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meédicaux : des
stratégies o

les maladies nosocomiales ?
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La problématique
des infections
nosocomiales

1.1. Définitions et chiffres clés

Les infections nosocomiales'
sont des infections acquises
en milieu hospitalier. Lorsd’un
séjour a U'hopital, le patient
risque d'acquérir une infection

1. Le terme nosocomial vient du
grec nosos, « maladie », et de
komein, « soigner », qui forment
le mot nosokomeion, « hopital ».

bactérienne. Cela frappe envi-
ron 5 % des patients hospi-
talisés et correspond a pres
de 4 millions de personnes
par an en Europe, générant
37 000 déceés, dont 4 000 en
France.

S’ajoute la question des
colts liés aux soins supplé-
mentaires occasionnés. On
arrive a 7 milliards d’euros
en Europe de surco(t pour
des problématiques pour les-
quelles les patients n’étaient
pas concernés initialement.
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Les implants dentaires (A), les
cathéters (B), les valves cardiaques
(C) et les pacemakers (D] sont des
exemples de dispositifs médicaux,
dont l'implantation peut engendrer
des infections nosocomiales.

Répartition des classes
de bactéries majoritaires dans
le corps humain.

Par convention, une infec-
tion est qualifiée de nosoco-
miale si elle a été contractée
deux jours aprés l'hospita-
lisation du patient ou trente
jours aprés un acte chirur-
gical, qui intrinsequement
présente plus de risques
infectieux. Dans le cas d'une
implantation, on considére
que si une infection inter-
vient un an apres la pose de

Uimplant, elle peut étre liée a
une infection contractée lors
de U'hospitalisation : elle a pu
étre contractée au moment
de l'implantation mais s’est
déclenchée unanapres. Dans
l'ensemble, on peut affir-
mer que 50 % des infections
nosocomiales sont liées aux
dispositifs médicaux : il peut
s’agir d'implants dentaires,
de cathéters, de valves car-
diaques, etc. (Figure 1).

1.2. Origines des infections
nosocomiales

Il est difficile d'avoir des
informations précises sur
les origines des infections
nosocomiales, mais il y a un
consensus pour dire que les
germes sont généralement
issus du patient lui-méme.
Rappelons qu'une personne a
dix fois plus de bactéries que
de cellules eucaryotes, ce qui
correspond a environ 500 bac-
téries différentes, ce qui
est considérable (Figure 2).
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Certaines d’entre elles sont
des pathogénes potentiels,
notamment au niveau du site
d’implantation.

Par ailleurs, les personnels
soignants et ceux de l'environ-
nement hospitalier sont des
vecteurs pour transporter les
germes d'un patient a l'autre.

1.3. Laugmentation des
infections nosocomiales

Ce sujet ancien est a nouveau
d'actualité depuis quelques
années a la suite de sollici-
tations d’industriels alertés
par la forte augmentation
des risques infectieux obser-
vés, notamment au niveau
de U'hépital. Cette augmen-
tation peut s'expliquer par
l'augmentation des bacté-
ries résistantes vis-a-vis des
antibiotiques (Figure 3). Un
deuxiéme facteur est l'aug-
mentation des porteurs de
dispositifs médicaux, essen-
tiellement en raison du vieil-
lissement de la population. Il
y a en outre de plus en plus
de patients implantés qui
sont « a risques », notam-
ment des patients diabétiques
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Peri-implantitis: “Tsunami® or Marginal Problem?
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ou en rémission de cancers,
pour qui le risque infectieux
est plus important. Une
autre raison vient du tres
faible nombre de nouvelles
molécules antibiotiques ou
d'autres systémes mis sur le
marché ces derniéres années
pour lutter contre les infec-
tions.

Les prévisions que l'on peut
établir sur l'augmentation du
nombre des infections sont
alarmistes. Cela pourrait
devenir la premiére cause
de décés dans le monde : la
résistance microbienne pour-
rait étre responsable du déces
de dix millions de personnes
par an en 2050. Cette situa-
tion s'est d'ailleurs présen-
tée a Uopinion : des articles
parlent de « tsunami lié aux
péri-implantites » (infections
liées aux implants dentaires)
(Figure 4) ; un grand plan
avait été lancé en 2015 par le
président américain Obama :
1,2 milliards de dollars ont été
débloqués pour lutter contre
les infections causées par
des bactéries résistantes aux
antibiotiques. Fin 2017, 'OMS
a publié un rapport alarmant

| FACT SHEET: Obama !
Administration Releases National -
Action Plan to Combat Antibiotic-

Resiszant Bacteria

Laugmentation des bactéries
résistantes pourrait favoriser
les maladies nosocomiales.

Les infections liées aux implants
alarment la communauté
scientifique ainsi que ['OMS.

Antiblorésistance : un premier constat
alarmant de 'OMS
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Les pacemakers sont implantés
pour réguler les battements
cardiaques.

Evolution pendant deux ans

de linfection causée par
l'implantation d’un pacemaker :
bourgeonnement, infection puis
rejet de l'implant.

