la
formation éventuelle d’'érythémes et d'oced@mes provoqués par
les différents produits sur la peau. Les cotations sont les
suivantes
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ERYTHEME ET FORMATION D' ESCARRES

X Pag d'érythéme ........... Ve e e e i e 0
X Erythéme léger (3 peine visible) ..... e e 1
X Erythéme bien wvisible ........... e e e e 2
X Erythéme modéré & important ........ R
X Erythéme grave (rouge pourpre) avec formation de
légéres escarres (lésions profondes) .............. 4
FORMATION D' QOEDEME
¥ pas d'0ed@me . ... e e e e e e 0
X Oedéme trés léger (3 peine visible) ............... 1
¥ Oedéme l&ger (contours nets, gonflement apparent .. 2
¥ Oedéme moyen (épaisseur environ 1mm .............. 3
X Oedéme grave (plus de 1 cm d'é&paisseur et plus de
1l cm® de surface) ........ciiiiiiiiiin, e 4
Les deux notes sont ajoutées 1l'une & 1'autre pour
obtenir une cotation variant de 0 & 8 par observation. Deux
lectures (24 et 72 heures de contact) sur deux surfaces
(incisée et non incisée) sont effectuées sur les 6 lapins. La
moyenne des 24 notes obtenues donne la cotation finale. Les
prodults sont classés en fonction de la note finale, de 1la

maniére suivante

Non irritant
a2 Légérement irritant
asb Moyennement irritant
8 Trés irritant

i
v NNOo O

La note finale constitue 1'Indice d'lIrritation Primaire
Cutanée (IIPC).

2) Détermination de 1la tolérance cutanée aux applications
itératives

Ce test est destiné& & mesurer 1l'effet & 1long terme de
produits appliqués &8 la peau. Les tests sont effectués avec
des lapins albinos midles de 2,5 & 3,5 kg environ. Il s'agit
également d'une méthode officielle (J.O. 1976b). Nous avons
employé ce test uniquement sur des tissus.
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2.1) La préparation des lapins

Pour chaque tissu, trois animaux sont tondus sur une
surface de 80 cm® (dos et flanc) par kg de poids vif. Une
surface de 5 cm® est par ailleurs dégagée pour servir de
témoin. Les textiles ont é€té cousus sous forme de manchon qui
sont enfilés sur 1’'animal pour venir se plagquer au niveau des
surfaces rasées. Le mnanchon est maintenu & 1'aide d'un
sparadrap externe n'ayant aucun contact avec la peau.
L'animal ne peut ainsi se débarrasser du tissu en cours

d'expérience. Le tissu est renouvelé deux fois par semaine.
L'expérience dure 90 jours.

2.2) Lecture des résultats

Un certain nombre d'observations sont & effectuer

- Le poids de chaque animal est mesuré chaque semaine.

Les poils de 1la =zone d'application sont tondus & cette
occasion,

- L'aspect et 1la vitesse de repousse des poils est
observée,

- L'épaisseur de la peau est mesurée & 1l'aide d’'un
palmer,

- La formation d'érythéme et d'oedéme est &valuéa selon
la cotation du test d4'I1IPC.

- Un examen histologique de la peau et une analyse de
sang et d'urine sont effectués mensuellement.

Les différents résultats sont présentés sous la forme
d'un bilan général en fin d4'expérience.

3> Les patch-tests

L'étude a &t& menée sur 50 patients (23 hommes et 27
femmes). Le systeéme de patch-test est utilisé dans les
h6pitaux pour déterminer la cause des réactions allergiques
développées par certains patients. 11 se présente sous forme
d'une bande adhésive comportant de petites pastilles
imprégnées des produits suspectés. Plusieurs tests peuvent
8tre effectués simultanément. Pour notre expérimentation
quatre tests ont été effectués par sujet
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= Un avec le tissu témoin non traité.

- Un avec le sel no 6 dilué 3 1 mg.ml—*, La solution est
amenée 3 neutralité de pH.

- Un avec du tricot (Jersey) comportant 5S¢ g d'ammonium
quaternaire fixé& (sel no 6) par kg de coton.

- Un avec du tissu chargé & 15 g/kg de coton.

Les produits sont appliqués au contact de 1la peau
(dégraissée & 1'éther) pendant 48 heures. La lecture est
effectuée une demi-heure aprés 1'ablation des patch-tests.
L'estimation se fait selon la cotation internationale

0 = Pas d’'effet
+ = Erythéme
++ = Erythéme et ocedéme

+++ = Erythéme, ocedéme et vésicules

A la lecture, on peut observer é&galement des réactions
non allergiques mais orthoergiques qualifiées d'effet
desséchant ou d'effet savon.
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PRESENTATION DU TRAVAIL

Nos travaux ont &té entrepris dans une optique de

recherches & 1la fois appliquées et fondamentales. La
recherche appliquée a pour objectifs, 1la conception et 1la
synthése d4d’un nouveau textile antimicrobien (biotextile). Ce

textile doit @€tre basé sur le concept de "biotextile &
labilité fixe", qui permet 1l'obtention d'un tissu capable de
conserver ses propriétés apreés lavage. Ainsi, 11 est possible
de concevoir un textile antimicrobien de faible cout,
utilisable & grande é&chelle. L'aspect fondamental concerne
les ammoniums quaternaires, dont il est intéressant d’'étudier
le comportement et 1le mode d'action, aprés fixation. Le
biotextile présents, en effet, un concept nouveau de
désinfection avec des produits insolubles.

Pour ces é&tudes, 11 faut, dans un premier tenps,
déterminer 1la formule chimique des sels d’' ammoniuns
quaternaires destinés 3 la fonctionnalisation du coton. Ces
sels doivent présenter des qualités diverses : faible colUt de
fabrication, bon rendement de fixation, activité antiseptique
intense et un profil toxicologique acceptable. La mise en
évidence du pouvoir antiseptique des sels choisis, aprés leur
fixation doit @tre faite par une méthode fiable adaptée & nos
besoins. Aprés la mise au point de cette méthode, nous
pourrons déterminer 1les principaux parametres du futur
biotextile (choix du sel, de la charge en produits fixés).

Dans la phase suivante, nous devons accéder & un stade
de pré-synthése industrielle (stade pilote). La faisabilité
du procédé de fabrication & 1'é&chelon industriel doit @tre
établie sur la base d'un textile dont 1les caractéristiques
sont déterminées dans la phase 1initiale. Ce textile peut
alors €tre &tudié@ de maniére plus approfondie : spectre
d'activité antibactienne et antifongique, utilisations du
biotextile & des applications spécifiques, ne relevant pas du

domaine de 1'hygi&ne corporelle (filtration de 1liquides,
d’air).
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" L'aspect fondamental de nos travaux est surtout axé sur
la comparaison de l'activité antiseptique entre les ammoniums
guaternaires insolubles (fixés) et les produits solubles
(libres)>. Deux préoccupations motivent ces &tudes : la
détermination du mode d’action du biotextile et 1'étude de
1'influence de différents facteurs physico-chimiques sur
l'expression du pouvoir antiseptique. Ce dernier aspect
présente un intérét quant aux conditions d'utilisation future
du biotextile. Dans un premier temps, les interactions entre
les ammoniums quaternaires fixés et les systémes membranaires

des cellules bacté&riennes, sont étudiées par diverses
méthodes <(&tude de 1la perméabilité membranaire, de la
résistance et de la sensibilité de certaines bactéries). Dans

un second temps, les influences de la température, du pH, de
la présence de substances interférentes et de 1'humidité
relative, sur le pouvoir antiseptique du biotextile, sont
abordées.



RESULTATS

T

COMMENTAIRES
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I. ELABORATIONR ET CARACTERISATION DU BIOTEXTILE

Dans cette phase, nous avons é&tabli 1les principaux
paramétres du biotextile :

- La formule chimique des sels d'ammonium quaternaire
greffés.

- Les techniques d'étude du pouvoir antiseptique des
tissus.

- La quantité optimale de sel 3 fixer.

Les sels ont été synthétisés par M. JOLY (1982), au
laboratoire de Chimie Organique III de 1'Université de Nancy

I. Le traitement des celluloses a &été& effectué &8 la Filature
de La Gosse,

1) La sélection des produits de fonctionnalisation

La détermination des Concentrations Minimales
Inhibitrices (CMI)> et de la résistance physico-chimique des
sels de fonctionnalisation, ont pour principal objectif de
détecter et déterminer les meilleurs produits de greffage.
Sur 50 composés, é&laborés par M. JOLY, 31 ont &té rapidement
abandonnés en raison de leur instabilité chimique et de 1leurs
faibles rendements de synthése ou de fonctionnalisation. Le
choix des sels dépend de trois autres facteurs : pouvoir
antiseptique, analyses toxicologiques et prix de revient.

1.1) Activité antiseptique des sels d’ammoniums

guaternaires
Le pouvoir antiseptique des 19 sels, pré-sélectionnés
par M. JOLY, a &té déterminé en utilisant le cétrimide comme
élément de comparaison. Les tests ont &té menés avec
Staphylococcus aureus CIP 7625 (tableau -XVII-) et quatre
autres souches appartenant aux principaux groupes de

microorganismes pathogénes hospitaliers (tableau -XVIII-).
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Les sels du groupe 1V (no 6, g, 10, 36 et 37) se
distinguent nettement des quatorze autres formules par leur
activité antiseptique importante (CMI faible). Les sels no 36
et 37 sont méme plus efficaces gque le cétrimide. Nous
remarquons d'emblée la grande sensibilité des Dbactéries A
Gram positif et notamment de Staphylococcus aureus . La
bactérie la plus résistante est Pseudomonas aeruginosa ,
ainsi qu’'il était prévisible. Enfin, nous notons 1le bon
comportement des sels vis-a-vis de 1la levure Candida
albicans . La relation structure chimique-pouvoir anti-
septique est débattue dans la partie confidentielle.

A la lecture de ces résultats, nous avons décidé de
suivre plus particuliérement les sels du groupe 1V, & savoir
les sels no 6, 8, 10, 36 et 37. Les tests suivants ont é&té
menés avec la bactérie 1a plus sensible ( Staphylococcus
aureus >, afin de mieux détecter 1les variations du pouvoir
antiseptique des sels.

¢+ Sel no : CMI i Sel no H CHMI

: 2 i\ 2250 H 26 : 93,75 i
: <] : 0,07 i 28 ' 562,5 ‘
] 8 : 0,37 | 29 : 562,5 '
H 10 : 0,15 | 30 : 187,5 '
' 20 : 375 : 32 ] 234,38 |
: 21 : 117,19 | 33 : 140,63 |
' 22 H 83,75 | 35 ' 750 ]
: 23 : 117,19 | 36 ' 0,04
: 24 : 70,31 | 37 : 0,04 |
: 25 ] 234,38 | Cétrimide | 0,04 |
Tableau -XVII- : Détermination des Concentrations

Minimales Inhibitrices (CMI en ug.ml~*) des sels libres
vis—-a-vis de Staphylococcus aureus CIP 7625
(10® u.f.c./ml)
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{ Sel no H A : B ' C : D '
g 2 ¢ 3750 ¢ 3750 1 3750 ¢ 3750 '
' 6 ' 1,76 1,46 | 2,34 0,15 1
: 8 : 2,93 | 3,52 | 18,75 | 0,37 1
: 10 ] 2,93 | 1,46 | 23,44 ! 0,07 1
' 20 i 3750 v 3750 i 3750 i 1875 i
: 21 ¢ 3000 ¢ 3750 1 3750 i 3750 :
i 22 i 3000 i 1875 i 3750 i 1875 i
' 23 i 3000 1 2250 v 3750 i 937,55
i 24 i 1875 i 2250 ¢ 1500 i 937,55 |
: v4s} ¢ 3000 ¢ 1500 i 2250 ¢ 937,55 |
' 26 ¢ 3000 i 3750 i 3750 i 3750 '
: 28 1 3750 i 3750 i 3750 ¢ 1875 :
: 29 i 3750 i 3750 i 3750 ¢ 3750 g
: 30 v 3750 i 3750 i 3750 ¢ 3750 H
' 32 v 3000 1 3750 i 3750 v 1875 i
: 33 i 3000 i 3000 1 2250 v 750 i
: 35 v 3750 i 3750 i 3750 i 3750 '
H 36 : 0,44 | 0,22 | 1,17 1 0,04 |
1 37 : 0,44 | 0,22 | 1,46 | 0,04 !
{ Cétrimide ! 1,46 | 0,37 . 1,46 | 0,04 |

Tableau -XVIII- : Détermination des Concentrations
Minimales Inhibitrices (CMI en nug.ml~?*) des sels libres
vis—a—-vis de (10® u.f.c./ml) :

A
B>
o
D

Escherichia coli CIP 7624
Candida albicans CHR

Pseudomonas aeruginosa CIP 76110
Streptococcus faecalis CIP 5855
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1.2) Etude de la stabilité chimique des sels libres

Nous avons wvoulu, par cette étude, répondre aux
questions suivantes :

- Les sels peuvent-ils ré&sister aux traitements &
température élevée (stérilisation par autoclavage) ?

- Sont-ils trés sensibles aux variations de pH ?

~ Des concentrations importantes de NaCl, présent dans
la sueur, peuvent-elles nodifier notablement le
pouvoir antiseptique ?

1.2.1) Influence du traitement thermiqgue

Les résultats obtenus (tableau -XIX-)> montrent que 1les
sels du groupe IV (6, 8, 10, 36 et 37) peuvent supporter un
traitement & 1l'autoclave de vingt minutes & 121=C. L'activité
antiseptique n'est pas modifiée. Nous avons par ailleurs
montré que les sels du groupe III ( sels 22 & 25) sont
également stables, tandis que les sels des groupes [ et 11
perdent une notable partie de 1leur pouvoir antiseptique,
comme par exemple le sel 33 (CMI multipliée par quatre). Nous
pouvons envisager la stérilisation des é&chantillons de tissu
par autoclavage pour les tests ultérieurs.

i sel no . non ' 75=C i 100-=C i 121=C :
' i traite | ' : '
i 53 : 1,95 | 1,95 | 1,85 | 1,95 |
i 8 ' 0,37 0,37 | 0,37 | 0,73 |
' 10 : 0,24 | 0,12 | 0,24 0,24 |
' 22 i 625,00 1 625,00 ¢ 625,00 | 625,00
' 23 v 312,50 | 625,00 { 625,00 | 625,00
' 24 v 312,50 ! 312,50 ¢ 312,50 i 312,50
H 25 ' 625,00 | 625,00 i 625,00 | 625,00
g 33 v 140,63 ¢ 281,25 + 375,00 469,75 .
g 36 ' 0,49 | 0,49 0,49 | 0,49 |
‘ 37 H 0,49 | 0,49 | 0,49 | 0,49 |

Tableau -XIX- : Influence d'un traitement thermique

de 20 minutes sur 1l'activité antiseptique (CMI en ug.ml™?*)
des 10 meilleurs sels vis—-a—-vis de
Staphylococcus aureus CIP 7625 (105 u.f.c./ml)
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1.2.2> Influence du pH

Les sels du groupe IV (6, 8, 10, 36 et 37) semblent Etre,
une fois de plus, les mnolécules les plus stables, Leur
activité antiseptique intense n’a pas permis la détection de
variations notables dues au pH. Les sels des autres groupes
montrent & 1'opposé un comportement prévisible : leur

activité antiseptique est plus importante & pH basique gqu'a
pH acide (tableau -XX-)>.

Certains sels <(no 33>, déja instables au traitement
thermigque, perdent beaucoup d’activité a pH 6. Le
comportement des sels au pH est important en raison de la

future utilisation de ces composés qui seront au contact avec
la peau (pH acide).

i sel no | pH 6 i pH 7 : pH 8 i
: 6 : 0,37 0,37 | 0,18 |
: 8 ' 0,37 0,37 0,73 i
: 10 : 0,37 i 0,73 | 0,37 |
: 22 1 1875,00 | 837,50 ¢ 468,75 |
' 23 i 1875,00 { 937,50 | 468,75 |
' 24 » 837,50 | 234,38 ' 117,19
‘ eSS i 937,50 ¢ 937,50 | 468,75 |
: 33 i 3750,00 | 1875,00 I 468,75 |
g 36 ' 0,18 | 0,18 | 0,18
' 37 ' 0,18 | 0,18 | 0,18
Tableau —XX- : Influence du pH sur 1l'activité antiseptique

(CNI en pg.ml™*) des 10 meilleurs sels vis—-a-vis de
Staphvlococcus aureus CIP 7625 (102 u.f.c/ml)
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1.2.3) Influence de la concentration en chlorure
de sodium

Les résultats <(tableau -XXI-> nous ont confirmé
1’instabilité des sels des groupes I et II, ainsi qu'on peut
le voir, avec 1le sel 33, que nous pris pour exemple.
Cependant, les variations de CMI sont moins importantes que
dans les cas précédents (traitement thermique, pH). Pour les
autres composés, 1l n’existe aucune différence entre 1l1la CHMI
déterminée en présence de 20 g.1l-* de NaCl et 1l1la CMI
déterminée avec 60 g. 171,

: 6 ' 0,18 | 0,18 | 0,18 |
: <3 : 0,37 : 0,18 : 0,18 :
: 10 ' 0,37 | 0,37 i 0,18 !
: 22 i 468,75 | 468,75 | 468,75 |
: 23 ! 468,75 | 468,75 | 468,75 |
H 24 V117,19 ¢ 234,38 | 117,18 |
H 25 ! 468,75 | 468,75 234,38 |
: 33 ! 937,50 | 234,38 ' 234,38 |
' 36 ' 0,18 0,18 ! 0,18 |
H 37 : 0,18 0,18 | 0,18 |
Tableau —-XXI- : Influence de la concentration en NaCl

sur 1'activité antiseptique (CMI en ug.ml™*)
des 10 meilleurs sels vis—a—-vis de
Staphylococcus aureus CIP 7625 €102 u.r.c/ml)

1.3) Etude toxicologique des meilleurs sels

Nous avons complété notre étude par un test
toxicologique. Les meilleurs composés (sels no 6, 8, 10, 386
et 37> ont donc subi un test toxicologique, pour déterminer

leur Indice d'Irritation Primaire Cutanée (IIPC). Ces tests
ont 6té effectués a la Faculté de Pharmacie de Lille sous la
direction ée M. le professeur J.C. CAZIN.



i sel no ! IIPC ! conclusions '

i 6 v 2,25 | Moyennement irritant |

: 8 i 2,62 | Moyennement irritant !

! 10 i 3,00 | Moyennement irritant !

: 36 i+ 1,37 | Légérement irritant :

i 37 v 1,37 | Légeérement irritant d
Tableau —XXII- : Indice d’Irritation Primaire Cutanée

ou IIPC, des solution aqueuses (0,1 mg.ml—2)
des cinq mellleurs sels (groupe 1V).
Tests effectués sur la peau du lapin.

