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SOMMAIRE

La présente étude s’inscrit dans le domaine du développement d’une forme
galénique a usage topique dans des fins de traitements visant la cicatrisation cutanée.
Aprés une rupture accidentelle ou chirurgicale de la peau, un mécanisme de
cicatrisation complexe et multifactoriel se déclenche dans le but de rétablir I’intégrité
et la continuité de la surface cutanée.

Un polymere naturel, le chitosan, modifié par alkylation fait I’objet de I’étude
en tant que matériel agissant sur la cicatrisation cutanée. Le chitosan, polymere
existant 2 I’état naturel, est chimiquement synthétisé par désacétylation partielle de la
chitine. Le chitosan peut subir plusieurs modifications afin de donner naissance a des
dérivés dotés de plusieurs propriétés biologiques. La capacité d’immobilisation
cellulaire rend le chitosan et ses dérivés capables de prévenir I’infection des plaies en
bloquant les cellules microbiennes. Leur structure chimique et leur comportement a
I’égard de certains éléments de la cicatrisation leur permettent d’interférer avec le

processus normal de cicatrisation cutanée.

Cette étude comprend quatre étapes. La premiére consiste a synthétiser les

dérivés alkylés du chitosan, substitués a 20% et a 80% au niveau du groupement
amine du carbone en 2. Les groupements substitutifs employés sont les groupements
acétyl, butyryl et caproyl.
La détermination du degré de substitution des différents dérivés employ€s est faite
dans le but d’établir un tableau comparatif entre un dérivé a faible degré de
substitution et un autre dont le degré de substitution est élevé. Un exemple de la
validation du degré de substitution faite par spectroscopie RMN ('H) a été rapporté.

La seconde étape traite de la méthode d’obtention des fibres. Il s’agit de la
coagulation des dérivés sous l’effet d’un flux laminaire d’agent coagulant. Les
dérivés réduits en fibres sont lavés en premier lieu a I’alcool isopropylique, et en

second lieu a I’éther éthylique.




II

La troisiéme étape consiste & obtenir a partir des fibres, une pellicule mince
destinée a étre appliquée sur la surface cutanée, dans le but d’assurer un traitement
topique, mécanique et anti-infectieux des plaies. La préparation des pellicules
nécessite une détermination de la quantité de fibres a utiliser dans chaque lot et se fait
par compression mécanique.

La quatridme et derniére étape de 1’étude consiste a évaluer Dactivité
microbiologique des dérivés synthétisés, dans le but d’évaluer leur efficacité dans la
prévention des infections bactériennes des plaies. Cette étape nécessite une
détermination rigoureuse de la charge bactérienne de départ évaluée a I’aide d’un
spectrophotomeétre dans le visible. L’utilisation d’un tel appareil requiert une
calibration dans le but d’établir une relation mathématique entre 1’absorbance lue au
spectrophotometre et la charge bactérienne.

Tous ces éléments visent a déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) de

chacun des dérivés, a2 20% et & 80% de substitution, vis a vis de deux souches

bactériennes, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa.

Les résultats expérimentaux sont interprétés a la lumicre d’autres €tudes
similaires effectuées sur le chitosan et sur d’autres dérivés du chitosan.
Les fibres ont été évaluées a I’aide de photographies digitales prises aprés observation
au microscope optique. L’observation et la comparaison entre les deux procédés de
lavage des fibres sont rendues possibles grice a des photographies obtenues par

microscopie a force atomique ou AFM.
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PARTIE THEORIQUE




L LES PLAIES CUTANEES :

1. Généralités:
Une plaie est définie comme étant une rupture de la continuité tissulaire. La
réparation d’un tel dommage se fait en  rétablissant cette continuité par la

prolifération, la migration et la différenciation des cellules impliquées’.

2. Classification des plaies :

On distingue deux sortes de plaies: Les plaies accidentelles et les plaies

chirurgicales®.

2.1 Les plaies accidentelles :
Les plaies accidentelles résultent soit d’un trauma d’origine domestique, soit
d’accidents de travail. Ces plaies sont initialement infectées.

Exemples : briilures, blessures, etc.

2.2 Les plaies chirurgicales :

Les plaies chirurgicales peuvent &tre classifiées selon le risque de

contamination bactérienne au moment de la chirurgie :

- Les plaies propres : elles résultent d’une chirurgie élective des tissus non
infectés.

Le risque d’infection des plaies propres varie de 0.5 a 1.5 %.