Source : Expert Rev. Cardiovasc.
Ther. 2013, 11 : 607.

sur ces phénomeénes : il s'agit
bien d'un probléme majeur de
santé publique accompagné,
bien slr, d'un probleme éco-
nomique.

2 Infection et
implants : Uexemple
du pacemaker

2.1. Implantation puis rejet
d’un pacemaker

Pour illustrer les maladies
nosocomiales, considérons
l'exemple des pacemakers et
défibrillateurs (Figure 5), qui
sont des boitiers implantés
pour réguler les battements
cardiaques. La Figure 6 donne
l'exemple d’'une implantation
qui s’est suivie de compli-
cations puisqu’il y a eu un
bourgeonnement, une infec-
tion, puis un rejet. Limplant
est rejeté par l'organisme
suite a l'infection avec for-
mation d’'une coque fibreuse.
Ces cas-la sont trés graves,
puisque généralement une
explantation, suivie d'un
nettoyage et d'une nouvelle
implantation, ne permettent
pas de prévenir une récidive
et lissue risque d'étre dra-
matique.

2.2. Hausses
des implantations
et des infections

On dispose de données four-
nies par la société Medtronic,
un des leaders mondiaux
des dispositifs médicaux.
En quinze ans, le nombre
de patients implantés avec
ces défibrillateurs a doublé
(+96 %). (Figure 7). En paral-
lele, les infections ont été
mesurées : elles ont été mul-
tipliées par quatre (+210 %).

2.3. Des solutions d’implants

Les solutions adoptées a
Uheure actuelle consistent a
utiliser des boitiers de pace-
makers et défibrillateurs en
titane, qui sont assez bien
acceptés par les tissus, aux-
quels est rajouté un film fin
d'argent (Figure 8). Largent
s'oxyde et libere des ions
argent, qui peuvent avoir une
action forte sur les bactéries.
Ces systémes posent cepen-
dant des questions parce que
l'on ne connait pas le devenir
de l'argent libéré ni donc la
toxicité potentielle que cela
pourraengendrer : des études
récentes en débat semblent
montrer que les ions argent
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Pacemaker en titane recouvert d’'une couche dargent.

pourraient avoir une forte
toxicité. Au niveau réglemen-
taire, ces systemes sont de
plus en plus contre-indiqués.

Une solution différente pour
le conditionnement de l'im-
plant a été présentée par
Medtronic, il y a deux ans.
Elle faitintervenir Uutilisation
d’une enveloppe en polymeére
(Figure 9), dénommée TyrX, et
constituée d'un filet en poly-
propyléene, donc non dégra-
dable, sur lequel a été ajoutée
une couche de polyarylate?,

2. Polyarylate : polymere compor-
tant un enchainement de cycles
aromatiques liés par des liaisons
ester.

Comparaison du nombre de
pacemakers implantés aux Etats-
Unis en 1993 et en 2008 (hausse de
96 %), et du nombre d’infections
(hausse de 210 %).

Source : Medtronic.

Cardiac surgery

openheart In vivo biocompatibility and pacing

function study of silver ion-based
antimicrobial surface technology
applied to cardiac pacemakers

James Shawcross,’ Ameet Bakhai,” Al Ansaripour,’ James Armstrong,’
David Lewis,’ Philip Agg,' Roberta De Godoy,* Gordon Blunn*

un polymére biorésorbable®
contenant deux antibiotiques
afin d’éviter les infections
liées a l'implantation.

Cette solution est maintenant
disponible sur le marché. Elle
ne préviendra pas cependant
les bactéries résistantes aux
antibiotiques utilisés. Par
ailleurs, il est clair que le
systeme est complexe, avec
deux polymeres et deux anti-
biotiques. Enfin, les produits
libérés ne sont pas naturels,
notamment les polymeres ;

3. Biorésorbable : que l'organisme
peut résorber naturellement. Un
implant biorésorbable disparait
donc progressivement sans avoir
besoin de l'extraire manuellement.
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A) Enveloppe TyrX : un filet en
polypropyléne servant a envelopper
un pacemaker ; B] zoom sur le
filet en polypropyléne recouvert
de polyarylate et d’antibiotiques ;
CJ pacemaker dans son enveloppe
TyrX constituée de quatre
composants : deux polymeéres et
deux antibiotiques pour contréler
les infections.

Source : Medtronic.

Chronologie des événements qui
suivent l'implantation d’un corps
étranger : adsorption de protéines
a la surface de limplant,
recrutement de monocytes
et différentiation en macrophages,
fusion des macrophages
en cellules géantes dans le but de
phagocyter limplant, et finalement
formation d’une coque fibreuse
autour de l'implant pour isoler
le matériau considéré comme
étranger a l'organisme.

Source : d'apres Nat. Biotechnol.

(2013).31(6) : 507-9.

cela peut constituer unrisque
d’inflammation du site d'im-
plantation et mettre en jeu les
réponses immunitaires.