Les IIPC permettent de classer les sels en deux groupes
(tableau -XXII-)>

- Sels lé&gérement irritants : no 36 et 37
~- Sels moyennement irritants : no 6, 8 et 10

L'irritation 1lé&gére ou moyenne provoquée par les
solutions & 0,1 mg.ml—* des sels retenus est souvent observée

pour des ammoniums quaternaires (CUTLER 1870).

1.4) Conclusions

Le choix des formules est simple. Seuls les composés du
groupe IV présentent un 1intérét pour nous. Nous avons
cependant décidé 1'abandon du sel no 10 qui est a la fois le
sel le moins actif et celui qui posséde le plus fort Indice
d'Irritation Primaire Cutanée. Les quatre formules choisies
(sels no 6, 8, 36 et 37) possédent, en outre, un rendement de
fixation acceptable (voir la partie confidentielle).
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2) Le choix de la m&thode de détermination du pouvoir
antiseptique des celluloses fonctionnalisées

Les deux étapes suivantes de notre travail ont pour but

-1- De savoir si les sels d'ammoniums quaternaires sont
encore actifs aprés la fixation sur le coton.

-2- De choisir une méthode fiable pour déterminer cette
activité antiseptique.

Ces deux points ont été traités simultanément.
L'objectif visé est la mise au point du protocole
expérimental permettant de mettre en &vidence, de 1la maniére

la plus slire possible, 1l'activité antiseptique des tissus
traités.

2.1) Les tests préliminaires

Les premiers essais furent menés avec des &chantillons
de tricot Jersey fonctionnalisés par 1le sel no 8. Deux
charges furent utilisées : 36 et 146 g/kg de coton.

Les techniques wusuelles de détermination du pouvoir
antiseptique <(CMI, méthode des coefficients phé&nol> ne
peuvent pas &tre appliquées A cause de 1'immobilisation des

molécules antiseptiques aprés le traitement. ©Nous avons pu
constater qu'en présence d'un morceau de tissu traité, une
culture bactérienne est simplement retardée (figure -18-). Le

temps de latence est allongé mais la phase exponentielle de
croissance n'est pas modifiée. Il semble que le tissu ait agi,
sans toutefols éliminer toutes les bactéries présentes

initialement. Les cellules, qui ne sont pas entrées au
contact avec le tissu, ont subsisté& et se sont reproduites.
Cette simple expérience nous donne deux indications
intéressantes

- Les sels d'ammoniums quaternaires sont bien fixés et

ne diffusent pas dans le milieu ambiant ; dans le cas
contraire, les cellules auraient &té inhibées rapidement. Le
non-relargage d'ammoniums quaternaires par le tissu a pu etre
nmis en é&vidence en s'inspirant de la méthode des
antibiogrammes. S1i un morceau de tissu est déposé a la
surface d'une g&lose nutritive ensemencée, il n'apparailt

aucun halo d'inhibition autour du tissu aprés incubation.
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Figure ~18—- : Courbes de croissance d'une culture (5 ml)
non agitée de Staphylococcus aureus sur milieu de LURIA
a 37°C : (O témoin sans tissu, (A) en présence d'un
échantillon (5 cm®)de tissu traité avec le sel no 8
(36 g/kg de coton)

De méme, des bactéries, mises en suspension dans une solution

de NaCl 2 9 g.17* o0 a s&€journé un échantillon de bilotextile,
ne sont pas 1nhibées.

- Il semble, par ailleurs, que les sites actifs du tissu
se 'saturent' selon le modéle (3> de GAGLIARDI (1962>, que
nous avons évoqué page 66. Dans ce modéle (biotextile &
labilité fixe), 1l'antiseptique fixé & la fibre ne peut agir
qu’'une fois. Si la population initiale de bactéries n'est pas
inhibée rapidement, elles se développent et 1la capacité du
biotextile est rapidement dépassée ; 1l devient totalement
inactif. La croissance bactérienne se développe alors
normalement. Si les sites ne s'étaient pas saturés, nous
aurions probablement obtenu un effet bactéricide ou
bactériostatique (population stable), ou encore des courbes
de croissance plus étalées. Il est donc primordial que toutes
les cellules entrent en contact avec le tissu lors des tests
d'efficacité antimicrobienne.
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Nous sommes donc confrontés au probléme suivant : Tester
a4 la fois le pouvoir antiseptique 4’'un désinfectant insoluble
et d’'une surface "auto-stérile. Pour solutionner ce problémne,
nous avons choisi deux méthodes simples o2 1le contrdle de
1'inoculum est aisé : La méthode du contact agité, ot
l'agitation favorise le contact des bactéries avec le tissu,

et la méthode AATCC (1975), ol le tissu est imprégné par une
suspension bactérienne.

2.2) Conparaison entre la méthode du contact agité
et la méthode AATCC

Les celluloses utilisées lors des essails, sont des
tricots (jersey) traités & raison de 36 et 146 g de sel no 8
par kg de coton. Nous avons choisi Staphylococcus aureus
CIP 7625, pour l'ensemble des tests. Nous avons rassemblé,
pour chaque mé&thode, deux exemples ol la population
bactérienne initiale est sensiblement identique. Les essais
effectués avec la méthode du contact agité sont rassemblés
dans le tableau -XXIII- ; ceux effectués par 1la méthode de

1' AATCC, dans le tableau -XXIV-

Comme on peut le voir sur les deux tableaux de résultats,
les tissus greffés avec le sel no 8 possédent wune activité
bactéricide. Dans certains cas, nous n'avons détecté aucune
bactérie survivante aprés 6 heures de contact pour un
inoculum initial de 104 u.f.c¢ par cm®. Par ailleurs, une
charge importante en ammonium quaternaire (146 g/kg de cotond
ne semble pas plus active gqu’'une charge de 36 g/kg de coton,
Nous retrouverons ce phénoméne ultérieurement.

Le tableau -XXIII- montre que nous avons eu des
problémes de reproductibilité des résultats avec 1la méthode
du contact agité. Les tissus traités montrent <tantSt une
activité bactéricide intense, tantdt une activité
antiseptique faible. Dans certains cas, les bactéries ont &té
inhibées fortement dans 1le tube témoin. Plusieurs raisons
peuvent expliquer ces &carts importants. D’abord 1l'agitation
n’'est peut 8tre pas suffisamment homogéne, malgré 1le systéme
de tables tournantes dont nous disposions. D'autre part, Ila
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No

charge

Exenple no 1

i 30,8

3,7.10=

7,25

8,7.10=

]
t

i 1,2.104

témoin

Exemple no 2

1 23,97

3,3.10=

5,54

7,7.10=

1 1,4.10-

témoin

36 g/kg !

par la méthode du contact

de 1'activité antiseptique de celluloses

Détermination,

Tableau -XXIII-

agite,

vis—-a-vis de

Staphvyvlococcus aureus CIP 76295

greffées avec le sel no 8,

6 et 24

0,

apres

tissu

u.f.c.

Ng et N24 H

heures de contact

No,

par cm* de

Indices de survie (%)

Ss et Sz‘ H
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charge

Exemple no 1

1,2.10"

142

1 1,7.10"

¢ 65,8

7,9.10=

t
]

témoin

36 g/kg |

Exemple no 2

192

1 2,5.10°

i 99,2

7,7.10=

i 1,3.10=

témoin

: Détermination, par la méthode AATCC
de 1l'activité antiseptique de celluloses greff&es avec

Tableau -XXIV-

vis—a-vis de Staphylococcus aureus CIP 7625

le sel no 8,

et 24

o, 6

u.f.c. par cm® de tissu aprés

heures de contact

Ns et N24 H

NO *

Indices de survie (%

Ss et Sza ¢
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numération est faite sur une partie aliquote du tampon o1
plonge 1'é&chantillon de tissu. Par conséquent, nous
n’ évaluons pas la quantité de bactéries présentes au niveau
des textiles. Or, i1 est fort probable que 1les cellules
bactériennes soient attirées vers les tissu traités, et peut-
étre vers les tissus témoins., La répartition des cellules ne
serait pas homogéne malgré l'agitation des tubes. Enfin, pour
effectuer les prélévements, les tubes doivent &tre sortis
momentanément de la chambre chaude et 1l'agitation arrétée.
Ces manipulations sont une nouvelle source de variations et
peuvent expliquer le fait qu’'il ne subsiste que S5 & 7 % de 1la
population initiale aprés 6 heures, dans les tubes témoins.

La méthode de 1'AATCC est bien plus satisfaisante. La
reproductibilité des résultats, telle qu'elle apparait dans
le tableau ~-XXIV-, n'est pas une exception. La tenue des
témoins est meilleure puisque nous arrivons & maintenir la
population initiale 3 un bon niveau de stabilité&. Le probléme
principal est d'acquérir 1la certitude que toutes les
bactéries, présentes sur le tissu, sont bien détachées par le
milieu lé&cithine—-tween. Nous avons suivi conjointement 1la
survie de deux populations identiques de bactéries mises en
suspension dans le tampon phosphate. L'une est demeurée dans
un tube & essai, l'autre a &€té déposée sur un tissu témoin.
La quantité totale de cellules survivantes a &té& déterminées
aprés 0, 6 et 24 h d'incubation &8 30=C (tableau -XXV-). Au
temps initial, nous récupérons environ 83 % des bactéries
inoculées sur tissu. Ces résultats sont en accord avec ceux
de HOFFMAN (1955) et de WILLIAMSON (1965), qui estiment & 83-
85 % le taux de récupération de cellules bactériennes
déposées sur la peau et détachées selon une méthode similaire.
Un taux identique de 83 % est obtenu, au temps 1nitial (No)J,
avec des textiles traités. Aprés 6 ou 24 h d’'incubation, i1
n'est plus possible de calculer un pourcentage de

récupération. Les conditions différentes d’' incubation
influent sur la survie des bactéries. Ainsi, les cellules au
contact du tissu ont un meilleur taux de survie.
L'explication de ce phénoméne réside peut-étre dans
1'existence de matidres nutritives au niveau des celluloses.
Cependant, par microscopie é&lectronique & balayage, nous
avons pu constater, tant sur tissu traité que sur tissu
témoin, 1l'absence quasi-totale de bactéries au niveau des
fibres, aprés lavage au milieu 1lécithine-tween. ©Nous avons

donc admis un taux de ré&cupération de 83 % pour toutes les
opérations de dénombrement de bactéries sur tissu.



! H No : Ne ' Noa '
i —A- i1 6,0.10+ ! 4,4.10= | 1,09.104 |
i —-B- { 5,0.10+¢ | 6,0.10+ | 2,5.104
Tableau —-XIXV- : Survie de Staphylococcus aureus CIP 7625 en

tampon phosphate 0,2 M pH 7,2 & 30°C : —-A- sans tissu (1 ml)
et -B- avec tissu (1 ml pour 60 cm® de tissu té&moin).
(Bo, Ne et N2, : u.f.c./ml aprés 0, 6 et 24 h)

Nous avons procédé & des tests statistiques afin
d'évaluer la précision de la méthode AATCC. Le tableau -XXVI-
rassemble 20 cinétiques de survie de Staphylococcus aureus
sur tissu témoin. Nous avons estimé 1la précision de chaque
mesure (No, Ne et Nz4). A la moyenne m des n estimations de

la mesure considérée, est assigné un intervalle de confiance
pour un risque de S5 % :

s est 1'é&cart-type estimé sur la mesure, et t 1la vwvaleur
donnée par la table de t pour le nombre de degrés de liberté
(n-1) et le risque 5 %. Nous obtenons ainsi

No = (1,6 + 0,2).10® u,f.c./cm® ; log(¥o) = 5,025 + 0,053
Be = (1,1 + 0,3).10% u.f.c./cm® ; log(Nes) = 5,002 + 0,105
Hos = (6,8 + 3,9).104 u.f.c./cn® ; log(H-.) = 4,520 % 0,270

Les mesures No et Ne sont trés précises ( + 0,1 unité
log). La comparaison de ces deux moyennes indique que No
n'est pas significativement différent de Ne (risque de 5 %).
La mesure de Nz2. est beaucoup plus fluctuante (¢ * 0,3 unité
log). Nous attribuons ce fait & 1'h&térogénéité des tissus
(impuretés, différentes qualités de coton). En moyenne, pour

Staphylococcus aureus , la population décroit sensiblement.

Ne et No sont, par ailleurs, significativement différents de
N>4 (risque de 5 %.
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4,944
4,869

8,8.10«

5,079
5,114

1,2.10=
1,3.10=
2,2.10%
6,2.104
1,2.10%
1,0.10%
2,2.10%
7,0.10=
1,0.10"
1,7.10%=
1,1.10%=

5,079
5,255
5,176
5,000
5,204

1,2.10®
1,8.10%
1,5.108
1,0.10%
1,6.10=
1,8.10%
1,9.108
1,2.10=
2,3.10%
1,9.10%
2,0.10%

1
2
3

7,4.104

4
5
6
7
8
9
10
11

4,322
4,940

2,1.10+
8,7.10«
1,4.10+
1,1.105
8,1.10=
1,3.10%=
1,8.10®=
6,2.104
5,2.104

4,792

¢
L)

5,079
5,000
5,342
4,845
5,000
5,230
5,041

1]
]

[}
1

4,146
5,041

5,255
5,279
5,079
5,362

1
'

4,908
5,114
5,255

5,279
5,301

4,792
4,716

5,176

14
15
16
17
18

3,964

9,2.10=
2,5.104
5,1.10=
6,4.10"%
2,7.10«
1,3.104
3,0.10«

4,763
5,255
4,833

5,8.104
1,8.10"=
6,8.104
1,0.10=
5,2.104
4,3.104
1,5.10%8

5,342
5,301
5,204

2,2.10%
2,0.10=
1,6.10%
1,5.10%
1,0.10®

4,398
3,708
3,806
4,431

5,000

5,176
5,000

4,114
3,477

4,716
4,633
5,176

m
=3

4,520
0,568

6,8.10«
8,4.104
3,9.10«

5,002

1,1.10%=
0,6.10=
0,3.10°%®

5,025

1,6.10%
0,4.10=
0,2.10"8

0,224

0,113
0, 053

i

0,270
avec

0,105
Estimation de la précision des dénombrements

{(méthode AATCC) sur tissu témoin,
Staphylaococcus aureus CIP 7625

Tableau —-XXVI-

numéro d'essai

n

heures

24

6 et

u.f.c/cm® de tissu apreés O,

No,Ns et Nz‘ .

de contact

Ns et N24

logarithme décimal de No,

log

Moyenne

m
s
i

écart-type

Intervalle de confiance pour un risque de 5 %

(t = 2,093
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Si nous nous référons de nouveau au tableaun -XXV- en
applicant les intervalles de confiance, les dénombrements No
ne sont pas significativement différents. La méthode de

récupération des cellules bactériennes par le milieu
lécithine—-tween est donc fiable.

2.3) Conclusions

La méthode du contact agité& n'est pas fiable car elle
est trop peu fidéle (non reproductibilité des résultats). Les
témoins ne sont pas satisfaisants ; la survie des bactéries
est précaire. Nous avons donc choisi la méthode de 1'AATCC,
qul ne pré&sente aucun de ces inconvénients. Cette méthode
permet, en outre, de traiter un nombre plus important
d’'échantillons dans une méme expérimentation.

Nous avons pu prouver que le sel no & demeure actif
aprés fixation grace & la technique d&veloppée par 1'AATCC.
Cette derniére méthode a &té adoptée dé&finitivement comnme

test de routine pour éprouver 1l'efficacité bactéricide des
tissus traités,

3) Le pouvoir antiseptique des celluloses fonctionnalisées

Jusqu'a présent, le choix du sel d4d'ammonium quaternaire,
de 1la charge et de 1la taille de 1'inoculum, ont été
arbitraires. Ces paramétres ont été définis sur des
échantillons de tricot (Jersey) traités par les sels retenus
(no 6, 8, 36 et 37).

3.1) Activité antiseptique des sels fixés

Les celluloses ont &té traitées & raison de 15 g de sel
par kg de coton et éprouvées vis-a-vis de quatre souches
bactériennes (tableau ~XXVII-). Les tests ont &té menés avec
102 u.f.c./cn® de tissu, sauf pour Pseudomonas aeruginosa ,
qui s’'est rapidement avérée plus résistante que 1les autres
souches.

Les quatre tissus ont réussi & inhiber les suspensions
de Staphyvlococcus aureus , d' Escherichia coli et de
Streptococcus faecalis . Aprds 6 heures de contact, 1l ne
subsiste plus guere de germes revivifiables.
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Staphylococcus aureus CIP 7625

2,8.10= 52,8 4,8.10"= 80,6

5,3.10=

heures

368
8518
20370
10000
35185
24

et

1,4.10«

4,6.10=

1,1.10%®

5,4.104

1,9.10"

1,3.10=
6

126

154
92,6
74,2

259
23,4

Activité antiseptique de celluloses

fonctionnalisées par des sels d’ammoniums quaternaires

4,8.10=
8,3.10=
5,0.10=
4,0.10=
1,4.10=
7,5.10=

(charge 15 g/kg de coton)

Escherichia coli CIP 7624

Streptococcus faecalis CIP 5855
u.f.c./cn® de tissu aprés 0,

1"
”"
"
1"
11
1"
"

Pseudomonas aeruginosa CIP 76110
Indices de survie (%>

3,8.10=
5,4.10=
3,2.10=

Tableau —-XXVII-
Ns et N24 H
de contact

Ss et Sz‘ 4

té&moin

No»
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Avec Pseudomonas aeruginosa , seule 1la cellulose greffée
avec le sel no 6 est active. Les autres tissus se comportent
comme le tissu té&moin (différences non significatives).
Lorsque 1l'inoculum est augmenté (102 u.f.c./cm® de tissu), 1le

tissu greffé& au sel no 6 a un effet bactériostatique <(nombre
identique de bactéries aprés 24 heures).

Nous avons pu remarquer, que si les bactéries n'étaient
pas totalement inhib&ées aprés 6 heures de contact, la
population microbienne se reformait rapidement pour atteindre
ou dépasser la quantité initiale de germes présents sur les
tissus. Les bactéries survivantes se développent en utilisant
les substances nutritives issues des cellules mortes et des
minéraux apportés par les impurefés du coton. Nous observons
souvent une bailsse l&gére du nombre de bactéries sur les
témoins aprés 6 hLeures de contact. Cette observation est
imputable au stress causé par 1la préparation de 1'inoculum
(centrifugations, changement de milieu .. etc).

3.2) Détermination de la charge en ammonium quaternaire

Nous avons utilisé des celluloses greffées avec les
formules qui ont montré la meilleure activité antiseptique,
lors la détermination des CMI : Les sels no 36 et 37,
Plusieurs taux de greffage, compris entre 1 et 50 g de sel
par kg de coton, ont &té testés vis-&-vis de Staphylococcus
aureus et d' Escherichia coli . Les résultats sont rapportés
dans le tableaux -XXVIII- (sel no 36> et 1le tableau -XXIX-
(sel no 37>.