3 Implants
et inflammation

chronique

3.1. Inflammations
chroniques

A c6té des problémes infec-
tieux, les implants peuvent
aussi étre a l'origine de
situations d’inflammation,
et notamment d'inflamma-
tion chronique®. Quand on
implante un biomatériau dans

4. Inflammation chronique

linflammation est la réaction de
défense du systéme immunitaire
déclenchée lorsqu'un élément
étranger pénetre dans nos tis-
sus (bactérie, virus, implant...).
Linflammation est dite chronique
quand elle persiste dans le temps.

l'organisme, il se déroule tout
d’'abord un dépot de protéines
suivi de la mise en ceuvre du
systéme immunitaire qui va
venir « sonder » le matériau

et probablement le recon-
naitre comme un corps étran-
ger (Figure 10). Le risque est
que ce systeme immunitaire
mette en place une réponse
d'inflammation chronique et
la formations d'une coque
fibreuse autour du biomaté-
riau pour lisoler des autres
tissus. Ce biomatériau risque
alors d’étre rejeté ou de deve-
nir inutilisable. Dans le cas
des implants orthopédiques,
on pourra par exemple assis-
ter a un descellement de la
prothése.

3.2. Role des monocytes dans
le rejet des implants

Parmi les premieres cellules
arrivant sur le site infectieux,

Adsorption
de protéines

—

Implantation

Neutrophiles . -
N

Formation
de matrice

Encapsulation
fibreuse



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23752436

se trouvent les monocytes®
qui ont la particularité, au
cours de leur interaction
avec le matériau, de se dif-
férencier. Deux principales
voies de différenciation sont
décrites : ils pourront deve-
nir des macrophages soit
de type M1, soit de type M2
(Figure 11). On considére que
les macrophages de type
M1 ont plutot pour réle de
créer une légére inflamma-
tion durant les premieres
phases suivant l'implanta-
tion, mais sur des temps plus
longs, cette inflammation
peut devenir chronique : on
va donc rechercher a évi-
ter d'avoir ce type de diffé-
rentiation en phénotype de
macrophage M1 sur un temps
trés long. En revanche les
phénotypes de macrophage
M2 a plus long terme sont
favorables pour générer la
réparation tissulaire autour
du site d’implantation (cica-
trisation). Tout défi consiste
donc a guider ces monocytes
pour qu’ils aillent vers la voie
de différentiation M2 et éviter
la voie M1.

5. Monocytes : cellules appar-
tenant a la famille des globules
blancs. Leur role est principale-
ment immunitaire.

Les revétements
d’'implants

4.1. Propriétés des
revétements d’'implants

Nos travaux au laboratoire se
sont focalisés a réaliser, avec
un seul systéme, un revéte-
ment de surface combinant
les deux propriétés, anti-
infectieuses et anti-inflam-
matoires. En d'autres termes,
il s'agit d’avoir en surface un
agent antimicrobien pour
empécher les bactéries de
proliférer, et un agent anti-
inflammatoire pour limiter
la différenciation en macro-
phages M1. Par ailleurs, il
faut toujours garder la notion
de biocompatibilité, éviter
les systemes toxiques, et, si
possible, avoir des systemes
biodégradables.

4.2. Dépot couche par couche
de polymeres chargés

On a utilisé une technique
dénommeée « dépot couche
par couche » de polyélectro-
lytes ou polymeéres chargés
qui existait depuis quelques
années mais que nous avons
développée au laboratoire
pour le domaine biomédical.
Ces polymeéres sont appelés

Signal de corps
étranger/
implantation

Inflammation

3

Inflammation chronique/
péri-implantite
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Encapsula;tion/fibrose Z;crophage

Réparation et guérison

Processus de différenciation

des monocytes en macrophages
M1 et M2 a la suite d’une
implantation. La différenciation en
macrophage M1 peut mener a une
inflammation chronique alors que
la différenciation en macrophage
M2 contribue a la régénération
tissulaire et notamment a la
cicatrisation. La combinaison des
deux modes engendre un retour

a la normale.
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Dépét par spray couche par couche
de polycations (rouges] et de
polyanions [bleus), alternés par
des rincages, pour les revétements
d’implants.

Schéma d’un matériau revétu
d’une couche de polyanions [bleus)
et d’une couche de polycations
(rouges] ot sont insérées des
molécules [vertes] telles que des
médicaments.

Polycations +

Polyanions -

Quelques dizaines de nm
3 quelques micrométres

polycations lorsqu’ils com-
portent des charges positives
et polyanions lorsqu’ils com-
portent des charges néga-
tives. La plupart dentre eux
ont l'avantage de pouvoir étre
solubilisés dans des solutions
aqueuses.

On va pouvoir, par exemple
avec des systémes de sprays,
déposer une premiére couche
de polycations sur nos bio-
matériaux. Des interactions
électrostatiques entre le
biomatériau, généralement
chargé négativement, et la
premiére couche de polyca-
tions interviennent et per-
mettent la cohésion de la
couche de polymere sur la
surface. Sur la Figure 12 est
présenté un exemple de bio-
matériau chargé négative-
ment sur lequel se « colle »
une couche de polymeres
positifs. Aprés rincage de
l'exces de polymeéres, on
peut continuer avec une
deuxiéme couche de poly-
anions cette fois, qui vont,
par leurs charges négatives,
venir adhérer sur la premiére
couche positive (Figure 12).

On peut, de cette maniere,
« empiler » des couches sur

les surfaces des biomaté-
riaux, autant de fois que l'on
veut pour réaliser des sys-
temes d'épaisseur contrélée.
En choisissant le nombre de
cycles, nous allons choisir
"épaisseur finale. Ces pro-
cessus sont trés simples, faci-
lement industrialisables, et
ne sont pas utilisés a l'heure
actuelle dans le domaine bio-
médical.

Les avantages de cette
méthode, au-dela de la sim-
plicité de mise en ceuvre, se
situent dans les types d’inte-
ractions qui reposent sur les
charges entre les especes
permettant une « réticula-
tion »°, qui agit sans mettre en
jeu de modification chimique.
Cela va permettre de cou-
vrir tout type de matériau,
quelle que soit la composi-
tion chimique, la forme, la
porosité. On va pouvoir insé-
rer dans le polymére d'autres
molécules (Figure 13), comme
cela a été démontré ces der-
nieres années. Il est possible

6. Réticulation branchement
de chaines de polymeres entre
elles par des ponts ou liaisons
chimiques, afin de constituer un
réseau.
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d’y mettre des médicaments,
que ce soit des facteurs de
croissance’, des agents anti-
tumoraux, etc. Cela sert
finalement de systéme pour
charger fortement la surface,
de facon simple, en principes
actifs.

La nouveauté de nos études
est venue du choix du poly-
cation. On a choisi la poly-
arginine initialement parce
qu’il s'agissait d'un polymeére
d’arginine, un acide aminé,
et donc relativement proche
d'un produit naturel. De
plus, ce polymére posséde
des charges positives dans
des conditions physiologiques
(Figure 14). Larginine est par

7. Facteurs de croissance : molé-
cules qui régulent le nombre de
nos cellules, en augmentant ou
en diminuant leur multiplication
en fonction des besoins. De nom-
breux facteurs de croissance sont
des cytokines.

ailleurs déja décrite comme
ayant naturellement des pro-
priétés anti-inflammatoires.
L'utilisation de ce polymere
d'arginine était donc lié a
l'objectif premier qui consis-
tait finalement a un effet anti-
inflammatoire.

Le deuxiéme choix a été l'acide
hyaluronique (Figure 15]),
tres utilisé dans le domaine
médical et cosmétologique ;
il est actuellement utilisé
sous forme de gel injectable
pour limiter la détérioration
du cartilage articulaire. C'est
un polysaccharide naturel,
chargé négativement, et donc
qui peut s’associer avec ses
charges a la polyarginine
positive. Il est aussi décrit
comme anti-inflammatoire.

Nos expériences ont donc
combiné ces deux produits,
la polyarginine et l'acide hya-
luronique, le tout sur les sur-
faces d'implants (Figure 16).

Polyanions - (\j/é&éj;

Acide Hyaluronique

/%3&1\\1 ECR _*W
\ O‘J\/n nL'__;":i: ik

Larginine est un acide aminé qui
peut sassembler en polyarginine
sous forme d’un polymére branché
cationique ayant des molécules
darginine aux extrémités des
branches.

Lacide hyaluronique est un
polymeére naturel chargé
négativement.

o
(9]
3
-8
IS)
8]
IS)
%)
)
<
)
2L
=
&
£
1)
8
2
d
=
IS)
QS
(9]
2
S)
0
~~—
g
~~—
n
(9]
)
o
<
S
©
2
°
£
2
=
%)
8]
Q.
2
o
(9]
8
o
S
IS)
S
1)
<
2
S
o
L
=
<
]
(9]
e
=
CIEJ
9]
e
©
o
<
<
S
©
)
S
=
S)
<
1)
)
-




Chimie et biologie de synthése

168

Schéma d'un matériau revétu
d’une couche dacide hyaluronique
(bleue), de polyarginine

(rouge] puis & nouveau d'acide
hyaluronique.

Polyarginine PAR

Acide hyaluronique AH

PAR
PAR
PAR
HA
PAR
HA
PAR
HA
PAR
HA

Le dépét des couches

de polyarginine et d'acide
hyaluronique est suivi grace

a la technique de microbalance

a cristal de quartz. Laugmentation
de la variation de fréquence

du cristal est proportionnelle a la
masse déposée sur le matériau
lors de la construction couche par
couche d’un revétement.

Par les techniques de micro-
balance a cristal de quartz,
on peut suivre le dép6t de
chaque couche (Figure 17) :
une couche de polyarginine,
une couche d’acide hyaluro-
nique, etc. On suit la varia-
tion de fréquence du cristal
qui est proportionnelle a la
masse qui se dépose sur les
biomatériaux permettant de
vérifier la construction couche
par couche du revétement.