Une charge de 5 g/kg de coton suffit & inhiber en 6
heures des suspensions de 1l'ordre de 104 u.f.c./cm® de
Staphylococcus aureus (sels no 36 et 37). Les tissus
chargés & raison de 1 g de sel par kg de coton sont
rapidement saturés. Leur effet n'est que bactériostatique,
car le taux d'ammoniums quaternaires fixés est trop faible
pour inhiber la totalité des cellules. Les cellules
survivantes ont donc pu de développer. L'hypothése de la
saturation des sites actifs se trouve de nouveau plus ou
moins confirmsSe. Il conviendra ultérieurement de connaltre le
devenir de ces sites actifs pour savoir s'ils sont masqués ou
consommés ; si la saturation est irréversible ou non.
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2,1.10+
2,5.104

57,9
0,74
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1,1.10+
1,4.10=

Staphylococcus aureus CIP 7625

1,9.104

charge
témoin

Escherichia coli CIP 7624

70422

36,6

5,0.10®

2,6.10=

7,1.10=

21126

19,7

1,5.10%

1,4.10=

Influence de la charge (g/kg de coton)

en sel no 36 sur le pouvoir antiseptique de

Tableau —-XXVIII-

celluloses fonctionnalisé&es

24 heures

et

6

u.f.c./cm® de tissu aprés 0,

Ng et N24 .
de contact
Ss et 824 H

No,

Indices de survie (%)
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: No

charge

88, 4

8,4.10=

H 18,9

1,8.10°=

Staphvlococcus aureus CIP 7625

i 9,5.10=

témoin

heures

2320

33200
24

et

5,8.10«
8,3.10®=
6

35,2
4,0
ios, 0

Influence de la charge (g/kg de cotomn)

en sel no 37 sur le pouvoir antiseptique de

2,4.10=
8,8.10=
1,0.10=
2,7.10=

Escherichia coli CIP 7624
cellulaoses fonctionnalisées

u.f.c./cn® de tissu apres O,

"
1"
”"
"
1 1]
”

2,5.10=
Indices de survie (%>

Tableau -XXIX-
Ns et N24 .

de contact
Ss et 824 :

témoin

No,

i
1
t
[}
t
]
[
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Des résultats similaires sont observés avec la bactérie
Escherichia coli pour des inoculums de 1l’crdre de 102 u.f.c.
par cm® de tissu. Les sels no 36 et 37 ont une activité
bactéricide trés proche.

3.3) Détermination de l'activité antiseptique maximale

La quantité maximale de cellules bactériennes, pouvant
€tre inhib&es par cm® de tissu, a é&té déterminée en
corrélation avec la charge en ammoniums quaternaires fixés.
Notre propos est de déterminer 1le seuil de saturation des
différents taux de greffages. Les essais ont &t& menés avec
les sels 36 et 37 fixés a différents taux (50 & 1 g/kg de
coton). Nous avons failt varier la taille de 1'inoculum de 10%
3 107 u.f.c./cm® pour Staphylococcus aureus CIP 7625 et de
10® & 10®% u.f.c./cm® pour Escherichia coli CiPp 7624. Afin
de simplifier 1’'exposé des résultats, nous nous sommes servis
du systéme de cotation (tableau -XIV-, p. 91> en utilisant
les symboles +/-.

Etant donné que les activités des sels 36 et 37 sont
trés proches (tableaux -XXVIII- et -XXVIX-), 1les résultats

obtenus ont &€té& considérés globalement er rassemblés dans le
tableau -XXX-.

Vis—-a-vis de Staphylococcus aureus , la guantité
maximale de cellules inhibées en 6 heures a &té& de 1'ordre de
10% u.f.c./cm® de tissu. Le textile, quil a permis ce résultat,
est greffé 3 raison de 15 g/kg de coton. Il est également Ile

seul & pouvoir dinhiber en 24 heures des suspensions
bactériennes de 1'ordre de 107 u. f£f.c./cm*. Vis-a-vis
d’ Egscherichia coli , la meilleure activité a &té observée
avec les celluloses traitées a 15 et 35 g/kg de coton. Ces
tissus inhibent fortement en 6 heures, une suspension

bactérienne de 104 u.f.c./cm=.

Nous avons pu constater, que les tissus les plus
rapidement saturés sont ceux qui poss@dent 1la plus faible
charge en ammoniums quaternaires (1 et 5 g/kg de coton). Par

contre, le tissu ayant la charge la plus élevée (50 g/kg de
coton) n'est pas celui qui posséde 1la plus forte activité
antiseptique. Nous avions déja remarqué que le tissu traits
au sel no 8 n'était pas plus actif & 146 g/kg de coton par
rapport & une charge plus faible ( 36 g/kg>.



charge en

{ sels 36 ou 37 | u.f.c./cm= :
i g/kg de coton ! 108 ' 10= : 107 :
: 50 : +++ : + + H + '
: 35 J ++4+ : + + ‘ + H
: 15 H +++ 1 +++ : + :
H 5 H +++ H + H - ‘
i 1 : - : - : - :

charge en

i sels 36 ou 37 | u. f.c./cm* '
i g/kg de coton | 10= d 10« ' 108 '
' 50 ' + + ' + : + '
! 35 ! +++ + + + !
: 15 : +++ ' + + i + '
: 5 e + : - :
' 1 i - ' - ' - :
Tableau —XXX- : Activité antiseptique de celluloses

fonctionnalisées en fonction de la charge en ammoniums
quaternaires (g/kg de coton) et de la taille de 1'inoculum

Deux raisons peuvent @&tre avancées pour expliquer ce
dernier phénoméne. La fonctionnalisation apporte au tissu un
nombre important de charges positives. La présence de ces
charges électriques peut induire des effets é&lectrostatiques
importants (HERSH 1981). Par ailleurs, le traitement du coton
par les sels du groupe IV augmente son hydrophobicité et Ile
tissu s’ imbibe moins d'eau. Le contact bactérie-tissu serait
moins intime.

En conclusion, 11 existe une charge optimale en ammonium
quaternaire ol 1l'activité du biotextile est maximale. Cette
charge se situerait entre 15 et 35 g/kg de coton.
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3.4) Mise en évidence du masguage des sites actifs

Par une expérimentation simple, nous avons voulu savoir
51 les ammoniums quaternaires &taient consommés ou 1inhibés
aprés avoir agi. Notre propos est ici de déterminer si 1le
tissu est réutilisable. Les essais ont &té menés avec des
tricot jersey traités avec le sel no 6 & raison de 15 g/kg de
coton.

Nous avons, dans un premier temps, laissé pendant 24
heures des échantillons de tissu au contact d'une suspension
importante (10® u.f.c./cm?) de Pseudomonas aeruginosa ou de

Staphylococcus aureus . Les &chantillons ont &té& récupérés,
puls stérilisés & 121<C pendant 20 minutes. Certains tissus
ont ensuite subili successivement les traitements suivants

-2 lavages rapides & 1l'eau de la ville.

-2 lavages dans 1l'alcool & 50 % (V/V) pendant une nuit a
30=C (dégraissage).

-5 rincages a 1l'eau distillée.

Nous n'avons volontairement pas utilisé de détergents
gqui pourraient interagir avec les sels d’' ammoniums
quaternaires. les tissus 1lavés et non lavés ont é&té de
nouveau stérilisés.

L'activité antiseptique des tissus lavés a é&té& é&prouvée
vis-a-vis d' Escherichia coli . Les résultats sont rassemblés
dans le tableau -XXXI-.

L'apprét antimicrobien ne semble avoir &té& altérés ni
par le contact préalable avec 1les bactéries, ni par Iles

lavages : les tissus conservent leur pouvoir antiseptique.
Les biotextiles peuvent donc &tre réutilisés. Les ammoniums
quaternaires sont cependant inactivés aprés avoir é&té au
contact avec des cellules bactériennes. Mais si les sites
actifs sont neutralisés aprés avoir agi, 1le masquage n'est
pas irréversible. La raison de ce phénoneéne reste a
déterminer. Enfin, nous avons pu remarquer que ni le

traitement & l'alcoocl, ni surtout la stérilisation & 121<C,
n'ont modifié l'activité antimicrobienne des tissus traités.
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témoin | 5,6.10= | 4,8.10= | 8,6 { 1,4.10= 25 :
S : " i 8,9.10% | 15892 i 2,0.10% | 35714 :

S lavée | " i 4,7.10= | 8,4 | 4,0.10~« . 714 '
P : "o 1 2,3.108 | 4107 t 3,1.108% | 53357 ‘

P lavée ! " ' 4,8.10= 8,6 | 3,8.10+ ! 678 '
celluloses traitées (sel no 6 8 15 g/kg) :

témoin | 5,6.10= | 1 ‘ 0,02 ! 0 H 0 H
S : " 1 1,5.10+ | 268 { 5,2.108 | 0386 '

S lavé | " ' 0 H 0 ' 0 ' 0 :
P ' " i 3,6.10«4 | 8643 ! 4,3.10% )} 7678 H

P lavé | " ! 20 ' 0,36 | 0 H 0 '

Tableau -XXXI- : Recouvrement de 1l'activité antiseptique de

celluloses ayant &té& au contact avec des cellules
bactériennes vivantes
(Tests effectués avec Escherichia coli CIP 7624)

tissu ayant &t& préalablement mis au contact avec
Pseudomonas aeruginosa
tissu ayant &t& préalablement mis au contact avec
Staphylococcus aureus

Lavages : 2 fois 38 1'eau claire.

2 fois & l1l'alcool (50 % V/\»
5 fois & 1l'eau distillée

No, Na et Nz2. @ u.f.c./cm® de tissu aprés 0, 6 et 24
de contact.
Sae et Sz4 : Indices de survie (%>

Leures
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4) L'étude toxicologique des tissus traités

4.1) Détermination de 1'Indice d'Irritation Primaire
Cutanée

Cing déterminations ont été effectuées avec une
cellulose témoin et quatre tissus traités a 15 g/kg de coton
par les sels no 6, 8, 36 et 37 (tableau -XXXII-).

Les IIPC des tissus traités sont proches de celui du
tissu témoin (100 % coton). La cellulose greffée avec 1le sel
no 37 n'est méme que trés légldrement irritante. Ces résultats
ne sont pas étonnants ; on conmpte parmi les ammoniums
quaternaires d'excellents adoucissants. Nous remarquons enfin
que les sels fixés sont beaucoup moins irritants que les sels
libres (tableau -XXII-). La raison probable est qu'ils ne
peuvent pas pénétrer dans l’'&piderme. Pour cette méme raison,
les &tudes de mutag&nése (tests de AMES) et de toxicité

cellulaire ne peuvent pas E&tre envisagés (absence de
diffusion des molécules greffées).

i sel no | I.I.P.C. 1 conclusions :

' 6 i 0,50 : Légérement irritant '

: 8 : 0,41 H Légérement irritant H

: 36 g 0,64 ' Légérement irritant '

' 37 H 0,16 i Trés légeérement irritant |

¢ témoin ¢,50 : Légérement irritant 1
Tableau —-XXXII- : Indices 4’ Irritation Primaire Cutanée

de celluloses fonctionnalisées a 15 g/kg de coton
Tests effectués sur la peau du lapin
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4,2) Etude de la tolérance cutanée aux applications
itératives

Les tests ont é&té suivis avec une cellulose <traitée par
le sel no 6 & raison de 50 g/kg de coton. Les résultats de ce
test ont démontré 1'innocuité des tissus traités aprés 90

jours de contact itératif sur la peau de lapins. I1 n'a é&té
décelé

- Aucune influence sur 1'é&volution pondérale normale
des animaux ;

— Aucune altération de 1l'épaisseur de la peau ;

~ Aucune influence ni sur 1la croissance, ni sur
l'aspect et la structure des poils ;

- Aucun érythéme, ni oedéme ;

- Aucune 1influence sur 1les principaux paramétres
sanguins et urinaires ;

— Aucune altération de la structure bhistologique de
la peau.

4.3) Tests d'allerginicité

Les tests ont &té& menés sur 50 patients avec wun tissu
témoin (100 % coton), deux tissus traités au sel no 6 & 15 et
50 g/kg de coton, et une solution de sel no 6 a8 1 mg.ml~2,

Les quatre tests ont &té&é négatifs chez 47 patients. Un
effet desséchant a &t& observé chez une patiente avec la

solution d’'ammonium quaternaire. Cet effet n'est pas de
nature allergique. I1 s'agit d'une réaction observée de
maniére non rarissime avec les ammoniums quaternaires. Deux

patients (sur 50) ont présenté des tests nettement positifs
(tableau —-XXXIII-).

Le premier cas est troublant. Selon toute évidence , le
sujet présente une sensibilité au tissu lui-mEme ou
vraisemblablement & un apprét. Cet apprét n’est pas le sel no
6 puisque ce test est négatif. Le second cas 1indique une

sensibilisation au sel no 6 fixé et libre. Ce dernier sujet
appartient & un groupe de patients polysensibles. Sur 1les S0
patients 1inclus dans 1'étude, 24 présentaient une ou
plusieurs réactions positives sur d'autres tests. Ce fait
mérite d'€@tre signals.



S | i ++ i ++ ' +++ ' 0 i cétrimide +++ |
M ' 0 ' ++ ' +++ ' + | PPD +, Hg +++ |
: : ' : ' + Thiomersal +++|
Tableau —XXXIII- : Tests positifs de 1'é&tude d'allerginicité

(résultats de 2 patients atypiques)

5) Conclusions, choix des paramétres du biotextile

Les ammoniums quaternaires ne doivent pas etre
nécessairement solubles pour agir efficacement. Nous avons

mis en évidence cette activité antiseptique gri8ce & une
méthode développée par 1'AATCC et adaptée & nos besoins. Nous
avons vu que les tissus sont inactivés aprés avoir agi sur
les cellules bactériennes, de sorte qu’'ils peuvent &tre
saturés rapidement en présence de forts inoculums. L’'activité
des textiles peut &tre retrouvée apréds lavage. Les quatre
sels (no 6, 8, 36 et 37) sélecticnnés pour leur activité

antiseptique (CMI), se sont avérés actifs aprés leur fixation
sur coton.

Les résultats obtenus Jusqu'a présent (activités
antiseptiques et analyses toxicologiques), nous ont incités 2
poursuivre 1l'é&tude et pour accéder & un stade pilote de
syntheése industrielle. Pour ce faire, nous devions
sélectionner un sel d'ammonium quaternaire. Notre choix s’est
porté sur le sel no 6, qui est le seul & avoir arboré une

activité antiseptique vis-a-vis de Pseudomonas aerugincosa
aprés fixation. De surcroit, le colt de fabrication de ce sel
est le plus faible des quatre. La charge en ammonium

quaternaire du biotextile a été& fixée & 15 g/kg de coton. De
la sorte, le prix de revient du traitement ne dépasse pas
celui d'une teinture.



-141-

I11. ACTIVITE ANTISEPTIQUE DES CELLULGOSES FONCTIONNALISEES
PAR UN SEL DE SYNTHESE INDUSTRIELLE

Les résultats rapportés dans ce chapitre ont trait a
l'activité antiseptique de tissus de coton dont la génése est
décrite dans la partie confidentielle. Plusieurs préparations
du sel no 6 ont servi & traiter le coton. Nous avons nommé 6,,
le sel qui a été préparé au laboratoire de Chimie Organique
Il de Nancy par M. JOLY et qui a servi jusqu’'d présent. Les
celluloses fonctionnalisées par le sel 6, ont la méme origine.
Les sels 62 et 6a sont des produits de synthése & 1’'&chelon
industriel, fabriqués par ICMD (Industrie Chimique Mulhouse
Dornach). Les celluloses, qui ont &té& foncticnnalisées par 1le
sel 6z, proviennent de la Filature de la Gosse. La
fonctionnalisation par le sel 65 a ét& réalisée grace A& un
petit appareil pilote sur des draps de coton, qui ont &té
fournis par 1l'usine DESCAMPS d'Erquinghem. Ce traitement

(stade pilote, sel 63) a &t& réalisé au Centre de Recherche
Textile de Mulhouse.

1) Spectre d'activité antimicrobienne des biotextiles

Nous avons effectué un spectre d’activite anti-
microbienne de celluloses traitées avec les différentes
préparations de sel no 6. Les textiles traités avec 1les sels
6, et 62 sont des tricots (jersey). Le sel 65 a servi au
traitement de draps de <coton. La totalité des souches
bactériennes du tableau -X- et des souches fongiques du
tableau -XI- ont servi & cette occasion.

1.1) Activité bactériostatigue

Les bactéries & Gram positif sont les souches 1les plus
sensibles aux biotextiles (tableau -XXXIV->. Il s'agit 1a
d’'une des caractéristiques de 1l'activité antiseptique des
ammoniums quaternaires (PETROCCI 1977). La bactérie Listeria
monocytogenes est, entre-autre, particulieérement sensible.
Un inoculum de 10”7 u.f.c./cm® est inhibé en moins de 6 heures
de contact. Il est peu probable que les formes sporulées des

Bacillus sp. soient détruites. Le biotextile doit agir au
moment de leur germination. Les trois préparations de sel no
6 se sont avérées efficaces.
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Staphvlococcus aureus CIP 7625

; ; +++ ; +++ ; +4++ :
; Streptococcus faecalis CIP 5855 ; +++ ; + + ; +++ ;
; Listeria monocytogenes CHR ; +++ ; +++ ; +++ ;
; Bacillus polymyxa CHR ; +++ ; +++ ; +++ ;
; Bacillus subtilis CHR ; + + ; + + ; + + ;
; Corynebact. pseudodiphteriae CHR ; +++ ; +++ ; +++ ;

Tableau —XXXIV- : Activité antiseptique de celluloses
traitées a 15 g/kg de coton par différentes préparations
de sels no 6, vis—a-vis de plusieurs souches de
bactéries 3 Gram positif
(inoculums de 104 u.f.c./cm® de tissuw)

CIP : Collection de 1'Institut Pasteur
CHR : Souche du Centre Hospitalier Régional de Lille
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Les Enterobacteriaceae sont globalement plus résistantes
que les bactéries & Gram positif (tableau -XXXV->. L'activité
antiseptique des tissus reste néanmoins intéressante. Parmi
les 13 souches étudiées , Providencia stuartii a présenté
une résistance importante aux biotextiles. Cette bactérie est
par ailleurs bien connue pour ses multiples résistances aux
antibiotiques. Les bactéries 1les plus sensibles sont les

Salmonella sp. et Escherichia coli . L'activitée anti-
septique des é&chantillons de tissus traités avec la
préparation industrielle 6> est faible (six souches y sont
résistantes). La préparation industrielle 6q donne des

résultats satisfaisants.