La microscopie a force ato-
mique a ensuite permis de
vérifier que l'on avait bien
formé un film sur la sur-
face, comme le montre la
Figure 18A. Des épaisseurs
d'environ 500 nm apres le
dépot de 24 bicouches de
polyarginine et d’acide hyalu-
ronique (noté (PAR/HAJ,,) ont
ainsi été déterminées. Cela a
également été vérifié cela par
microscopie confocale®. Pour

8. Microscopie confocale : technique
de microscopie de fluorescence per-
mettant d'observer des échantillons
marqués avec des fluorochromes.
Un laser balaie léchantillon et
excite les fluorochromes qui vont
ensuite émettre de la fluorescence.
L'émission des fluorochromes dans
le plan focal est captée par un photo-
multiplicateur et limage est recons-
tituée point par point.

cela, on utilise des chaines
de polyarginine qui ont été
couplées a une sonde fluo-
rescente pour visualiser une
image reconstruite d'une sec-
tion du film sur le matériau.
Un film homogeéne est déposé
sur la surface (Figure 18B).

4.3. Ajout de peptides pour
conférer des propriétés
antimicrobiennes aux
surfaces

Le film devrait a priori pos-
séder des propriétés anti-
inflammatoires dues a la
présence de polyarginine ; il
faut cependant lui conférer
une activité antimicrobienne.
Pour cela, on a utilisé les
« peptides antimicrobiens »,
des peptides que l'on trouve
chez les insectes ou chez les
batraciens (Figure 19). Ces
sont de petits fragments de
protéines qui ont des activités
antimicrobiennes tres fortes.

La catestatine (CAT), un pep-
tide antimicrobien humain, a
été déposée dans les films
de polyarginine et d’acide
hyaluronique. Pour suivre
son insertion, la catestatine
a été associée a un mar-
queur fluorescent rouge. On



A Microscopie a Force Atomigque

épdisseul de (PAR/HA),, = 500 nm

Microscopie Confocale

(PAR/ HA)yy

L

Peptides antimicrobiens naturels

-~J

LIRAA)\AL

4

observe sur la Figure 20 que
la catestatine rentre trés for-
tement dans les films et s’y
concentre. Toujours par des
méthodes trés simples, il est
ainsi possible de construire
des surfaces fonctionnalisées
avec un peptide antimicrobien
inséré a lintérieur de facon
trés simple.

4.4, Efficacité du revétement
polyarginine, acide
hyaluronique et catestatine

Pour tester la fonction anti-
inflammatoire sur le film, des
monocytes issus de quatre
donneurs différents ont été
prélevés et leur comporte-
ment au contact des surfaces
a été étudié. Le test consiste

Peptides antimicrobiens naturels : catestatine (CAT)

Catestatine dans (PAR/HA)

Canal vert (PAR)

Canal rouge (catestatine)

Al Visualisation de la topographie
d’un film d’environ 500 nm
d'épaisseur par microscopie a
force atomique ; B] visualisation
par microscopie confocale de la
polylarginine] fluorescente au sein
d’un revétement déposé couche
par couche.

L'idée est d'insérer des peptides
(issus de 'homme, des insectes
ou des batraciens) au sein des
revétements de polyméres
chargés.

Visualisation par fluorescence de
la présence de catestatine dans la
couche de polyarginine.
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Production de TNFa. (marqueur
de linflammation chronique)
lorsque des macrophages

de quatre donneurs sont mis

en contact avec des surfaces
contréles, des surfaces traitées
par la polyarginine et l'acide
hyaluronique, et des surfaces
traitées par la polyarginine,
lacide hyaluronique et le peptide
antimicrobien. Il n’y a pas de
réponse pro-inflammatoire
lorsque les macrophages sont
au contact des surfaces traitées
par la polyarginine et l'acide
hyaluronique.

a regarder comment les
macrophages se différen-
cient en monocytes sur les
surfaces : si ils tendent a se
différencier en monocytes dits
de type « M1 », on parle d'un
phénotype « pro-inflamma-
toire » et cela se traduit par
une production d'un marqueur
de Uinflammation chronique
spécifique, les cytokines’ pro-
inflammatoires telles que le
TNFa (« Tumor Necrosis Factor
alpha »). Les mesures sont
réalisées sur nos surfaces
controles sans revétement,
ou sur nos surfaces traitées
par la polyarginine et l'acide
hyaluronique, ou encore sur
nos surfaces traitées avec la
polyarginine, l'acide hyalu-
ronique, ainsi que le peptide
antimicrobien.

La Figure 21 décrit la réponse
des monocytes et la produc-
tion de TNFa pour différents
temps de contact avec le
film : plus la valeur est haute
et plus les macrophages se
différencient en monocytes
M1 et produisent du TNFa. Sur

9. Cytokines : hormones du sys-
téeme immunitaire. Ces molécules
polypeptidiques sont produites en
réponse a différents stimuli. Elles
sont impliquées notamment dans
la régulation des fonctions immu-
nitaires.

une surface « nue », c’'est-a-
dire sans revétement, il y a
une production importante de
TNFa apres 1, 3,5 ou 6 jours.
Par contre, lorsque le revéte-
ment est composé de polyar-
ginine/acide hyaluronique, on
ne voit plus du tout au bout dés
le premier jour de production
de TNFa, et donc il n'y a pro-
bablement pas de différen-
tiation en monocytes M1. De
méme, a trois jours, cing jours
ou six jours, on a compléte-
ment inhibé la réponse M1.
Cela caractérise, a priori, un
systeme anti-inflammatoire
qui fonctionne bien. L'ajout du
peptide catestatine (CAT) ne
change pratiquement pas cet
effet anti-inflammatoire.