Les Pseudomonadaceae en général et Pseudomonas
aeruginosa en particulier, sont intéressantes & é&tudier car
nombre d'entres elles présentent des résistances importantes
aux ammoniums quaternaires (tableau -XXXVI-). De fait, c'est
avec cette catégorie de bactéries, que nous avons enregistré
les activités antiseptiques 1les plus faibles. Sur 1les 13
souches étudiées, nous avons trouvé 4 souches sensibles , 4
souches résistantes et 5 souches intermédiaires avec 1le sel
6,. Le sel 6> est moins efficace 3 souches sensibles, 1
intermédiaire et 9 résistantes. Avec le el 6a, nous avons
obtenu une activité moyenne avec 4 souches sensibles, 3
intermédiaires et 6 résistantes. Pseudomonas maltophilia
est la bactérie la plus sensible. Nous avons pu remarquer
l'existence de deux souches de Pseudomonas aeruginosa trés
sensibles au biotextile (souches CIP 73344 et CIP 7335DL).
Leur sensibilité est extréme puisque des inoculums de 10€
u. f.c/cm® de tissu, sont inhibées en 6 heures. Nous verrons
par la suite que cette particularité est due & une déficience
en lipopolysaccharides pariétaux. Pseudomonas maltophilia
posséde une sensibilité analogue au biotextile.

En résumé les différents niveaux de sensibilité observés,
sont caractéristiques des ammoniums quaternaires. Ces
observations laissent présager que les ammoniums quaternaires
fixés agissent selon un mode d'action similaire aux ammoniums
quaternaires libres. Le procédé de fabrication aboutissant a
la préparation 6> a &té abandonné au profit du sel 6a. Les
différences observées entre les différents lots de sel no 6,
nous ont amen& 3 entreprendre une &tude plus systématique
(voir partie confidentielle).



Providencia stuartii CHR

Souches bactériennes
; Escherichia coli CIP 7624 ; +++ ; +++ ; +++ ;
; Citrobacter freundii CHR ; +++ ; +++ ; +++ ;
; Levinea malgnatica CHR ; + + ; - ; + ;
; Klebsiella pneumoniae CHR ; +++ ; - ; + + :
; Serratia marcescens CHR ; + + ; - ; + + :
; Shigella sonnei CHR ; +++ : + : +++ :
; Salmdnella paratyphi A CHR ; +++ ; +++ ; +++ :
; Salmonella paratyphi B CHR ; +++ ; +++ : +++ :
; Salmonella typhimurium CHR ; + + ; - ; + ;
; Salmonella arizonae CHR ; +++ ; ++4 ; +++ ;
; Proteus vulgaris CHR ; + + ; + ; + + ;
; Proteus mirabilis CHR ; +++ ; + + ; +++ ;

Tableau -XXXV- : Activité antiseptique de celluloses
traitées & 15 g/kg de coton par différentes préparations
de sels no 6, vis—a-vis de plusieurs souches de bactéries

a Gram négatif de la famille des Enterobacteriaceae

(inoculums de 10 u.f.c./cm?® de tissu)

CIP : Collection de 1l’'Institut Pasteur
CHR : Souche du Centre Hospitalier Régional de Lille



; Pseudcmonas aeruginosa CIP 73444 ; +++ ; +++ ; +++ ;
; Pseudomonas aeruginosa CIP 73351 ; +++ ; +4++ ; +++ ;
; Pseudomonas aeruginosa CIP 73388 ; + ; - ; - ;
; Pseudomonas aeruginosa CIP 73426 ; - ; - ; - ;
; Pseudomonas aerugingsa CIP 73433 ; - ; - ; - ;
; Pseudomonas aeruginosa CHR 461 M ; - ; - ; - ;
; Pseudomonas aeruginosa CHR 583 M ; + ; - ; - ;
; Pseudomonas aeruginosa CHR 693 M ; + ; - : + :
; Pseudomonas aerugingsa CHR 792 ; + ; - ; + :
; Pseudomonas aeruginosa CIP 76110 ; - ; - ; - ;
; Pseudomonas alcaligenes CHR ; + ; - ; + ;
; Pseudomonas maltophilia CHR ; +++ ; +++ ; +++ ;
; Alcaligenes ligquefacieng CHR ; +++ ; + ; +4++ ;
Tableau —XIXVI- : Activité antiseétique de celluloses

traitées a 15 g/kg de coton par différentes préparations
de sels no 6, vis-a—-vis de plusieurs souches de bactéries
a Gram négatif de la famille des Pseudomonadaceae
(inoculums de 10 u.f.c./cm?® de tissu)

CIP : Collection de 1'Institut Pasteur
CHR : Souche du Centre Hospitalier Régional de Lille
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1.2) Activité antifongique

Nous avons rassemblé, dans le tableau -XXXVII-,
l’activité antiseptique des textiles greffés par les diverses
préparations de sel nao 6, vis-a-vis de la levure pathogéne

Candida albicans . Les tests ont &té€ effectués avec 1la
méthode AATCC. Le niveau d'activité est de 1'ordre de 102
u.f.c. inhibées par cm® en 6 heures. Nous savons par d'autres
essais, que les sels no 36 et 37 ont une activité similaire
au sel no 6, tandis que le sel no 8 est un peu moins actif.
On remarquera qu’d partir de 104 u.f.c./cm®, 1les textiles
sont complétement saturés. Nous attribuons ce phénom@ne a la
taille plus importante des cellules de levures par rapport
aux bactéries. Pour détruire une cellule de 1levure, les
contact avec le tissu doivent @tre plus nombreux.

La norme NF X 41-600 (AFNOR 197la) n'est pas une
évaluation directe de 1'activité antifongique des textiles.
On mesure par cette méthode, soit wune activité antifongique
directe qui détruit la flore inoculée, soit une résistance du
tissu aux enzymes cellulolytiques. Toutefois, si 1l'activité
est directe, on ne devralt observer 1l'installation d’'un
mycé&lium & la surface des tissus. Les essais ont é&té menés
avec des échantillons de draps de coton écrus, traltés par le
sel 63 & 15 g/kg de coton (tableaux -XXXVIII- et -XXXIX-).

6,4 i 6= i 6a i

inoculums
10Z u.f.c./cm= +4++ +++ +++

1
+
i
10= " S
1
1)
i
1
1

Tableau —-XXXVII- : Activité antiseptique de celluloses
traitées a 15 g/kg de coton par différentes préparations de
sels no 6, vis-a-vis de Candida albicans
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; Aspergillus flavus ; 0 ; 99,5 ; 4 ; 22,8 ;
; Agpergillus niger ; 3 ; 85,0 ; 4 ; 61,9 ;
; Aspergillus versicolor ; 1 ; 83,1 ; 3 ; 0 ;
; Paecylomyces varioti ; 1 ; 96,6 ; 4 ; 3,5 ;
; Trichoderma harzianum ; 0 ; 100,0 ; 4 ; 48,7 ;
; ITrichoderma viride ; 1 ; 98,4 ; 4 ; 7,6 ;
; Scopulariopsis brevicaulis ; 1 ; 7,8 ; 4 ; 43,1 ;
; Cladosporium herbarum * ; 0 ; 89,4 ; 1 ; 72,5 ;
; Penicillium species * ; 0 ; 93,3 ; 2 ; 63,4 ;

Tableau -IXXXVIII- : Résistance de tissus traités et
non traités & quelques champignons cellulolytiques
(charge : sel 65 & 15 g/kg de coton)

Dev : Développement mycélien (noté de 0 & 4>
Rl : % de résistance aux microorganismes (norme NF X 41-600)
* : L'agent mouillant est le SDS au lieu du triton X-100
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Le tissu traité posséde une résistance 2 la traction de
21,4 kg (mesures effectuées sur des bandes de tissu de 150 x
20 mm). Le tissu non traité a une résistance moyenne de
19,3 kg. Il a servi de témoin pour vérifier 1'agressivité
des souches fongiques sur un tissu de coton. Rappelons que
plus le facteur Rl de résistance aux microorganismes est
faible, plus le tissu est attaqué. Un facteur R1 de valeur
nulle définit les tissus qui n’'ont pu €tre extrait des fioles
de Roux sans les déchirer.

Dans le tableau -XXXVIII-, nous avons indiqué les
valeurs de R1 trouvées avec 9 souches connues pour leur
activité cellulolytique importante. Dans 1l'ensemble, le tissu
traité s'est trés bien comporté. La plus grande perte de
résistance a la traction n'a été, en effet, que de 7 % avec

Aspergillus versicolor , qui a &té la souche la plus
agressive sur le tissu témoin. Certaines souches comme
Aspergillus niger , Cladosporium herbarum ou Penicillium
species qui sont capables d’'attaquer 1le papier, se sant

révélées faiblement actives sur les fibres cellulosiques du
coton (facteur Rl du tissu témoin supérieur & 50 %>. I1 ne
s'est pratiquement jamais développé de réseau mycélien
important sauf dans le cas d' Aspergillus niger . Celui-ci a
totalement recouvert les bandes de tissus sans en attaquer
les fibres (R1 = 95 %).

: Triton X-100 : 0 ' 88,4 : 4 0 ]
: S.D.S ' 0 ' 88,2 : 4 ' 0 H
Tableau -XXXIX— : Résistance de tissus traités et

non traités & 1'attaque simultanée de 10 souches fongiques
(charge : sel 65 de 15 g/kg de coton)

Dev : Développement mycélien (noté de 0 a 4
Rl : % de résistance aux microorganismes (norme NF X 41-600)
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Dans le tableau —-XXXIX- sont indiqués 1les facteurs Rl
trouvés a la suite de l'exposition des tissus pendant trois
semaines & 1l'attaque conjuguée de 10 souches cellulolytiques

recommandées par 1l1'AFNOR (voir tableau -XI->. La résistance
du biotextile a &€t& importante en présence d'une activité
cellulolytique intense (R1 = 0 % sur tissu témoin). Les

pertes de résistance & la traction ont &té de 1,6 et 11,8 %.
La perte la plus importante a &té enregistrée en présence de
SDS, qui est un inhibiteur notoire des ammoniums quaternaires.

A 1l'occasion de cette expérimentation, nous avons pu
constater 1'absence totale de relargage des produits de
fonctionnalisation. sur la photographie -1-, on peut voir que

le mnmycélium s'est développé sur le papier filtre, sans
envahir les fibres du biotextile. Il n'y a pas de halo
d’'inhibition. La photographie -2- représente le tissu témoin
totalement recouvert de mycélium. Cet &chantillon a perdu
toute résistance a la traction.

En conclusion, nous avons pu montrer in vitro que les
celluloses fonctionnalisées par le sel 6, possé@dent une bonne
activité antifongique. Cette activité est fongicide vis-a-vis

de Candida albicans . L'activité contre 1les champignons
cellulolytique est probablement due a la fois & un pouvoir
antifongique direct et & une ré&sistance aux cellulases. Le
greffage de radicaux atypiques, comme les ammoniunms
quaternaires, peut rendre le tissu réfractaire aux enzymes
qui dégradent habituellement 1la cellulose. Cette série
d’'expériences a apporté, enfin, la confirmation de 1!

efficacité du traitement qui interdit tout relargage
d’'ammoniums gquaternaires.

2) Activité antiseptique dans des conditions particuliéres

2.1) Activité antiseptique de bourres de coton traitées

Nous avons étudié& le pouvoir bactéricide de bourres de
coton traitées avec le sel no 6s. Deux types de Dbourres ont
servis : la Dbluth <(coton cardé é&cru) et le coton de
Californie (coton cardé, débouilli et blanchi). Le coton de
Californie est beaucoup plus hydrophile que 1la bluth. Ces
essais ont &té entrepris dans 1l'optique d'un traitement
éventuel, par notre procédé&, de Dbourres de coton & usage
chirurgical.



PHOTO -1-—-
Tissu traité
sel 6:3 a

15 g/kg de
coton

PHOTO -2-

Tissu témoin

ECHANTILLONS DE TISSUS APRES TROIS SEMAIRES D’ EXPOSITION
A DES CHAMPIGNONS CELLULOLYTIQUES
(NORME NF X 41-600)
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I1 arrive, en effet, que des infections secondaires
surviennent dans le cas de fractures ouvertes, aprés que 1le
patient ait &té platré. Les médecins sont alors obligés de
casser le platre et d’'intervenir wune seconde fois pour

désinfecter. L'emploi d’'une bourre de coton "autostérile”
peut donc étre fort intéressante. Nous avons testé les cotons
traités avec trois souches bactériennes, comme on peut 1le

voir sur le tableau -XL-)>.

La meilleure activité antiseptique a &té obtenue avec 1le
coton de Californie. Pour convertir les u.f.c./cm® de tissu
en u.f.c./g de coton, il faut multiplier par 70 1les mesures
en cm®. Si 1l'on compare l'activité antiseptique des bourres
de coton de Californie traitées avec celle des biotextiles,
on s'apergoit que les premiéres ont une activité antiseptique
analogue & celle des seconds. Vis-a-vis de Pseudomonas
aeruginosa , les bourres de coton de Californie traitées sont
méme plus actives (104 u.f.c./g inhibées en 24 heures contre
102 u.f.c./7g>.

g 1 : coton i
: Souches bactériennes i ufe/g ¢ bluth | cal |
' V10 ) 44+ L 4+
i Staphylococcus aureus CIP 7625 P10 L +++ 0+
: v 107 + N S
' P10 b +++ b 4+
i Escherichia coli CIP 7624 o108 0+ + 0 4+
' ¢ 1o + ' + :
' P10 + HE 5 5
\ Pseudomonas aeruginosa CIP 76110 | 10+ | - i + i
' ¢ 108 - ' - :
Tableau -XL— : Activité antiseptique de bourres de coton

traitées au sel 65 (charge non déterminée).

Cal : Coton de Californie
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La bluth traitée est beaucoup moins active. La cellulose du
coton de Californie est, en effet, plus accessible parce que

les fibres ont é&té en grande partie dégraissées et
débarrassées de 1leur cuticule. La quantité d' ammoniums
quaternaires fixés, qui n'a malheureusement pas pu etre
déterminée, devait @&tre plus importante. Par ailleurs,

1'hydrophilité du coton de Californie est favorable au
contact bactérie-fibre.

2.2) La filtration d'aérosol

Ces essais ont &té entrepris pour savoir si le procédé
de fonctionnalisation permet 1la confection de filtres qui
seraient employés 3 l’'assainissement de grands volumes d'air.
Les filtres absolus qui agissent . mécaniquement n’autorisent
pas, en effet, des débits é&levés.

Nous nous sommes servis, dans un premier temps, de
tissus traités avec la préparation 6 & raison de 5 et 15
g/kg de coton. Les tissus ont &té exposés & un flux d’'air
chargé d’'un aérosol artificiel de bactéries, pendant 30
minutes. Nous avons dénombré la quantité de germes survivants,
au niveau des tissus, et 1le nombre de cellules qui sont
passées 4 travers sans subir de dommages. Ces derniéres
cellules sont récupérées par un systéme de barbotage. Les
résultats sont présentés dans le tableau =~XLI-. Les tissus
n'ont pas retenu la totalité des cellules bacté&riennes : leur
texture trop lache, ne se préte pas 3 la filtration. Le tissu
greffé a S g/kg de coton a toutefois ré&duit notablement la
proportion de germes retrouvés a sa surface et dans le
liquide de barbotage. Le tissu A& 15 g/kg de coton s'est
révélé bien moins actif.

L'&tude a &€té poursuivie en wutilisant des celluloses
plus aptes & la filtration de 1'air. C’'est ainsi que les
porte-filtres de 1l'expérience précédente ont &té remplacés
par un cylindre en verre que nous avons rempli avec de 1la
bourre de coton.

Les essals on &té menés avec les bourres de coton (bluth
et coton de Californie) décrites dans le paragraphe précédent.
Comme té&moin nous avons employé 1le coton brut wusuellement

utilisé en microbioclogie pour réaliser Iles filtres et
bouchons nécessaires au maintien de 1'aseptie des milieux de
culture et pour éviter les contaminations externes. Ce coton

est proche de la bluth.



: textiles H Nt H Nb H
témoin 1,3.107 1,4.107

Tableau —XLI- : Filtration d’un aérosol de bactéries
( Escherichia coli 7624) par des tissus
traités et non traités.

(nombre de bactéries pulvérisées : 4,0.10® u.f.c.)

Nt u.f.c. récupérées sur les tissus.
Nb : u.f.c. récupérées dans le liquide de barbotage.

traité

{ Coton brut (témoin) | 1,4.10+ | 0 :
i Bluth traiteée i 3,0.10= | 4,0.108% |
i Coton de Californie | 4,0.108 | 5,0.10€ |

Tableau —XLII- : Filtration d'un aérosol de bactéries
( Escherichia coli 7624)> par des bourres de coton
traitées (sel 6a) et non traitées.
(Nombre de bactéries pulvérisées : 2,2.10° u.f.c.)

Nc u.f.c. récupérées sur les bourres de coton.
Nb : u.f.c. ré&cupérées dans le ligquide de barbotage.
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Les résultats (tableau -XLII-) montrent que si 1le coton
brut a bien rempli son office, 1les bourres traitées ont
permis le passage d'un nombre important de bactéries. Ces
résultats sont dus 8 la trop grande hydrophilité des bourres
traitées. Celles-ci se sont rapidement gorgées d’'eau, y
compris la bluth rendue hydrophile par le traitement. Par son
caractére plus hydrofuge, le coton brut arréte en effet les
aérosols. Lorsque le coton est trop humide, il devient 1lui-
méme une source d’'aérosol et ne peut plus empécher le passage
des bactéries. On remarquera que des deux bourres traitées,
la plus hydrophobe (bluth) est celle o nous avons retrouvé
le moins de bactéries. Cette situation est donc 1'inverse de
ce que nous avions rencontré auparavant (tableau =-XL-)>. Dans
un cas le caractére hydrophile favorise l'action bactéricide,
dans 1’autre cas les ammoniums quaternaires ne peuvent pas
agir car les bactéries ne sont pas retenues suffisamment
longtenps.

En conclusion, la filtration stérilisante de 1l'air avec
des celluloses fonctionnalisées par des ammoniums
quaternaires, est limitée. La raison essentielle est que leur
pouvoir antiseptique ne s’'exerce pas suffisamment rapidement.
Cependant, la faible quantité de germes vivants retrouvés au
niveau des filtres, nous a donné 1'idée de concevoir des
filtres "autostériles”.

2.3) Les filtres "autostériles”

Nous avons traité avec le sel 6a des filtres
antibactériens absolus, qui agissent mécaniquement grace &
leur faible porosité (diamétre des pores de 0,45 pm). Les
cellules bactériennes ne peuvent les traverser en raison de
leur taille (1-5 um). Notre objectif est d’obtenir un filtre
pouvant détruire la flore piégée, de sorte qu’'il ne devienne
pas une source de contamination. Le risque de contamination
peut intervenir au moment du remplacement des filtres ou,
dans 1les systémes de filtration discontinue, lorsque
l'aération est remise en marche. Nous avons cholsi pour ces
essals, des membranes de cellulose pure (Sartorius de 0,45 pm
de porosité&), qui ont &té traité&es par le sel 6a (15 g/kg de
coton). Le traitement n'a pas altéré leur pouvoir filtrant.
Ces filtres devant fonctionner dans une ambiance a 75 %
d’'humidité relative, le systéme 4’'aérosol, trop humide, a &té
abandonné au profit d'un autre systéme, qui reproduit plus
fidélement les conditions réelles d'emploi.
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I'efficacité des filtres a ainsi &té étudiée & 1'aide

d’'un appareil permettant de fluidiser des poudres
deshydratées sur lesquelles sont fixées des bactéries. L’air
chargé de ces poussiéres a été filtré par ces membranes, qui

ont €té& maintenues dans une enceinte ot 1’'air é&tait a 75 %
d’'humidité relative. Le dénombrement des germes survivants a
té effectué aprés 0, 6 et 24 heures de contact (tableau
-XLIII-). La bactérie wutilisée est un Bacillus species

isolé a partir de 1'air ambiant du laboratoire. Les cellules
ont &té deshydratées par atomisation, en utilisant du 1lait
écrémé reconstitué comme support.

Ces expériences ont permis de mettre en évidence une
activité antiseptique des ammoniums quaternaires a 75 %
d'humidité relative. Cette proprié&té permet d’' envisager
1l'utilisation des ammoniums quaternaires fixés en atmosphére
ambiante. L'activité antiseptique semble toutefois assez
faible. Il conviendrailt de faire des essais en vraie grandeur
pour avoir une certitude. Nous avons, par ailleurs, entrepris
1’&tude de 1’'influence de 1'humidité relative de 1’air sur le
pouvolr antiseptique des biotextiles. Les résultats sont
présentés page 180,

: filtres i No : Ne ' Nza '

i témoin v 1,5.10= 76 ' 70 :

i sel 6 &4 15 g/kg | 1,4.10= ] 12 : 2 '
Tableau —XLIII- : Activité antiseptique de filtres de

cellulose pure fonctionnalisée par le sel 6a, vis—a-vis
de cellules de Bacillus_ species dess&échées par atomisation

No, Nea et Noa ! u.f.c/cm= aprés 0, 6 et 24 heures de contact
A 79 % 4d'humidité relative.
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2.4) La filtration de solutions de gélatine

L'expérimentation que nous avons entrepris avec la
g€latine répond a un besoin trés spécifique, La
réglementation interdit en effet toute adjonction d’'additifs
(conservateurs ou autres) & la gélatine alimentaire. Cette

gélatine doit en outre présenter des conditions sanitaires
strictes (AFNOR 1982). Si 1la contamination par des germes
pathogénes est trés rare, 11 arrive que des Bacillus

thermophiles se dé&veloppent en altérant 1la qualité des
gélatines. La filtration des bains de gélatine par nos tissus,
susceptibles de les désinfecter sans relargage d'anti-
septique, a ainsi &té& tentée.

Nous avons utilisé le tissu greffé & raison de 15 g/kg
de coton (sel 6x). Une solution de gélatine & 10 %,
particuliérement contaminée (10% u.f.c./g), a &té filtrée en
continu. L'opération s'est déroulée & 50=C ; 150 ml de 1la

solution de gélatine a été filtrée sur environ 100 cm® de
tissu.

Les résultats obtenus sont satisfaisants (tableau -XLIV-)
puisque la gélatine est totalement débarrassée des Dbactéries
aprés 24 heures de filtration. Cette stérilité se maintient
par la suite. Nous n'avons détecté& aucune trace d'ammonium
guaternaire dans la solution, & 1l'issue de la filtration.

! témoin ¢ 10% . 10 | 10® | 10® |
i biotextile | " ¢ 10= 0 g 0 '
Tableau -XLIV- : Filtration de gélatine sur celluloses

fonctionnalisées au sel 65 : évolution de la population
de Bacillus thermophiles a 50<C.

No, Ne, N24 et Ny=z : u.f.c./ml aprés 0, 6, 24 et 72 heures de
filtration.
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3) Conclusions

Les celluloses fonctionnalisées par un sel de synthése
industrielle (6a3) présentent une activité antiseptique
importante. Nous n'avons cependant jamals retrouvé avec le
sel 65, un pouvoir antimicrobien similaire & celul des
celluloses traitées avec le sel 6, confectionné en
laboratoire.

Les tissus +traités avec le sel 6as conversent leur
pouvoir antiseptique aprés 30 lavages & 95°C par une lessive
classique du commerce (voir partie confidentielle).
L'activité de ce biotextile, tant sur 1les bactéries & Gram
positif que sur les Enterobacteriaceae et 1les champignons,
ouvre des possibilités considérables dans le domaine de
1'hygiéne corporelle., Les risques de contamination, par le
biais de linges souillés, sont ainsi fortement diminués. En
outre 1la biodégradabilité du coton par les agents
cellulolytiques est faible. Nous avons vu que le Dbiotextile
peut servir & des applications plus inattendues de filtration.
Les textiles peuvent permettre, en outre, 1l’'assainissement de
liquides divers sans adjonction de désinfectant, puisque les
ammoniums quaternaires ne sont pas relargués dans le milieu
externe,

L'hydrophilité du coton, qui traduit 1'accessibilité de
la cellulose au traitement, est importante pour obtenir une
fonctionnalisation efficace. Le spectre d’activité
antimicrobienne des ammoniums quaternaires fixés, semble
indiquer que leur mode d'action n'a pas é&té fondamentalement
modifié. Les germes les plus sensibles au tissu sont les
bactéries & Gram positif, tandis que les plus résistants
appartiennent aux Pseudomonadaceae . Enfin, les celluloses
traitées sont capables d'agir & des taux d'humidité relative
de l'ordre de 75 % et en présence de gélatine.
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I1I. ETUDE DU MODE D'ACTION DU BIOTEXTILE

D’un point de vue fondamental, 1’é&tude de 1'activité
antiseptique des celluloses fonctionnalisées par des
ammoniums quaternaires, présente un intérét considérable car
elle est le fait de molécules insolubles et immobiles. Nous
savons que les ammoniums quaternaires interagissent avec les
systémes membranaires des cellules. I1 est donc essentiel
d'étudier le mode d'action des biotextiles en commengant par
cette approche.

Nous avons ainsi voulu, dans un premier temps, obtenir
un faisceau de preuves concordantes qui met en é&vidence
l1'interaction importante des biotextiles avec 1les membranes
bactériennes. Dans la mesure du possible, nous avons effectué

des comparaisons entre 1'activite antimicrobienne des
ammoniums quaternaires solubles et celle des composés
insolubilisés,.

Dans un second temps, 1'étude de différents paramétres
physico—-chimiques, susceptibles de modifier 1'action
antiseptique des ammoniums quaternaires, a &té& entreprise.
Cette &tude posséde, 38 la fois, un intérgét fondamental et
pratique. Fondamental car certaines é&tudes, comme 1'influence
de la température ou des ions accompagnateurs, ont révélé
certains aspects du mode d’'action. Pratique parce que nous
avons pu définir certaines conditions extrémes d’'utilisation
du biotextile comme, par exemple, en présence de substances
interférentes. Nous avons également essayé d’'établir, lors de
ces essals, une comparaison entre ammoniums quaternaires
solubles et insolubles.

La finalité wultime de 1'étude du mode d'action du
biotextile est de mieux comprendre les mécanismes du pouvoir
antiseptique. I1 serait ainsi possible de modifier le
biotextile pour qu’'il soit plus actif ou que son activiteé
soit plus compléte. Nous pourrions alors concevolir de
nouvelles molécules, plus efficaces ou plus stables. La
totalité des expériences a €té menée avec un tissu greffé a
raison de 15 g/kg de coton (sel 6a).
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1) Modifications de la perméabilité membranaire

Les travaux de SALTON (1951a), NEWION (1958>, HUGO
(1965>, LAMBERT (1973 et KUCZERA (1985> ont montré que 1la
premiére manifestation du pouvoir Dbactéricide des ammoniums
quaternaires, est la perte du caractére semi-perméable des
membranes plasmiques. Nous avons voulu déceler un phénoméne
analogue, de maniére directe (perte de constituants
cellulaires) et indirecte (modification d' une activité
enzymatique)d.

1.1 Relargage de phosphore inorganigue

Nous avons choisi de suivre 1le relargage du phosphore
inorganique (Pi), dont le dosage est .facile & réaliser en
présence de matieéres organiques (STANTON 1968). Des cellules

d' Escherichia coli ont été mises en contact en milieu
liguide avec du sel 6 (100 wug/ml), du tissu traité (0,5
cm®/ml), ou du tissu non traité <(témoin 0,5 c<cm=/ml>. La
cinétique de relargage a été suivie pendant 3 heures (figure
=19-),

Pirelargué en gg/mg de poids sec

A
A
3
2
1 -
.'la 1l0 1|5 3l0 BlO 1|20 1l50 temps ;n
minutes
Figure —19- : Relargage de phosphore inorganique en présence

de sel 6 (A), de tissu traité (sel 6) a 15 g/kg (M,
et de tissu non traité (O), par Escherichia coli CIP 7624
a 37=C (10%° u.f.c./ml)
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1 cm® de tissu pése environ 14 mg. Il y a environ 200 pug
de sel 6 greffé par cm® de tissu, lorsque la charge est de 15
g/kg de coton. La concentration en ammonium quaternaire fixé

a donc é&té identique & la concentration en ammonium
quaternaire soluble (100 ng/ml). Etant donné 1la quantité
importante de <cellules en présence (10%° wu.f.c./ml), il

s'agit 14 4’'une concentration sous—-inhibitrice.

Nous avons pu constater deux comportements différents.
Un pic de phosphore inorganique relargué a &té détecté
quelques minutes aprés le contact avec le biotextile. Par 1la
suite, la concentration externe en phosphore inorganique
demeure trés faible et peu différente de celle observée avec
le tissu témoin. En présence d'ammonium quaternaire libre, le
relargage est progressif. Un taux important de phosphore
inorganique se maintient dans 1le milieu extérieur par la
suite. Cette derniére observation est conforme aux travaux de
SALTON (195l1a)> et LAMBERT (1973, figure -7-, p. 38), en ce
qui concerne le relargage de 1la plupart des constituants
cytoplasmiques de faible poids moléculaire.

La cinétique de relargage, observée avec 1le Dbiotextile,
indique une réabsorption rapide du phosphore inorganique,
soit par les bactéries survivantes, solt par 1le Dbiotextile
lui-méme (interaction é&lectrostatique) et probablement par
les deux & la fois. Lorsque les ammoniums quaternaires sont
solubles, ils s’ intégrent, en partie, aux membranes
cytoplasmiques gqu’'ils distendent, selon 1le modéle d'ISOMAA
(1984, figure -8-, p. 41). I1 s'agit d'un modéle dynamique
d' échanges constants, qui entratnent 1'augmentation du taux
de phosphore 1inorganique externe par 1'é&tablissement d’'un
nouvel é&quilibre. Les cellules ne sont pas 1lysées. Dans le
cas du biotextile, le phénoméne intéressant est la relative
soudaineté du relargage, qui semble di & une lyse brutale des
cellules bactériennes au contact avec les ammoniunms
quaternaires fixés. En raison de 1la quantité importante de
cellules, les sites actifs du tissu sont saturés et inactivés
rapidement ; il n'y a plus ensuite de relargage possible.

Le biotextile semble agir plus rapidement que nous Ile
pensions. Pourtant, il faut prés de € heures & 200 pg de sel
6 fix& pour inhiber 104 u.f.c. 4' Escherichia coli (tissu &
15 g/kg). Nous avons pu montrer, par ailleurs, qu’ une
quantité similaire de sel 6 soluble y arrive en 30 minutes.
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1.2) Modification de 1l'activité B-galactosidasique

La B-galactosidase est une enzyme cytoplasmique dont
1'activité dépend d'une perméase. Le transport de ses
substrats (galactosides comme le lactose) est actif. Sans la
perméase, ils ne peuvent traverser les membranes cellulaires.
Si la perméabilité des membranes est simplement augmentée en
présence des ammoniums quaternaires fixés, 1le substrat peut
entrer passivement & 1'intérieur des cellules. L'activite
enzymatique est donc augmentée. Il en est de méme en cas de

lyse des bactéries ; les enzymes libérées disposent de tout
le substrat présent & l'extérieur des cellules. Dans cette
dernidre hypothé@se, cependant, une certaine activite g-

galactosidasique doit €tre trouvée dans le milieu externe.
C’est ce que nous avons voulu faire.

Une suspension de cellules bactériennes ( Escherichia
coli CIP 7624) a &té mise en présence de tissu traité et non
traité (1 cm®*/ml), ou en présence de 3el 6 soluble.
L'activité B-galactosidasique est mesurée en nancmoles de PNP
libéré par heure et par millilitre (tableau ~XLV-). Pour Ila
mesure de 1l'activité enzymatique du milieu externe, Iles
cellules bactériennes sont €liminées par filtration sur des
membranes de 0,22 ym de porosité.

' i act. enzymatique
' Essais : nmole.h—*. ml—?* :
. i cellules | filtrat |

i suspension bactérienne : 143,0 | 0,2

i + tissu témoin (1 cm®/ml) ! 138,0 | 1,6 |

i + tissu traité (1 cm=/ml) | 182,0 | 1,9 |

i + sel no 6 (15 pg/ml) i 31,0 | 54,3 |
Tableau -XLV- : Activité B-galactosidasique en présence

de sel 6, de tissu traité (sel 6) a 15 g/kg ou de tissu
témoin, de cellules d’' Escherichia coli CIP 7624
(10® u.f.c./ml).
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L'activité B-galactosidasique est exaltée en présence
d'ammoniums quaternaires solubles et insolubles. Avec 1le sel
6 soluble, cette activitéd est méne doublée, Avec le
biotextile, 1l'augmentation de 1l'activité enzymatique est plus
faible et atteint 32 %, bien qu'il y ait théoriquement 200
pg de sel 6 par ml”. Il y a donc bien interaction entre les
membranes et les ammoniums quaternaires fix&s. Les cellules
ne semblent pas lyser au contact avec le biotextile, car on
ne détecte pas d'activité enzymatique dans le milieu
extérieur. L'adjonction 4'ammoniums quaternaires solubles a,
par contre, entrainé 1la lyse d'une partie des cellules,
puisque nous avons retrouvé 1l/6éme de 1l’activité enzymatique
dans le milieu externe.

Le contact entre les cellules bactériennes et les fibres
traitées du biotextile, semble provoquer des 1lésions au
niveau des membranes. Ces 1lésions ne sont toutefois pas
suffisamment importantes pour entrainer la lyse des cellules.

2) Importance de la paroi dans la résistance au biotextile

Chez les bactéries, la premiére enveloppe cellulaire qui
entre en contact avec le Dbiotextile est la paroi. Elle
représente 1l'obstacle le plus important 3 la pénétration des
agents antiseptiques (EAGON 1984). Le rdle de barriére
osmotique est joué par la membrane plasmique sous-jacente A
la paroi. Pour que les ammoniums quaternaires fixés
provogquent des modifications de la perméabilité membranaire,
ils doivent d'abord interagir avec les systémes pariétaux des
bactéries. Nous avons voulu savoilr dans quelles mesures la

paroi conditionne la résistance des bactéries aux ammoniums
quaternaires fixés.

2.1) Influence des jions Calcium et magné&sium

Les 1ions bivalents Ca** et Mg** sont des facteurs
importants de la cohésion de la paroi bactérienne.
L'adjonction de ces ions dans le milieu extérieur ou
inversement leur complexation par un chélateur (Ethyléne-
DiamineTétraAcétate ou EDTA) entraTne une résistance ou une
sensibilité accrue des bactéries & Gram négatif vis-a-vis des
ammoniums quaternaires (BROWN 1965). Nous avons donc mis des
cellules bactériennes en présence du biotextile et de
concentrations croissantes en ions Ca** ou Mg™™, en EDTA et
en conmplexes EDTA: Mg ou EDTA:Ca (tableau -XLVI-).
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EDTA

EDTA

i EDTA |

M8++

Ca**

_Mg

-Ca

Staphyvlococcus aureus CIP 7625

Escherichia coli CIP 7624

+|

+

20

+!

+1

50

Influence des ions Ca** et Mg*™ sur la

Tableau -XLVI-

(104 u.f.c./cm=) et de

(10®% u.f.c./cm=) au tissu traité

Escherichia coli

résistance 4’

Staphylococcus aureus

15 g/kg de coton)

(sel no 645,

Ca** et Mg** apportés respectivement par CaClz et MgCl=.
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Nous avons choisi une bactérie & Gram négatif, qui doit
étre sensible & l'apport d’'ions bivalents et une bactérie A&
Gram positif, qui ne doit pas réagir & cet apport. Les
bactéries ont é&té mises en suspension dans de 1'eau
physiologique (NaCl 9 g.17*) additionnée de CaClz, MgCl-,
EDTA sodique, EDTA calcique ou EDTA magnésien. Les solutions
ont &t& amenées & la neutralité auparavant.

La bactérie a Gram négatif Escherichia coli est
devenue plus résistante au biotextile, 1lorsque 1le milieu a
été enrichi en calcium ou en magnésium. L’influence de 1'ion
Ca** semble plus importante que celle de 1'ion Mg**. L'apport
massif de 1l'un ou l'autre de ces ions n'a, cependant, jamais
entrainé une résistance totale au biotextile. Nous avons pu
remarquer que l'adjonction de fortes quantités d'EDTA (20 et
50 mM)>, ont provoqué une mortalité importante sur 1les tissus
traités, mais &galement sur les tissus témoins. Par contre,
les complexes EDTA:Ca et EDTA: Mg se sont avérés peu toxiques
pour les témoins. Ainsi 1'EDTA a provoqué 1la fragilisation
des parois en complexant les ions bivalents. Lorsque 1'EDTA a
été complexé& par ces ions, 11 est devenu incffensif pour les
bactéries. On remarquera, que la résistance acquise, lors de
l’enrichissement du milieu en ions Ca** et Mg**, est perdue
en présence d'EDTA.

Staphylococcus aureus réagit peu & 1l'apport d'ions Ca**

ou Mg** et pas du tout & la présence d'EDTA (tissus témoins
et traités).

Comme prévu, la paroi joue un role important dans 1la
résistance au biotextile. Les bactéries & Gram positif ont
une parol moins épaisse et surtout moins riche en lipide, que
les bactéries & Gram négatif. C’est pourquoi elles sont plus
sensibles au biotextile. Lorsque la paroi est fragilisée, Ila
sensibilité au biotextile est accrue. L’'EDTA est un 1ion
accompagnateur intéressant & é&tudier.

2.2) ROle des LPS dans la résistance au biotextile

Les ions Ca** et Mg** rendent la paroil des bactéries =4
Gram négatif plus cohésive en s'associant avec les 1lipo-
polysaccharides (LPS) pariétaux (NIKAIDO 1985). Pseudomonas
aeruginosa est connu pour sa résistance aux ammoniuns
quaternaires (PETROCCI 1977), Cette résistance est en grande
partie due & la richesse de sa parol en LPS (KROPINSKI 1978).
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Sur les dix souches de Pseudomonas aeruginosa que nous
avons testées, deux présentent une grande sensibilité au
biotextile (Tableau -XXXVI-). DNous avons vé&rifié si cette
hypersensibilité est due a une déficience en lipo-
polysaccharides. Ainsi, nous avons défini, pour chaque souche,
leur appartenance aux types "rough” (rugueux : LPS de petites
tailles) ou "smooth” (lisse : LPS de grandes tailles) par 1la
méthode de KROPINSKI (1976). Nous avons effectué les tests
d'activité antiseptique en présence et en absence de LPS
(tableau -XLVII-). Les LPS ont été extraits par nos soins,a
partir de la souche CIP 76110, en wutilisant 1la méthode de
WESTPHAL (1965).