Au niveau antimicrobien, le
méme film a été étudié en
présence de bactéries, des
souches de staphylocoques
dorés. Des marquages fluo-
rescents permettent d'obser-
ver les bactéries vivantes en
vert et les bactéries mortesen
rouge. Sans revétement, une
forte concentration de bacté-
ries a la surface est observée
au bout d’un jour avec le début
de formation d'un biofilm'™

amas structuré de
bactéries enrobé d'une matrice
polymeére et attachés a une sur-
face.

10. Biofilm :

800
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Bactéries (Staphylocoques dorés), aprés 1 jour sur le revétement

Bactéries Vivantes / Bactéries mortes

Sans revétement

(Figure 22A). Le processus de
prolifération est tres rapide.
En revanche, l'utilisation du
revétement PAR/HA-CAT per-
met de complétement dés-
tructurer ce film bactérien
(Figure 22B), et on observe
pratiguement uniquement des
bactéries rouges sur la sur-
face - des bactéries mortes.
Cette expérience souligne
bien l'activité antimicrobienne
du systéeme.

Des mesures ont également
été réalisées dans la solution,
au-dessus du revétement,
pour étudier le comporte-
ment des bactéries éloignées
de la surface. Une solution
bactérienne est déposée, et
l'on étudie au bout d’un jour
ce qui se passe (Figure 23).

Avec revétement PAR-HA-CAT

La bonne surprise est que le
systeme fonctionne bien slr
sur la surface, mais égale-
ment dans la solution surna-
geante. Les bactéries, a tour
derole, viennent au contact de
la surface et sont finalement
tuées dés qu’elles entrent en
contact avec le film. On arrive
ainsi a éliminer une quantité
trés importante de bacté-
ries issues de la solution. On
démontre que la catestatine
permet probablement ainsi de
diminuer la croissance bacté-
rienne.

Un résultat trés surprenant
est venu d'une expérience
contréle, utilisant le revéte-
ment sans catestatine. Nous
avons observé que le revéte-
ment fonctionnait également,

Croissance bactérienne (%)

sans revétement

avec PAR/HA
+ Catestatine

avec PAR/HA

A] Début de formation d’un
biofilm constitué de bactéries
vivantes [vertes) a la surface

d’'un matériau sans revétement ;
B) biofilm déstructuré et constitué
majoritairement de bactéries
mortes (rouges] 4 la surface

d’un matériau revétu d'acide
hyaluronique, polyarginine

et catestatine.

Croissance bactérienne dans

la solution au-dessus de la surface
avec ou sans revétement aprés

un jour. Les bactéries sont tuées
par le revétement. A droite :

les bactéries sont tuées par

le revétement ne contenant pas

de catestatine.
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Observations microscopiques

de Staphylocoques dorés

sur la surface avec ou sans
revétement apres un jour. Trés
peu de bactéries sont visibles

sur la surface couverte dacide
hyaluronique et de polyarginine,
méme en labsence de catestatine.

La polyarginine utilisée au
laboratoire est composée de tailles
de chaines différentes : 10, 30,

100 ou 200 résidus darginine les
composent.

Surface non traitée

etil présente une activité anti-
microbienne bien que le pep-
tide antimicrobien catestatine
ne soit pas présent. L'activité
antimicrobienne est donc liée
au revétement polyarginine/
acide hyaluronique unique-
ment, et n'a pas besoin de la
catestatine. Le peptide anti-
microbien a donc été inséré
dans le revétement alors que
l'on n’en avait finalement pas
besoin !

Ces observations ont été confir-
mées par des observations au
microscope (Figure 24). Dés
que l'on utilise le revétement,
on se retrouve avec trés peu
de bactéries : ces systéemes
sont donc trés efficaces. Le
mécanisme responsable
de cette activité antimicro-
bienne a donc fait l'objet d’'une
recherche approfondie décrite
par la suite.

Surface avec revétement
(PAR/HA),,

4.5, Optimisation de la
composition du revétement
et mécanisme impliqué

La polyarginine utilisée dans
les premiers travaux était est
un mélange de polymeres de
tailles différentes (Figure 25).
Afin d’optimiser les perfor-
mances, plusieurs essais ont
été réalisés sur des lots mieux
définis : des chaines courtes
(la polyarginine 10, contenant
10 résidus du peptide argi-
nine), des chaines un peu plus
longues (polyarginine 30), et
encore un peu plus longues
(polyarginine 100 et 200). 10,
30, 100 et 200 sont donc les
nombres de résidus d'arginine
qui composent la chaine de
polymere de chaque échan-
tillon.