Les souches CIP 73344 et CIP 73351 se sont avérées %etre
de type "rough”. Ces deux souches sont &galement tres
sensibles au biotextile. L'adjonction de LPS inhibe en partie
l'activité antiseptique du biotextile. KROPINSKI (1978) a
déja fait état de la sensiblité particulidre aux détergents
des souches de Pseudomonas aeruginosa de type "R". D'aprés
(EL-FAHALA 1983)», les ammoniunms quaternaires ont plus
facilement accés & la membrane cytoplasmique. Pour notre part,
il semble que les LPS agissent en neutralisant 1les ammoniums
quaternaires fixé&s de mani@re non spécifique. On sait que,
généralement, l'augmentation de la résistance des bactéries
aux ammoniums quaternaires est en corrélation avec un
enrichissement des parois en 1lipide (SULING 1977). Les
composants lipidiques des parois se fixent probablement sur
les ammoniums quaternaires qui sont alors neutralisés. Nous
trouvons ici une explication du phénoméne de saturation des
sites actifs du biotextile, étant donné 1la +trés grande
affinité des ammoniums quaternaires pour les COmMpOosés
lipidiques. Nous avons pu constater, par ailleurs, que des
souches trés résistantes comme CIP 76110 ou CIP 73433, sont
capables de relarguer dans le milieu de 20 & 30 ug de LPS par
ml aprés 18 heures de culture. Les souches les plus sensibles
aux ammoniums quaternaires solubles sont aussi les souches
les plus sensibles aux ammoniums quaternaires fixés. Nous
n'avons, par ailleurs, trouvé aucune résistance croisée avec
d'autres antibiotiques cationiques comme la polymyxine B et
la collistine. La souche CHR 693 M résistante a la

gentamicine, la carbénicilline et aux sulfamides, n'est pas
particuliérement résistante au Dbiotextile. La souche CIP
73351 présente une polysensibilité a de nombreux

antibiotiques (aminoglycosides et tétraclyclines surtout).



fixé (15 g/kg de coton) et non fixé,
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CIP 73344

CIp 73351=

CIP 73388

CIP 73426

CIP 73433

CHR 461 M

CHR 583 M

CHR 693 M*=

"rough"
“"rough"
"smooth”
"smooth”
" smooth”
"smooth"”
"smooth"
"smooth"
"smooth"

"smooth

: biotextile :
H sans : + LPS |
H +++ H + ;
S + :
H - : - :
: - ] - '
H + \ - H
H + ' - H

Tableau —-XLVII-

: Activité antiseptique du sel 6a

vis—a-vis de diverses

souches de Pseudomonas aeruginosa (102 u.f.c./cm=),

en absence et en présence de LPS (10 g.1"%).

souche polysensibl

souche Clt=

e (Clt=,

Oxt=, Kan*=, Neo™,
souche multirésistante (Gen*, Carbr,

:Concentration Minimale Inhibitrice.

Suf~)

Str=,

Pip=
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2.3) Observations en microscopie é€lectonique

Les ammoniums quaternaires fixés semblent donc interagir
avec les parois bactériennes. L'observation en microscopie
électronique a balayage, a permis de visualiser 1’'érosion des
systémes pariétaux des bactéries mises en contact avec le
biotextile.

Les photographies de 1la page suivante montrent une
cellule de Staphylococcus aureus aprés une heure de contact
avec le tissu témoin (photographie =3-) et 1le Dbiotextile
(photographie -4-). Les cellules prennent un aspect granuleux
caractéristique de 1'action des ammoniums quaternaires
(RICHARDS 1980). Il semble que la dégradation des systémes
pariétaux soit dU & des chocs successifs survenus entre la
bactérie et le biotextile. Nous avons pu remarquer que le
tissu traité se constelle de petits granules aprés avoir é&té
nmis en contact avec des cellules Dbactériennes (photographie
-5->. Il est possible que ces granules soient des fragments
de parol arrachés aux bactéries.

3> Influence de quelques facteurs physico-chimiques sur Ile
pouvolr antiseptique du biotextile

3.1) Influence de la temp&rature

La température influe souvent sur le pouvoir
antimicrobien des antiseptiques. Les ammoniums quaternaires
n’' échappent pas & cette régle. Cependant ils demeurent encore
trés actifs & basse tenmpérature (GELINAS 1984). Nous avons
effectués des tests d'activité antiseptique du biotextile a 5,

20, 30 et 37<C (tableau -XLVIII-).

Nous avons constaté que le sel 6a fix&s perd une notable
partie de son activité&é antibactérienne a 5<C, tant vis-a-vis

de Staphylococcus aureus que d' Escherichia coli . Dans le
prenier cas, l'activité n'a é&té que bactériostatique avec 10+
u.f.c./cm®. 11 en a été de méme avec Escherichia coli (10=

u.f.c./cm®). Dés 20=C le biotextile semble aussi actif qu’'a
37=C. Selon KOURAI (1985a) 1'adsorption des ammoniums
quaternaires aux cellules bactériennes, est régie par une loi
thermodynamique fortement influencée par 1la tenmpérature ou
s'effectue le contact. Dans notre cas la situation est

inversée, ce sont 1les bactéries qui s'adsorbent sur le
biotextile.



PHOTO -3- ' PHOTO -4-

CELLULES DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS APRES UNE HEURE DE
CONTACT AVEC LE TISSU TEMOIN (photo -3-)> ET
LE TISSU TRAITE AVEC LE SEL 65 A 15 g/kg (photo -4-)

PHOTO -5-

Fibres cellulosiques
du tissu traité
(sel 65, 15 g/kg>

—-A- Avant contact avec des
cellules bactériennes

-B~ Aprés contact avec
Staphylococcus aureus




¢ temp. | u.f.c./cm® H u.f.c./cm® ‘
' ¢ 10+ | 10= | 10 i 10= | 10« | 10% |
' H ' : Vi ' d i
i 5=C + g + : + Vi + : + ' + :
‘ ' i : i i ' d
P 20°C 1 +++ 0+ + + HE R S A A T + '
i 30=C t +++ 0 44+ + R £ £ S T A B + :
P 37°C 1 +++ 1 4+ + TR S 5 S T T + '
) L] 1 1 [} ] [} 1

Tableau —XLVIII- : Influence de la température sur le
pouvoir antiseptique de tissu greffé a 15 g/kg de coton
(sel 6a), vis—-a-vis de Staphylococcus aureus CIP 7625
et Escherichia coli CIP 7624

Nous avons pensé que ce mécanisme &tait retardé a basse
température. Cependant, aprés 48-72 heures d'incubation, i1
s'est avéré que l'activité antimicrobienne ne se manifeste
pas et que les populations microbiennes &voluent de maniére

identique 8 celles du tissu témoin. Il semble donc que
l'activité antiseptique des ammoniums quaternaires fixés soit
presque totalement annulée & 5°C. Les raisons de cette
inactivation pourraient €tre, d’'une part, dues & la non-
adsorption des cellules au tissu : 1'é&nergie d'activation de
la réaction serait trop importante ; d4d’'autre part, il se peut
que les Dbactéries soient plus résistantes. L’action du
biotextile serait, par exemple, plus efficace sur des

bactéries en période de division. Certains auteurs ont décrit
1’ importance considérable de certains phospholipides dans 1la
croissance et la duplication des bactéries (PIERUCCI 198%5).
Les ammoniums quaternaires pourraient bloquer certains
mécanismes en fixant les phospholipides avec lesquels ils ont
une forte affinité.

En conclusion, les ammoniums quaternaires fixés du
biotextile sont considérablement moins efficaces 3a basse
température que leurs homologues solubles. Toutefols, cela ne
constitue pas, selon nous, un bLkandicap important pour les
applications futures du textile antimicrobien.
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3.2) Influence du pH

Les ammoniums quaternaires sont plus efficaces a pH
alcalin qu’'a pH acide. Il s'agit d'un trait commun a tous les
détergents cationiques antiseptiques (HUGO 1976). Selon
KOSTENBAUDER (1977) le pH agirait sur 1la concentration en
formes actives libres dans un sens ou dans l'autre.

Nous avons utilisé trois tampons phosphate de potassium
0,2 M de pH 6, 7 et 8. Des essals entrepris avec des tampons
38 pH 5 et 9 n’ont pas &té& retenus en raison de la mauvaise
tenue des témoins. Les résultats sont rassemblés dans le
tableau -XLIX-. Nous constatons que le Dbiotextile n’est pas
particuliérement influencé par les conditions ambiantes de pH.

Cette constatation a &té faite tant sur Staphylococcus
aureus que sur Escherichia coli . Le pH ne peut évidemment
pas agir sur la solubilité des composés fixé&s. Il ne semble
pas modifier 1'adsorption des cellules au biotextile. Le

modéle de KOSTENBAUDER se trouve ainsi plus ou moins confirmé.
L'action antiseptique du biotextile ne devrait donc pas &tre

pertubée par le PH acide de la peau. L'alcalinité résiduelle
des eaux de lavage ne devrait pas non plus le géner.

v pH : u.f.c./cm® H u.f.c./cmn® '
H | 10+ : 108 ! 10 HH 10= ' 104 H 10% :
: 6 IR £ 5 S I + . A R S + '
: 7 R S L + AT o S T S S + :
] 8 . 5 S R L + . S 5 S £ X + '
Tableau —XLIX- : Influence du pH sur le pouvoir

antiseptique de tissu greffé a 15 g/kg de coton (sel 63,
vis—-a-vis de Staphylococcus aureus CIP 7625
et Escherichia coli CIP 7624




-171-

3.3) Influence de la matiére orcanigue

Nous avons vu dans 1les généralités que les matidres
organiques interagissent et inhibent la plupart des
désinfectants (GELINAS 1983b, LONCIN 1986). Nous avons voulu
voir dans quelles mesures, le biotextile peut @€tre 1lui méme
neutralisé. Nous avons choisi plusieurs substances
appartenant 8 des catégories différentes : acides aminés et
peptides de faible poids moléculaire (extraits de levure,
milieu de LURIA), proté&ines (caséine, sérum albumine Dbovine,
lait>, polysaccharides (malto—-dextrines, inositol> et
composés lipidiques (phospholipides, LPS). Les solutions de
ces composés sont amenées & pH neutre. Les activités ont &té
comparées & celle trouvée en présence d'eau physiologique
(NaCl 9 g.1-%), vis-a-vis de Staphylococcus aureus . Les
résultats sont présentés dans le tableau -L-.

En présence d'un milieu riche en acides aminés et petits
peptides, 1l'activité antibactérienne du biotextile diminue
la gquantité&é de cellules inhibées aprés 6 heures de contact,
passe de 10® wu.f.c./cm® & 102 u.f.c./cm® en présence de
milieu de LURIA. Si nous utilisons des extraits de 1levure
(10 g.17*, 1'activité n'est plus que de 10® wu.f.c./cnm®
inhibées en 24 heures. En présence de protéines de haut poids

moléculaire <(caséine, sérum albumine bovine), l'activiteé
devient encore plus faible. Le 1lait écrémé constitue un
milieu particuli@remnt inhibiteur puisqu’'il est & 1la fois
riche en protéine et en calcium. Pourtant, le Dbioctextile

possé&de une activité importante en présence de gé&latine a
10 % (tableau -XLIV-, p. 156), probablement en raison de la
température €levée (50<C) ol s'est effectué 1'expérimentation.
Les polysaccharides génent peu ou pas 1l'activité anti-
septique. Au contraire des composés 1lipidiques constituent
des inhibiteurs les plus importants.

Les substances connues pour leur affinité avec les
ammoniums quaternaires (protéines, COMpOsSés lipidiquesd
inhibent fortement 1'activité antiseptique du Dbiotextile. Il
est fort probable que 1leur présence entralne ce que nous
appelons un "masquage" des sites actifs du tissu. Selon nous,
ces produits entrent en compétition avec les cellules
bactériennes pour s'adsorber sur les ammoniums quaternaires
fixés. Les relations, qui s’établissent entre la bactérie et
le biotextile, seraient comparables & celles d'une résine
cationique échangeant des anions avec le milieu environnant.
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. 100 i 10e 1 10%
; eau physiologique (NaCl 9 g.1—1%) ; +++ ; +++ ; +++ ;
; milieu de Luria ; +++ ; + ; - ;
; extraits de levure (10 g.17%) ; + + ; + ; - ;
; caséine (10 g.1-%) ; + + ; - ; - ;
; sérum albumine bovine (10 g.1l7 %) ; + ; - ; - ;
; lait écrémeé (100 g.1— %) ; + ; - ; - ;
; malto-dextrines (50 g.1—%* ; +++ ; +++ ; + + ;
; myo—inositol (50 g.1—%) ; +++ ; +++ ; +++ ;
; phospholipides (1 g.1— % ; + ; - ; - ;
; lipopolysaccharides (10 g.1—%) ; + ; - ; - ;

Tableau ~L- : Influence de la matiére organique
sur le pouvoir antiseptique de tissu traité
a4 15 g/kg de coton avec le sel 64,
vis-ad-vis de Staphylococcus aureus CIP 7625
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L'activité antiseptique des ammoniums quaternaires fixés
en présence de matiére organique, demeure assez satisfaisante
en regard avec les quantités de bactéries (10® wu.f.c./cn®,
appliquées dans les normes AATCC (1975)> et AOAC (1970>, aux

surfaces "autostériles” et tissus, pour évaluer 1leur pouvoir
antiseptique.

3.4) Influence de 1'ion accompagnateur

L'ion accompagnateur ou contre—-ion neutralise 1la charge
positive des ammoniums quaternaires. Théoriquement cet ion
est un chlorure (voir partie confidentielle). En pratique, au
cours du procédé de fabrication, le tissu subit différents
traitements, de sorte qu’'il est difficile de connalitre 1'ion
majoritaire final. En principe, un ion facilement mobilisable
doit permettre une meilleure efficacité antiseptique dans
1'hypothése o0 1le Dbiotextile fonctionne vis-a-vis des
cellules comme un é&changeur d'ions. Certains ions sont
capables, en outre, augmenter 1l'activité antiseptique du
biotextile comme par exemple 1'EDTA (KENWARD 1979) et 1'iode
(EUDY 1981).

. éch 8 -
50-14\ meq. échanges/kg de coton -
40+
[ )
'
30+
20—
10
[ | { 1 T ] { >
1 2 3 4 5 6
temps en heures
Figure -20- : Cinétique d’'é&change 4d'ions picrates entre un

tissu chargé a 15 g/kg de coton (sel 63) et une solution
de picrate de potassium (10—= W)
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La figure -20- illustre c¢e phénoméne d’'é&change d'ion
effectué entre une solution 107 M de picrate de potassium et
un échantillon de tissu greffé & 15 g/kg de coton. La
quantité d4d'ions picrates échangés a &té trouvée égale a 53,2
meq./kg de coton, soit une charge d’'environ 16,3 g de sel 6
par kg de coton. Aprés une heure de contact 82 % de 1'échange
est effectué. La cinétique est stabilisée aprés & heures.

Nous avons effectué plusieurs &changes d'ions avec
divers sels minéraux ou organiques. Les tissus (biotextile et
témoin non traité&) ont été plongés pendant 24 heures dans des
solutions salines concentrées afin d'&tablir un échange d’'ion
entre les tissus et la solution saline. Nous avons utilisé
les solutions sulvantes

- CH>COONa 1 M - Na=C0a 1 M
~ NaNOs 1 M - NazS04 1 M
- NaxHPO. 0,5 M -~ Na=zBa.0>» (solution saturée)d
- NaCl 1 M - NaBr 1 M
- KI 1 M - NaOH 0,5 M
- EDTA:Na 0,1 % - SbS 0,1 %
- Picrate de potassium 0,1 M
- Eau distillée (& titre de témoin)
Aprés avoir trempé dans les solutions salines, les

échantillons de tissu sont lavés cing fois &8 1'eau distillée
avec un rapport de bain de 1/200 (1 g de tissu pour 200 g
d'eaw. Ils sont ensuite séchés & 1l'air ambiant. Leur
activité antimicrobienne est enfin testée vis-&-vis de
Staphylococcus aureus . Le tableau -LI- résume les activités
obtenues en fonction de 1’'ion accompagnateur majoritaire qui
neutralise la charge des ammoniums quaternaires fixés.

Les ions halogénes (Cl—, Br— et I-), de méme que les
ions OH—, S04*~, EDTA et picrates, ne geénent pas 1l'activité
antiseptique du tissu. Ces ions sont facilement mobilisables.
Par ailleurs, nous avons constaté que 1les 4dions I~ et EDTA
conférent au biotextile wune activité 1légérement supérieure
vis-a8-vis de Pseudomonas aeruginosa . Les ions NOa™ et POL®~
retardent 1l'effet antiseptique du tissu (activité bactéricide
en 24 h au lieu de 6 h). Les ammoniums quaternaires fixés,
contrebalancés par les 1ions CHaCOO~ et COs™, n'ont qu’'un
effet bactériostatique.
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: ion i Act. | ion i Act., |
! majoritaire ! ¢\ majoritaire ! '
; acétate ; + ; chlorure ; +++ ;
; carbonate ; + ; bromure ; +++ ;
; nitrate ; + + ; iodure ; +++ ;
; sulfate ; +++ ; hydroxyde ; +++ ;
; phosphate ; + + ; E.D.T.A. ; +++ ;
borate + 4+ :"s.D.s. -
; picrate ; +++ ; eau dist. ; +++ ;

Tableau -LI- : Influence de 1'ion accompagnateur sur le
pouvolr antiseptique de tissu greffé a 15 g/kg de coton
(sel 63), vis—-a-vis de Staphylococcus aureus CIP 76295
(10® u.f.c./cm®)

Act. : Activité antiseptique

EDTA : Ethyléne Diamine Tétra Acétate
SDS : Sodium Dodécyl Sulfate
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Nous avons obtenu, avec ces quatres derniers ions, des
proliférations importantes de cellules Dbactériennes sur les
tissus témoins. GEFTIC (1979 avait déja fait état de 1la

perte d’'activiteé antiseptique d’' ammoniums guaternaires
associés avec des 1ions susceptibles de constituer un
nutriment opour 1la Dbactérie (acétates et nitrates). Le

biotextile est totalement neutralisé par le détergent
anionique (SDS). Cette derniére constatation laisse présager
des problémes de masquage des sites actifs par 1les produits
lessiviels. La question a é&té abord&e dans la partie
confidentielle,

Les résultats du tableau -LI- montrent la grande
importance des ions accompagnateurs. Dés lors, la composition
du milieu, ol sont effectués 1les contacts bactéries-tissu,
revét une grande importance. Ainsi, 1'utilisation du tampon
phosphate 0,2 M est sujette & caution. Pour résoudre ce
probléme, nous avons alors é&tabll des comparaisons entre
plusieurs milieux. Nous n'avons constaté aucune diffé&rence
d’activité antiseptique entre 1les tests ol 1les cellules
étalient en suspension dans de 1l'eau physiologique (NaCl
% g.17*), 1le tampon phosphate 0,2 M et 1'eau distillée
(tableau -LII-)>. Les ions PO4®  n'ont notamment pas géné les
interactions membranes bactériennes—ammoniuns quaternaires
fixés.

Il semble donc que, pour obtenir une bonne efficacité
antibactérienne, un échange de molécules s'établit entre la
fibre et la bactérie. L'ion accompagnateur est probablement
mobilisé par certains composants membranaires indispensables
a la survie de la bactérie. Si le contre-ion ne peut pas é&tre
mobilisé, en raison de son affinité particuliére pour les
ammoniums quaternaires, la réaction ne se fait pas. On
obtient alors le phénoméne de "masquage' des sites, qui rend
le biotextile inactif.

3.95) Influence des détergents non—-ionigues

Nous avons déjad évoqué dans les généralités le cas
particulier des agents mouillants non—-ioniques. Ceux-ci
favorisent 1’'adsorption des ammoniums quaternaires par les
membranes bactériennes & faible dose (100 npg/ml) et inhibent
ces mémes ammoniums quaternaires 8 plus forte concentration
(30 mg/ml)>. Les agents mouillants sont é&galement intégrés
dans certains produits détergents dont ils facilitent
1'action (INTERKEMIA 1985).
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: ténmoin | 9,9.104 | 9,4.10<¢ | 94,9 i 7,5.104 | 75,7 '
! biotext. | " H 63 H 0,06 | 13 ' 0,01 ¢
: Tampon phosphate 0,2 M H
: témoin ! " i 5,2.10+ } 52,5 {1 2,7.104 | 27,3 :
i biotext. | " H S H 0,00 0 : 0 :
H Eau distillé&e H
' témoin | " i 5,5.104 | 55,5 i 3,0.104 | 30,3 :
{ biotext. ! " ' 2 ' 0,00 0 ' 0 '

Tableau ~LII- : Influence du milieu de suspension des
cellules sur 1'activité antiseptique du biotextile
greffé A raison de 15 g/kg de coton (sel 6a)
vis—-a-vis de Staphylococcus aureus CIP 7625
(10® u.f.c./cm?)

No, Ne et Nza : u.f.c. par cm® de tissu aprés 0, 6 et
heures de contact

Se et Sz4 @ Indices de survie %)
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Nous avons 1incorporé a 1’ inoculunm bactérien des
concentrations croissantes de polysorbate 80 (tween 80) et de
polyoxyéthyléneglycol (triton X-100), variant de 0 4 1 mg/ml.
Le tween 80 est souvent utilisé pour neutraliser les
ammoniums quaternaires (REYBROUCK 1979) et nous nous en
servons pour nos essais (milieu lécithine-tween). Son étude a
donc é€té& particuliérement intéressante. Le triton X-100 est
reconmandé par 1'AATCC dans les cas o0 le tissu absorbe mal
1'inoculum bactérien. Sa toxicité pour les cellules
bactériennes est néanmoins beaucoup plus importante que celle
du tween 80. Les essais ont &té menés avec Staphylococcus
aureus et Escherichia coli . Les résultats sont rassemblés
dans le tableau —~LIII-.

Le triton X-100 a augmenté 1l'activité antiseptique du
biotextile aux concentrations 0,1 et 0,3 mg/ml. L'activité
initialement bactériostatique & 10 wu.f.c./cm® ( Staphylo-
coccus aureus ) et 10® u.f.c./cm® ( Escherichia coli ), est
devenue bactéricide en 24 heures. Les résultats obtenus avec
0,6 et 1 mg/ml ne peuvent pas &tre retenus. En effet, l'action
toxique du triton X-100 s’est manifestée & ces concentrations
et le taux de survie des bactéries sur les tissus témoins
s'est avéré trop faible. Il est par conséquent difficile de
définir si l'activit& antiseptique, observée & ces concentra-
tions, a un effet de synergie.

Le tween 80 augmente également 1l'activité antiseptique
du biotextile lorsqu’il est présent & raison de 0,2 mg/ml. Si
la concentration est augmentée, 1l'activité antibactérienne
diminue progressivement pour €tre nulle & la concentration de
1 mg de tween 80 par ml. L’'effet neutralisant du tween 80 sur
les ammoniums quaternaires s'est donc manifesté rapidement.

11 existe un effet de synergie entre les agents
mouillants (tween 80 et triton X-100) & faible concentration
et les ammoniums quaternaires fixés. La présence des agents
mouillants permet, en effet, aux échantillons de tissu
d'absorber plus facilement 1’'inoculum, de sorte que le
contact bactéries-fibres est favorisé. Un effet comparable
est obtenu avec les cotons hydrophiles. L’activité supérieure
des cotons de Californie par rapport & la bluth, est certes
due & un meilleur rendement de fonctionnaliation mais, aussi
a une bonne absorption de 1'inoculum, qui a favorisé 1'action
des ammoniums quaternaires fixés. Ces essais corroborent les
observations de RICHARDS (1980) & propos du tween 80.
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E. coli
u.f.c./cm=

aureus :
|
L]
)
]

u.f.c./cm=

: S.
mg. ml—* |

]
]
[}
1
1
t

agents
mouillants

+]

+++

Triton X-100

+|

+I

Tween 80

+1 i 1

Influence d’'agents mouillants non—-ioniques

Tableau -LIII-

sur le pouvoir antiseptique de tissu greffé a 15 g/kg de

coton (sel 63),

vis—-a-vis de Staphvlococcus aureus CIP 76295

Escherichia coli CIP 7624

et de
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3.6) Influence de 1'humidité relative de 1'air

L'humidité relative de 1l'air joue un rdle important dans
le pouvoir stérilisant des surfaces "autostériles (HOFFMAN
1955). L'activité antiseptique doit pouvoir se manifester aux
taux d'humidité relative de l1l'air ambiant. Sous nos climats,
1’ humidité relative varie en général entre 60 et 80 %, &
l1’extérieur. Dans les habitations, et notamment en hiver,
1’ humidité relative peut parfols descendre & 20 % sous
l'effet du chauffage.

Les essais en humidité relative controlée, ont &té
réalisés avec deux tissus traités & raison de © et 15 g/kg de
coton (sel 6a) et la bactérie Escherichia coli . La méthode
que nous avons utilisée prévoit 1l'utilisation du 1lait é&crémé
pour protéger les bactéries de la dessiccation. I1 est apparu
que ce support de déshydratation ne pouvait convenir a ces

essals, car 11 diminue considérablement 1'action désin-
fectante des Dbiotextiles. Le 1lait posséde un pouvoir
neutralisant des ammoniums quaternaires trop important
(tableau -L-). Nous avons adopté la malto-dextrine (PM moyen
d'environ 1000 4>, qui protége la bactérie de la
déshydratation sans trop altérer l'activité antiseptique des
biotextiles. L'inositol a un effet semblable, sans toutefois

égaler 1la malto-dextrine dans son effet protecteur. Les
bactéries ont donc &t& mises en suspension dans des solutions
de malto-dextrine de 50 g.17*, Les é&échantillons de tissus ont
&té testés & 6 taux d'humidité relative (98, 75, 50, 33, 11
et 0 %4 d°'H.R.)>. La survie des populations bactériennes est
suivie pendant une heure, aprés que 1les é&chantillons aient
&€té mis & sécher & 0 % d'humidité relative (figure -21-).

A 98 % d'H.R., seul le tissu & 15 g/kg présente une
activité antiseptique significative apés 1 heure de contact.
L'action du tissu traité 8 raison de 5 g/kg de coton est plus
lente. :

A 75 et 50 % d'H.R. les deux biotextiles ont réduit la
population bactérienne de plus de 99 %. Aprés une heure de
contact, nous ne détectons pas de différence d’'activité entre-
eux. A 75 comme & 98 % d'H.R. 1la protection contre la
déshydratation est totale (taux de mortalité nul sur les
tissus témoins).
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Figure -21- : Influence de 1’'humidité relative de 1’air sur

1’activité antiseptique de tissus greffés par le sel 6,
vis-a-vis de Escherichia coli CIP 7624

ACTIVITE A 98 % ET 75 % D'HUNIDITE RELATIVE

(@) témoin (A> S g/kg (@ 15 g /kg
N : log du nombre de bactéries par cm=.
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1’activité antiseptique de tissus greffés par le sel 6,
vis—&-vis de Escherichia coli CIP 7624
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Figure —-21— : Influence de 1’humidité relative de 1l’air sur

1'activité antiseptique de tissus greffés par le sel 6s,
vis—a-vis de Escherichia coli CIP 7624

ACTIVITE A 11 % ET O % D’HUNMIDITE RELATIVE

(@) témoin (A 5 g/kg (@ 15 g/kg
N : log du nombre de bactéries par cm=.
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Dés 50 % et jusque 0 % 4d'H.R., nous avons vu apparaitre

un effet antibactérien croissant sur témoin, d4 a la
deshydratation intense des cellules. Les diffé&rences entre
biotextiles et tissu témoin ne deviennent plus trés

significatives a 33, 11 et 0 % 4d'H.R. de 1’air. On remarque
cependant que le taux de survie sur 1les biotextiles est
toujours inférieur 3 celul des tissus témoins.

Les ammoniums quaternaires fixés sont capables d’'agir a
50 % 4'humidité relative en utilisant 1la mé&thode HOFFMAN
(1955) préconisée par 1'ACAC (1970>. Nous pensons néanmoins

qu'il faut pondérer ces résultats., En effet, la dés-
hydratation des tissus n’est pas 1immédiate aprés leur
inoculation, alors que l'activité antiseptique des ammoniums
quaternaires a commencé rapidement. Compte-tenu des essais

effectués avec des bactéries deshydratées (tableau -XLIII-, p.
155), nous estimons que les biotextiles ont une action trés
faible en dessous de 70 % 4d'H.R.

4) Conclusions

Les ammoniuns quaternaires fixés, agissent par
interaction avec les systémes membranaires et pariétaux des
cellules bactériennes. Leur action se traduit notamment par
une modification de la perméabilité cellulaire. Les 1lésions
qu'ils provogquent ne semblent pas néanmoins provoquer la 1lyse
et l'éclatement des cellules bactériennes. Les sites actifs
du biotextile sont 1nactivés aprés 1leur contact avec les
microorganismes. D'aprés les observations microscopiques, i1l
semble que cela soit du & 1'adsorption par les ammoniums
quaternaires de particules arrachées aux bactéries, lors du
contact. Les cellules touchées prennent alors cet aspect
granuleux caractéristique. L'expérimentation effectuée sur
les ions accompagnateurs, confirme leur importance et le fait
qu'un ion fortement retenu par les ammoniums quaternaires,
inhibe l'action antimicrobienne.

Le biotextile agirait comme wune résine échangeuse
d'anions. Les composants 1lipidiques et protéiques des
membranes cellulaires semblent &tre 1leur cible. Ainsi 1la

présence de protéines de haut poids moléculaire, de LPS ou de
phospholipides provoque-t-elle 1l'inactivation du tissu.
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Une action similaire est observée avec 1les 1icons faiblenent
mobilisables, du fait de 1leur grande affinité pour les
ammoniums quaternaires. Les dé&tergents anioniques en sont
l'exemple le plus remarquable,

L'immobilisation des ammoniums quaternaires entraine
certains comportements inhabituels pour cette classe
d'antiseptique. Ils sont fort peu actifs 3 basse température
et peu sensibles aux variations de pH. Leur rapidité d’'action
et leur efficacité sont également trés amoindries par rapport
aux composés solubles : compte tenu des valeurs ocbtenues avec
le calcul des CMI, environ 1 ug de sel 6 est capable
d'inhiber la croissance de 104 u.f.c. de Escherichia coli
en 24 heures. Apreés fonctionnalisation, i1 faut environ 200
g de ce méme sel pour obtenir un résultat identique.
L'explication de ce phénoméne doit probablenment 8tre
recherchée dans 1l'absence de phénoménes de tensio-activité a
cause de leur immobilité. I1 semble par ailleurs que des
contacts répétés bactérie-fibre soient nécessaires pour
obtenir un effet antimicrobien.

Nous avons enfin &tabli 1'importance de la '"qualit&” du
contact bactérie-fibre. La présence d'agents mouillants, d'un
taux minimum 4'humidité relative et 1'hydrophilité du coton
semblent jouer un rdle important.
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Dans l'&tat actuel de la technique, nous sommes & la fin
du stade "pilote" du projet concernant le tissu bactéricide.
Parmi les cinquante formules chimiques synthétisées au départ,

le sel no 6 a été choisi selon des critéres chimiques (bon

rendement de <fonctionnalisation, faciliteé de syntheése,
stabilité chimique), biologiques (activite antiseptique
intense avant et aprés fixation, 1large spectre d’action,

faible toxicité cutanée) et &conomiques (cout de fabrication
modique). Un second sel d'ammonium quaternaire (no 36> a é&té
mis en réserve : il présente des qualités similaires &8 celles
du sel no 6 mais son prix de revient est quatre fois plus
Elevé. La synthé@se industrielle du sel no 6 a é&t& tentée et
réussie, pour obtenir wun produit (sel 6a) présentant des
caractéristiques proches du sel fabriqué en laboratoire.
Ainsi, un textile de <coton antimicrobien a é&té traité a
l'aide d'appareils "pilotes”, selon le protocole expérimental
qui sera appliqué & 1'é&chelon industriel. La charge en
ammoniums quaternaires fixés avait &té &tudiée en laboratoire
et fixée & 15 g de sel 6 par kg de coton. Le Dbiotextile
obtenu a présenté les qualit&s requises pour un produit
utilisable & grande échelle

- Les activités antibactériennes, obtenues vis-a-vis de
bactéries & Gram positif, sont importantes (10 a 107 wu.f.c.
/cm® inhibées en 6 heures). Parmi 1les Dbactéries a Gram
négatif, la plupart des Enterobacteriaceae testées ont &té
sensibles au bilotextile (102 & 1024 u.f.c./cm® 1inhibées en &

heures) ; les Pseudomonadaceae comptent des bactéries a la
fois trés sensibles aux ammoniums quaternaires fixés et des
souches trés résistantes comme Pseudomonas aeruginosa (10=

a 102 u.f.c./cm® inhibées en 6 heures).

- Le biotextile présente également une importante
activité antifongique. Vis-3-vis de 1la levure pathogéne
Candida albicans , le niveau d'activité germicide est de
l'ordre de 102 u.f.c./cm® inhibées en 6 heures. Grace au
traitement de fonctionnalisation, le tissu est capable de
résister 4 l'attaque des champignons cellulolytiques. Aucun
de ceux que nous avons testés, n'a pu entamer la sStructure
cellulosique du coton.
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- Du point de vue toxicologique, le tissu traité, n’a
causé aucune irritation cutanée supérieure au tissu témocin
sur la peau de lapins. Les essais de contacts itératifs, sur
le méme animal, n'ont pas permis de déceler 1le moindre
trouble. Parmi cinquante sujets humains d'une population
prédisposée aux réactions d’'ordre allergologiques, un seul
cas réellement positif a &té détecté. Ce sujet a réagi, par
ailleurs, & d'autres composés de la batterie de test, dont  un
ammonium quaternaire. L’'ensemble de tous ces résultats est
encourageant.

- La question de la résistance du biotextile au lavage a

été abordée dans la partie confidentielle. Pour le moment, Ile
tissu traité conserve une activité antimicrobienne aprés 30 A
50 lavages. Nous pensons pouvolr améliorer, sans trop de

problémes, ce résultat, pour porter a 100-150 lavages la
maintenance des pouvoirs bicactifs,.

Nous venons de voir en quatre points, les principales
qualités de ce nouveau produit. Le prix de revient de sa
fabrication ne dépasse pas celuil d’'une teinture. I1 est donc
possible de l'utiliser 38 grande échelle pour améliorer les
conditions d’'hygieéne corporelle, &viter certains risques
épidémiologiques de contamination par des vétements souillés
ou simplement éviter la dégradation du coton par des agents
cellulolytiques. Le biotextile présente enfin quelques
qualités intéressantes, exploitables dans les techniques de
filtration de liquides ou 4’'air.

La désinfection avec des prodults insolubles

Le procédé de fonctionnalisation n’'est pas, en lui-méme,

une innovation technologique. L'originalité réside dans
1'utilisation du pouvoir antiseptique d' ammoniums
quaternaires immobilisés sur des fibres de coton, donc 4’

employer des composés insolubles. Selon JANAUER (1081),
l’emploi de molécules désinfectantes insolubles améne une
nouvelle conception de la désinfection. L’'intérét de tels
désinfectants avait &t& préssenti par KLARMANN (1953). On
peut ainsi désinfecter des liquides sans ajouter d'additifs
solubles, qui altérent la qualité des solutions filtrées ou
présentent un risque toxicologique.



-188-

Par rapport aux autres méthodes de désinfection sans additifs

(ultra-violets, hautes températures, radiations iocnisantes,
filtration sur mnmembrane), les produits insolubles sant
utilisables sans dépense d' énergie, sans altérer les

solutions désinfectées, et peuvent servir au traitement en
continu de liquides sans risques de colmatages (par rapport &
la filtration sur membrane).

Selon JANAUER (1981)>, les antiseptiques insolubles
doivent provoquer la mort rapide des microorganismes, avoir
des sites actifs facilement accessibles, €&tre rémanents et
actifs en présence de matiéres arganiques ; ils ne doivent
pas @€tre 1inactivés de maniére irréversible. Plusieurs
antiseptiques présentent wune activité & 1'état de faible
solubilité ou d’' insolubilité totale comme 1'argent,
1'hexachlorophéne, les salycilanilides et certains dérivés du
paraben (GUMP 1982). Les ammoniums quaternaires, notamment
les conmposés slliconés, représentent 1la classe 1la plus
importante et la plus &tudige de désinfectants insolubles.
Ainsi, 11 existe actuellement plusieurs applications et
brevets utilisant des ammoniums quaternaires insoclubles (MUNE
1979, VALFISH 1979, SPEIER 1981, ISQUITH 1983, BALDVIN 1984a
et 1984b, NAKAGAWA 1084b). Il est intéressant de comparer ces
produits avec notre biotextile, en &tudiant 1les critéres de
JANAUER (1981).