Lerésultatde l'étude a été sur-
prenant : seule la polyarginine

Polyarginine
~J A= V@_
S E QNS N
< T
-~
Feg TN D™y
PAR10 PAR30 PAR100 PAR200




Croissance bactérienne (%)

avec 30 résidus confére a la
surface une activité antimi-
crobienne ; les autres poly-
arginines, qu'elles soient
plus courtes ou plus lon-
gues, ne permettent pas au
film de démontrer des pro-
priétés antimicrobiennes
(Figure 26). Ce sont les pro-
priétés physico-chimiques
spécifiques du film qui font
que seules les polyargi-
nines de 30 résidus fonc-
tionnent.

C
P2l IS

(PAR10/HA),,

(PAR100/HA),;

(PAR200/HAY),,

Le mécanisme qui explique
cette propriété est le suivant :
les chalnes de polyarginine du
revétement diffusent et vont
se coller sur la membrane
bactérienne (Figure 27B)
par le jeu des interactions
électrostatiques entre les
polyarginines chargées posi-
tivement et la membrane
bactérienne chargée néga-
tivement (Figure 27C). Ces
polyarginies provoquent
un dommage physique de

«*

Pourcentage de croissance
bactérienne sur une surface sans
revétement (100 %) ou en présence
de revétements contenant de

la polyarginine avec 10, 30, 100 ou
200 résidus. Seule la polyarginine
30 a un effet antimicrobien, avec
une croissance proche de 0 %.

A) Bactéries & la surface

du matériau couvert d‘acide
hyaluronique et polyarginine ;

BJ la polyarginine diffuse dans

le revétement et se colle aux
bactéries présentes a la surface ;
C) les interactions électrostatiques
entre les polyarginines et

les membranes des bactéries
permettent ces interactions ;

D] les membranes bactériennes
sont endommagées par les
interactions avec les polyarginines.
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Pourcentage de croissance
bactérienne sur une surface
sans revétement (100 %) ou

en présence du revétement pour
plusieurs souches de bactéries.
Le revétement a une activité
antimicrobienne pour chacune
d’entre elles.

Cellules endothéliales proliférant
sur une surface avec ou sans
revétement. Le revétement ne
semble pas présenter de toxicité
apparente.

la membrane bactérienne,
probablement une lyse
(décomposition) de la bacté-
rie s'ensuit (Figure 27D). Ce
mécanisme repose donc sur
la mobilité des chaines de
polyarginine dans le revéte-
ment. Seules les chaines 30
sontassez longues pour inte-
ragir efficacement avec les
membranes et assez courtes
pour assurer la mobilité.

Le mécanisme impliqué ne
dépend pas du type de bac-
térie testée : des bactéries a
Gram positif ou a Gram négatif
sont impactées par le revéte-
ment, ainsi que les bactéries
résistantes aux antibiotiques.
Lefficacité est donc totale
quel que soit le type de bac-
térie (Figure 28).

La toxicité de la polyargi-
nine a été testée, une étape
nécessaire avant sa future
utilisation. La Figure 29 repré-
sente un exemple de cellules
endothéliales" imagées aprés
prolifération sur des surfaces
avec ou sans revétement. Le
développement cellulaire
n‘est pas affecté par le revé-
tement. Ce sont donc unique-
ment les bactéries qui sont

11. Cellules endothéliales : cel-
lules qui tapissent la face interne
des vaisseaux et importantes dans
les processus de vascularisation et
de régénération tissulaire.

—
100 pm

détruites sur la surface, la
toxicité cellulaire semble donc
absente. Ces résultats ont été
suivis d"études plus poussées
comme décrit ultérieurement.

Revétement

d’implants a base
de polyarginine et
d’acide hyaluronique :
vers un produit
commercialisable ?

5.1. Stérilisation
du revétement

Pour étre utilisé, c’est-a-dire
placé sur des surfaces d’im-
plants, le revétement devra
auparavant subir une étape
de stérilisation. Les méthodes
normées pour les dispositifs
meédicaux, l'autoclavage ou
U'irradiation par rayonnement
gamma, ont donc été testées
avec nos revétements. Dans
les deux cas, lorsque le revé-
tement a suivi ces stérilisa-
tions puis mis au contact de
bactéries, la croissance bac-
térienne reste inhibée, l'acti-
vité antimicrobienne est donc
maintenue (Figure 30).

5.2. Packaging et durée de vie

Afin de garantir la commer-
cialisation des produits revé-
tus, il faut aussi garantir la

+ PAR /HA
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durée pendant laquelle ils
peuvent étre conservés sans
perdre leur activité. Le revé-
tement, fabriqué dans des
phases aqueuses, est séché
puis stocké pendant des mois,
voire des années. La Figure 31
montre qu'aprés trois mois de
stockage, les performances
antimicrobiennes du revéte-
ment n‘ont pas changé. Ces
expériences réalisées sur un
an de stockage donnent le
méme résultat : le produit pac-
kagé peut étre stocké sur une
étagere et remis au contact
de bactéries, on retrouve une
activité antimicrobienne totale.