La destruction des microorganismes

Il existe une polémique & propos du pouvoir bactéricide
des ammoniums quaternaires insolubles., Pour ISQUITH (1972,
le pouvoir désinfectant ne fait aucun doute, 1l n'est pas dd
a8 un faible relargage de composés antiseptiques, mais bien a
un contact entre bactérie et surface solide "autostérile”.
NAKAGAWA (1984b) entretient une polémique : selon 1lui, les
ammoniums quaternaires ne font qu’'adsorber les cellules sans
les tuer. Les deux auteurs n'ont malheureusement pas employé
les mémes mé&thodes. ISQUITH a déterminé le pouvolir
bactéricide par une technique proche de 1la ndtre, en
utilisant le milieu lécithine-tween. Les essais ont &té faits
sur du verre poreux traité avec un ammonium gquaternaire
organosiliconé. NAKAGAVA base son affirmation aprés avoir
étudié des résines traitées par des dérivés pyridiniques
quaternaires, dont on connait le pouvoir antiseptique intense
a 1'état soluble. Il est parvenu A& récupérer des cellules
vivantes adsorbées sur 1la résine, en effectuant une
filtration continue par de 1'eau distillée.
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Nos résultats sont en accord avec ceux 4d'ISQUITH ((1972).
I1 est néanmoins possible que le milieu lécithine-tween
détache les bactéries adsorbées en les tuant, parce gqu’elles
ont é&té fragilisées au contact avac les ammoniums
quaternaires. Les travaux de QUISNC (1946), WILLIAMSON (1965)
ou ENGLEY (1970 relatifs 4 ce type de méthodes ont &té
effectués en effet avec des bactéries adsorbées sur des
supports inertes. .

On sait par ailleurs que les cellules bactériennes
peuvent s'adsorber sur des ammoniums quaternaires 1insciubles
non antiseptiques en continuant de se développer (HATTORI
1972). GUSTAFSSON (1983) a remarqué que des cellules de

Cellulomonas sp. , traitées par 1'Aliquat <(trialkylméthyl
ammonium de faible poids moléculaire), s5'adsorbaient mieux
sur le coton sans affecter leur viabilité. Nous estimons pour
notre part que les résines de NAKAGAWA ont pu €tre inactivées
plus rapidement qu'il ne le pense <(phénoméne de 'masquage"
des sites actifs). Les bactéries survivantes ont pu se
développer rapidement., Il se peut également que la résine ne
soit pas suffisamment puissante. NAKAGAWA (1984c) a en effet,

par sa méthode, expérimenté des verres poreux traités en
trouvant cette fois—-ci une activité bactéricide (les cellules
désorbées é&étaient mortes). Les méthodes consistant a

recouvrir les surfaces traitées par une gé&lose nutritive
_(BELLINGER 1967, LASHEN 1971, CZERKOWICZ 1977) pour é&valuer
la quantité de germes revivifiables, peuvent apporter une
solution & ce probléme (savoir si les bactéries sont vivantes
ou mortes). Nous avons essayé la méthode de LASHEN (1971) sur
nos biotextiles : les bactéries sont effectivement inhibées.
Les expérimentations sur le mode d’'action ont montré enfin
les lésions graves subies par les bactéries au contact avec
les ammoniums quaternaires fixés.

L'accessibilité des sites actifs

Elle est incontestablement traés importante pour
favoriser le contact bactérie-désinfectant. Pour notre part,
nous avons mis en &vidence le rdle de 1'hydrophilité du coton,
qui permet des activités plus importantes. Cette observation
doit &tre rapprochée des essals effectués en présence
d'agents mouillants non-ioniques (tween 80 et +triton X-100),
qui ont favorisé 1la pénétration des 1noculums entre les
fibres textiles.
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L'hydrophilité est cependant défavorable a certaines
utilisations : nous 1'avons vu, en particulier, avec les
essals de filtration d'aérosol. Une cellulose imbibée d’'eau
facilite le transit des bactéries, de sorte que le pouvoir
antiseptique n'a pas le temps de se manifester. Ainsi BALDVIN
(1984a 1984b)> propose deux types de biotextiles traités avec
des ammoniums quaternaires organosiliconés insolubilisés dans
une résine thermosensible : le premier (BALDWIN 1984a), tras

hydrophile, est recommandé pour @&liminer rapidement les
bactéries qui entrent en contact avec le tissu pour limiter
les risques de contaminations par un tissu souillé ; le

second biotextile (BALDVWIN 1984b) est trés hydrophobe, pour
tout & la fois limiter la propagation des germes infectieux
et les inhiber.

La rémanence du pouvolr antiseptique

Les Dbiomatériaux oQ les ammoniums quaternaires sont
fixés par liaisons de covalence ou électrostatiques fortes
résistent bien aux lavages et ne relarguent pas de produits
désinfectants. Nous ne parlerons pas ici des problémes causés
par les lavages avec des détergents anioniques. Ces problémes
sont spécifiques aux textiles et seront abordés dans 1la
partie confidentielle.

Les résines thermosensibles peuvent ¢ .bir 720 lavages &
l'eau claire sans que soit altéré leur pouvoir antiseptique
(MUNE 1979). NAKAGAVA ne constate aucun relargage d'ammoniums
quaternaires fixés sur des résines par interactions
électrostatiques fortes (197%9a et 1979b) ou par covalence
(1984a). Les mémes observations sont faltes avec des verres
poreux traités (ISQUITH 1972, NAKAGAWA 1984c, ISE 1985). Nous
avons montré 3 plusieurs reprises 1'absence de tout relargage
par nos biotextiles. Des essais de lavages & grande eau ont
également montr& une é&rosion trés faible de 1'apprét
antimicrobien (voir partie confidentielle).

Inactivation des biotextiles et action en présence de
matiéres organiques

Les deux problémes sont 1liés. Les ammoniums quaternaires
fixés sont actifs sur 1les microorganismes parce qu’'ils
réagissent avec la matiére organique des cellules. NAKAGAWA
(1984a et 1984b) a constaté que les résines quaternisées sont
plus ou moins rapidement saturées au fur et & mesure que les
contacts bactéries-ammoniums quaternaires se multiplient.
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La présence de sérum albumine bovine diminue é&galement 1leur
activité. La nature des substances inactivantes peut &tre
déduite par la fagon dont on récupére 1l'activité antiseptique.
En effet, 1l'inactivation des ammoniums quaternaires n'est
pas irréversible. En gé€néral, un lavage & 1’'é&thanol suffit &
régénérer les ammoniums quaternaires fixés. En 1'occurence,
nos travaux corroborent ceux de NAKAGAWA (1984a et 1984c),
Ainsi, les substances inactivantes sont plutot adsorbées par
interactions hydrophobiques ; il s'agit probablement de
substances lipidiques et de protéines de haut poids
moléculaire. NAKAGAWA (1984c) a indiqué par ailleurs gque les
résines é€taient beaucoup plus difficiles & régénérer que le
verre poreux. Les interactions seraient donc plus importantes
- peut.étre de nature électrostatique- dans le premier cas
(pour des raisons inexpliquées).

D'aprés cette observation, NAKAGAWA suppose que le verre
poreux traité a une activité& plus bactéricide que 1la résine,
parce qu'il autoriserait des contacts répé&tés entre bactéries
et désinfectants. I1 faudrait en effet plusieurs chocs entre
cellules et biomatériaux pour obtenir un effet germicide. La
résine ne permettrait pas ces contacts successifs en retenant
trop fortement les bactéries. Nous sommes d'accord avec cette
hypothése, en nous appuyant sur nos observations de
microscople &électronique old, de toute évidence, nous avons vu
que les bactéries subissent de nombreuses 1lésions (aspect
granuleux),

Le mode d'action des ammoniums quaternalires fixés

Certaines indications montrent qu’'il est fort proche de
celui des ammoniums quaternaires solubles. Ces derniers sont
toujours plus actifs sur les bactéries & Gram positif que sur
les bactéries 3 Gram négatif (NAKAGAWA 1979b, ISQUITH 1983,
BALDVIN 1984a, IKEDA 1985). Nous l'avons aussi constaté. Il
en est de méme en ce qui concerne leur activité supérieure A&
température é&élevée (40-50°C) ou leur inactivation par les
matidres organiques.

Certaines différences existent toutefois. Les levures
sont anormalement résistantes aux produits insolubles. FNous
l1'avons constaté avec Candida albicans , comme NAKAGAWVA
(1973a) avec Hansenula anomala . Nous avons également
observé que des temps d' incubation plus longs sont
nécessaires 4 leur &limination.
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Ce phénoméne serait di a la taille plus grande des cellules ,
ce qui nécessiterait des conctacts plus nombreux avec les
biomatérilaux. L’'hypothése des 'chocs successifs” se trouve
renforcée. Cette hypothése peut d'ailleurs expliquer la
lenteur d'action des ammomiums quaternaires fixés., 11 faut 24
heures & 200 pg de sel 6 fixé pour éliminer 10% u.f.c. de
Staphyvlococcus aureus , 30 minutes suffisent pour une
quantité identique de sel 6 soluble. Les désinfectants
insolubles 4'ISQUITH (1983) ont des temps d’'action moyen de 3
Jours.

Les ammoniums quaternaires fixés sont peu sensibles aux
variations de pH. Ce dernier paramétre agit normalement sur
la solubilité des ammoniums quaternaires (KOSTENBAUDER 1977).
Cet effet supprimé (solubilité&), les produilts fixés en sont
moins tributaires. L’'&tude du mode d'action des ammoniums
quaternaires fixés constitue une simplification puisque 1'on
supprime ainsi les effets dus a4 1la tensio-activité et a
solubilité des produits. La non-mobilité et surtout 1'absence
de pouvoirs tensioactifs, sont probablement en partie
responsables de 1la moindre efficacité des désinfectants
insolubles. Mais cela prouve surtout que 1les phénom@nes de
tensio-activité ne sont pas le moteur principal du pouvoir
antiseptique des détergents cationiques, contrairement & ce
qu’'ont pu affirmer certains auteurs dont CELLA (1952). Les
phénoménes de tensions de surface doivent notamment favoriser
les contacts bactéries—-désinfectants.

Les cibles des ammoniums guaternaires se situent
incontestablement au niveau des membranes cellulaires. Ainsi
les ammoniums quaternaires n'ont pas bescin de pénétrer dans
les cellules microbiennes pour agir efficacement. Cette
hypothése formulée par NEWTON en 1958 a é&té ainsi confirmée
par ISQUITH (1972), JANAUER (1981) et nous-mémes. Nous avons
mis en évidence 1les pertubations causé€es aux fonctions
menmbranaires et les lésions occasionnées aux parois
bactériennes. Les expérimentations menées avec Pseudomonas
aeruginosa et les essais menés avec les ions divalents d'une
part et les ions accompagnateurs d'autre part, indiquent que
les lipides (phospholipides, LPS) et les protéines
membranaires sont les cibles des ammoniums quaternaires. Leur
action est probablement multiple : ils fragilisent les parois
et provoquent 1la perte de constituants cellulaires en
"capturant” les composants essentiels des membranes. Certains
phospholipides sont indispensables a la survie de

Escherichia coli (PIERRUCCI 1985).
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Le biotextile : une surface "autostérile”

Les Dbiomatériaux traités aux ammoniums quaternaires
correspondent parfaitement a la notion de surface
"autcstérile” définie par HOFFMAN (1955) : les bactéries sont
tuées lors du contact avec un solide. Nous avons vu que, fort
probablement, plusieurs chocs successifs sont nécessaires.
Par conséquent, plus il existe de sites actifs ou de produits
fixés, plus les chocs sont nombreux et théoriquement plus 1la
surface est "autostérile”. C'est effectivement ce
qu’' observent NAKAGAWA (1983, 1984a) et ISQUITH (1972>., Nous
observons un effet similaire entre 1 et 30 g de sel 6 fixé
par kg de coton. Il semble que 1la baisse du pouvoir
antiseptique observée avec les tissus chargés a 50 g/kg, soit
due & un effet de surface qui empéche 1le “~contact bactérie-

fibre, probablement parce que les tissus treés chargés sont
plus hydrophobes.

Le contact des bactéries avec un solide de charge
électrostatique positive peut donner 1lieu & des effets de
surface dont on peut difficilement estimer 1'influence sur le
pouvoir antimicrobien. Les ammoniums quaternaires sont des
antistatiques ; 1ls diminuent, par exemple, les effets
électrostatiques de friction (HERSH 1981). A 1'interface
solide-liquide, il se développe, selon SPEIER (1981), des
charges électrostatiques importantes, qui dépendent du pH et
de la nature du solide. Il se forme ainsi & 1la surface des
solides traités aux ammoniums quaternaires, wune zone o1 la
concentration en ions est trés importante. Les bactéries
pourraient &tre tuées rapidement par dépolarisation brutale
de 1leurs membranes, au contact avec cette zone. Cette
hypothése reste & prouver.

Les 1lons accompagnateurs qui neutralisent 1les charges
électrostatiques des solides, jouent wun rdle primordial.
KOSTENBAUDER (1977) 1'avait déja remarqué en &tudiant des
dérivés solides du paraben. Si 1'affinité du contre-ion est
trop importante pour le désinfectant, 1l'activité antiseptique
de ce dernier peut difficilement se manifester, car 11 n'y
pas d'interactions avec les cellules microbiennes. Il s'agit
véritablement d’'un phénoméne d’é&changes d'ions que nous avons
nis en évidence.
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Les molécules fortement adsorbées (lipides, protéines,
détergents anioniques) neutralisent l1'action bactéricide, en
donnant lieu au phénoméne de '"masquage’” des sites actifs. De
méme certaines substances, trés affines pour les ammoniums
quaternaires, entrent en compétitition avec les <cellules
bactériennes pour l'occupation des sites actifs.

Les températures élevées augmentent l'action des
surfaces '"autostériles”, en favorisant 1'adsorption des
cellules au niveau des désinfectants. Nous avons vu que les
basses températures (5°C) provoquent 1la disparition quasi-
totale du pouvoir antiseptique. Selon KOURAI (1985a), plus
1' ammonium quaternaire est actif et plus 1'énergie
d'activation de la réaction d'adsorbtion entre le
désinfectant et la cellule bactérienne, est importante. A
basse température, 11 n’'y aurait pas de contact entre
ammoniums quaternaires et bactéries. En outre & 5<C, il n'y a
plus de divisions cellulaires : il seralt, peut-&tre,
intéressant de voir si c’est au moment de leur division que

les cellules sont les plus sensibles aux amnmoniuns
quaternaires fixés.

Un biotextile 3 bloactivité fixe

Le textile & activité antimicrobienne, que nous avons
&tudié, correspond pratiquement au textile & biocactivité fixe
défini par CHATELIN (1983). Le grand avantage de <c¢e type de
textile est sa résistance importante aux cycles de 1lavages.
GAGLIARDI (1962) estimait que des textiles antimicrobiens
utilisant des produits actifs fixés par liaisons de covalence,
ne puissent posséder qu’'un pouvoir plus que bactériostatique.
Il avalt cependant prévu que de tels biotextiles devaient
présenter un risque toxicologique faible. La raison
essentielle en est que les produits actifs ne peuvent pas
&tre absaorbés par voie dermale. ISQUITH (1983) estime mEme
que 1l'ingestion par voie orale d’'ammoniums quaternaires
insolubles présente un risque d'intoxication nettement plus
faible que les composés solubles (estimation non chiffrée par
1'auteur). Nous avons pu constater que des souris pouvaient

ingérer le biotextile sans troubles apparents, aprés trois
semaines.

Perspectives

D'un point de vue technique, il convient actuellement de
terminer les essais "pilotes" pour pouvoir accéder a
l1'échelon industriel.
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Dés 1lors, nous pourrons disposer du biotextile dans sa

version définitive. Un certain nombre d’'expérimentations
pourront ainsi €tre entreprises

De nouveaux tests toxicologiques sont indispensables,
notamment parce certains paramétres de fabrication ont changé
et qu'il faut vérifier qu'aucun résidu de +traitement toxique
ne subsiste au niveau du textile.

Une é&tude plus approfondie du spectre d'activité
antimicrobienne, pourra €tre envisagée en testant d'autres
organismes

- Les Mycobactéries et notamment Mycobacterium
tuberculosis , qui est trés résistant aux ammoniums
quaternaires, et Mycobacterium snmegmatis , qui est une
souche officielle des normes frangaises d'évaluation du

pouvoir antiseptique (AFNOR 1977a).
— Les bactéries anaérobies

— Différentes souches d' Escherichia coli pathogénes et
des souches multirésistantes de diverses bactéries. Il serait
notamment intéressant d'é&tudier toutes les souches de

Staphylococcus aureus portant un plasmide de résistance aux
ammoniums quaternaires (GILLESPIE 1985 et 1986). D'éven-
tuelles résistances croisées avec 1le biotextile pourraient
pourraient &tre recherchées.

- Les souches pathogénes des animaux domestiques pour
d'éventuelles applications vétérinaires

- Des protozoaires pathogénes dont on sait qu’'ils sont
sensibles aux ammoniums quaternaires (LAWRENCE 1970).

~ Des algues ( Chlorella vulgaris par exemple), qui
pourraient &tre éliminées sans additifs dans 1l'’eau. De mnéne,
les microorganismes responsables du colmatage des réseaux de
drainage ou des systémes de refroidissement (RUCKA 1983),
peuvent également &tre testés.

- Les bactéries cellulolytiques n'ont pas non plus é&té
testées dans cette é&tude.
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Il existe, par ailleurs, d'autres techniques normalisées pour
déterminer la résistance des tissus aux agents
cellulolytiques comme la méthode par enfouissement (AFNOR
1971b) ou exposition en chambre tropicale (AFNOR 1971c>. Ces
deux normes complétent celle que nous avons utilisée <(norme
NF X 41-600, AFNOR 1%971la).

Il serait intéressant de rechercher des méthodes plus
rapides pour tester 1l'activité antimicrobienne. Il faudra, en
effet, vérifier régulierement la qualité des biotextiles, si
une producticon industrielle est entreprise.

Des essais en vraie grandeur pourront surtout @&tre
entrepris dans des hopitaux 4’'un peoint vue épidémiologique ou
pour tester 1le pouvoir antiseptique dans des conditions
réelles d'emploi. A cette occasion wune &tude de 1'activité

in-vivo du biotextile sera possible. Nous ne connaissons
pas, en particulier, 1'impact du biotextile sur 1la flore
cutanée : des modifications qualitatives et quantitatives de
sa composition, doivent intervenir. I1 existe des méthodes
d’' investigations éprouvées dans ce domaine (WILLIAMSON 1065,
ENGLEY 1970>. Des techniques récentes comme celle de
BOURLIQUX (1983) sont é&galement applicables.

Au niveau de la recherche du mode d4'action, des travaux
peuvent encore €tre entrepris. Il conviendrait, par exemple,
de 'vérifier 1les résultats obtenus avec les essals de
relargage du phosphore inorganique. D'autres constituants
cellulaires peuvent &tre détectés (K*, PO,2—, acides aminés).
Il serait notamment intéressant d'utiliser des produits

radiomarqués. Nous pourrions ainsi effectuer les essais de
relargage avec les inoculums servant aux tests d'efficacite
antiseptique, plut8t que d'utiliser des "purées cellulaires”.
Des protoplastes de Dbactéries permettraient probablement
1'observation de cinétiques de relargage plus précises. La
bioluminescence est également un outil pratique d’étude des
propriétés membranaires (WETTERMARK 1980).
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