5.3. Autres validations

D’autres points ont fait l'objet
de validations. On a poussé le
nombre d’infections jusqu’a
trois successives (une toutes
les 24h) pour s’assurer de
l'efficacité du revétement. Les
études animales au niveau
antimicrobien sont en cours.
On a égalementvarié les types
de support sur lesquels sont
testés les revétements, en
expérimentant sur du titane, du
polyuréthane, du silicone : le
revétement conserve une effi-
cacité antimicrobienne totale.
On s’est intéressé également

aux mécanismes de résis-
tance, pourvoir si les bactéries
étaient capables d'acquérir
une résistance vis-a-vis de la
polyarginine : on ne voit appa-
raftre aucune résistance alors
que cela est le cas pour des
antibiotiques conventionnels.
Des études de biocompatibilité
ont été menées, suivant des
tests normés IS0, et aucune
toxicité n'a été décelée.

Des aspects réglementaires
se posent également. Nous
sommes sur un dispositif
médical, qui est un implant, et
surlequelvont étre placés des
biopolymeéres : cela reste-t-il
encore un dispositif médical
ou est-ce que cela devient un
médicament ? La question est
encore a l"étude avec les diffé-
rentes agences. Dans tous les
cas, nous sommes soumis ala
nouvelle réglementation des
dispositifs médicaux de 2016,
ce qui ne devrait certainement
pas simplifier la mise sur le
marché bien que le besoin cli-
nique soit identifié et urgent.

Ensuite, viendront des
phases d’'évaluation clinique
qui demandent des budgets
importants. Aussi, la mise
sur le marché d'un nouveau
produit médical nécessite
de linscrire sur la liste des

Pourcentage de croissance
bactérienne apres stérilisation de
la surface par autoclave [gauche]
ou rayonnement gamma (droite).
Le revétement conserve ses
propriétés antimicrobiennes.

120

100

L — —

o4 —

Croissance bactérienne (%)
o
S
1

204 —

PAR/HA
aprés
stockage

Surface sans
revétement

Pourcentage de croissance
bactérienne sur la surface
aprés séchage et stockage trois
mois a température ambiante.
Le revétement conserve ses
propriétés antimicrobiennes.
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Evolution des sources de
financements depuis le lancement
du projet en 2014 jusqu’a nos jours.

2014 2015
mINSTITUT
Inserm CRRNOT
. - |
! Université |l I
I i de Strasbourg |

produits remboursés et a sa
prise en charge pour envi-
sager ensuite une commer-
cialisation. Valider tous ces
processus demande généra-
lement plusieurs années.

5.4. Les financements

Ce projet a démarré relative-
mentrécemment, en 2014, avec
des fonds publics, puis l'aide
de Ulnstitut Carnot MICA dans
les phases d'amélioration.

Des projets européens ont
également permis le finance-
ment du projet (Figure 32) et la
SATT Conectus a financé les
étapes de maturation du pro-
jet. D'autres projets prenent le
relais, mais nous allons rapi-
dement passer en 2019 sur la
création d’une société et conti-
nuer l'aventure.

Un parcours compliqué et long,
mais l'enjeu en vaut la peine !

2017 2018
@oconccrus ?
E
P
it

Le succes au bout de la chimie
des polymeéres

Pour le paléontologue Yves Coppens, « La
recherche c’est aussi de la chance ». Ce fut
notre cas puisque la polyarginine s'est avérée
étre antimicrobienne dans nos revétements, un
effet que nous n’attendions pas. Nous avons
également trouvé un effet tres spécifique de la
polyarginine avec 30 résidus, ce qui nous a faci-
lité notamment le dépot de brevets.

Le résultat est un systeme extrémement simple
mais prometteur pour éviter de nombreuses
affections nosocomiales. Il est uniquement
constitué de deux biopolymeres capables de
conférer une action locale au niveau du maté-
riau — pas de protocole chimique, une produc-
tion tres simple et applicable a tout type de
matériau. Il est doté d’un effet antimicrobien et
d'un effet anti-inflammatoire, peut étre stocké
et stérilisé en conservant toute ses propriétés.



	Les nouveaux revêtements antimicrobiens pour les dispositifs médicaux : des stratégies contre les maladies nosocomiales ?
	1 La problématique des infections nosocomiales
	1.1. Définitions et chiffres clés
	1.2. Origines des infections nosocomiales
	1.3. L’augmentation des infections nosocomiales

	2 Infection et implants : l’exemple du pacemaker
	2.1. Implantation puis rejet d’un pacemaker
	2.2. Hausses des implantations 
et des infections
	2.3. Des solutions d’implants

	3 Implants et inflammation chronique
	3.1. Inflammations chroniques
	3.2. Rôle des monocytes dans le rejet des implants

	4 Les revêtements d’implants
	4.1. Propriétés des revêtements d’implants
	4.2. Dépôt couche par couche de polymères chargés
	4.3. Ajout de peptides pour conférer des propriétés antimicrobiennes aux surfaces
	4.4. Efficacité du revêtement polyarginine, acide hyaluronique et catestatine
	4.5. Optimisation de la composition du revêtement et mécanisme impliqué

	5 Revêtement d’implants à base de polyarginine et d’acide hyaluronique : vers un produit commercialisable ?
	5.1. Stérilisation du revêtement
	5.2. Packaging et durée de vie
	5.3. Autres validations
	5.4. Les financements

	Le succès au bout de la chimie des polymères