- Les plaies secondairement contaminées : elles résultent d’une faute de
technique chirurgicale, d’une stérilisation défectueuse des instruments,
d’une incision de la muqueuse oropharyngée ou du drainage d’une
collection purulente. Dans ce cas, le risque d’infection varie de 10 a 30 %.

- Les plaies contaminées : elles résultent de la chirurgie des plaies d’origine
traumatique et des interventions chirurgicales qui entrainent un
abouchement au niveau de la peau d’un organe au contenu infecté. En

absence d’antibiotiques, I’infection est presque certaine.




- Les plaies sales et infectées : Elles résultent de la déhiscence des plaies.
Ce cas se présente quand le trauma a lieu plusieurs heures a plusieurs jours
avant la chirurgie et quand les opérations chirurgicales sont faites sur des

abces francs.




II. LA CICATRISATION CUTANEE

1. Définition :

La cicatrisation est définie comme étant une réponse de 1’organisme, dynamique
et immédiate, face A une atteinte tissulaire, dans le but de rétablir la continuité
anatomique, structurale et fonctionnelle des tissus.

Le succes ou I’échec de la cascade de cicatrisation dépend largement de

I’'immuno-compétence du sujet.

2. Classification de la cicatrisation :

La cicatrisation cutanée peut étre classifiée selon les contributions différées de la
déposition du tissu conjonctif, de 1’épithélialisation et de la contraction des plaies'. La
contribution de chacun de ces processus varie selon le type de la plaie et du dommage
tissulaire 2 réparer. En plus, I’intervention thérapeutique choisie peut influencer le

type de cicatrisation.

2.1 Lacicatrisation par premiére intention :
Elle résulte des interventions chirurgicales ol les plaies sont fermées
directement par suture des bords. Ces plaies cicatrisent principalement par

déposition du tissu conjonctif'.

2.2 La cicatrisation par deuxi¢me intention :
Elle résulte de 1’application des pansements et concerne les plaies maintenues
ouvertes. Ces plaies cicatrisent par contraction en contribution avec

I’épithélialisation et la déposition du tissu conjonctif’.

2.3 La cicatrisation par premiére intention retardée :
Elle concerne les plaies infectées qui sont maintenues ouvertes pendant 1 ou 2

jours afin d’éviter Dinfection, puis fermées chirurgicalement. Ces plaies




3.

cicatrisent principalement par déposition du tissu conjonctif, par épithélialisation

et par contraction des bords de la plaie.

Mécanisme de la cicatrisation :

La cicatrisation est une séquence d’événements complexes qui nécessitent une

corrélation étroite entre les cellules’. On pourrait diviser la cicatrisation en cinq

étapes coincidant approximativement avec la séquence temporelle de la cicatrisation

normale : 1’hémostase, la phase inflammatoire, la phase de prolifération, le

remodelage et la résolution (Figure 1).

3.1 Hémostase:

Suite & une plaie, les éléments de 1’épiderme et du derme y compris le réseau
vasculaire cutané se rompent, induisant une extravasation des composants du
sang. Cette stimulation mécanique conduit a la formation d’un caillot sanguin
résultant du clivage du fibrinogéne en fibrine sous 1’effet de la thrombine, pour
former un caillot de fibrine. Ce dernier, en collaboration avec la fibronectine,
protége les tissus endommagés et joue le rdle d’une matrice qui attire les cellules

inflammatoires® >

(polynucléaires neutrophiles et macrophages). 1l permet
également la migration des fibroblastes et d’autres cellules résidentes.

Les plaquettes sont les premiers éléments cellulaires a coloniser une plaie. Par
la sérotonine qu’elles libérent, elles provoquent la constriction des artérioles, en
plus de contribuer a la formation du caillot sanguin. Ces deux mécanismes
entrainent I’arrét du saignement4.

En plus de ce rble hémostatique, les plaquettes influencent la réponse cellulaire
subséquente au niveau de la plaie. Elles liberent les facteurs de croissance
responsables du chimiotactisme des cellules musclaires lisses (Platelet Derived

Growth Factor, PDGF6), des fibroblastes (PDGF7, Transforming Growth Factor-
B, TGF-B) et des cellules inflammatoires (TGF-[3).
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Figure 1 : Mécanisme de la cicatrisation cutanée



3.2 Phase inflammatoire

Les plaquettes activées liberent des médiateurs chimiques tels que la
bradykinine et la sérotonine. Cette derni¢re augmente la perméabilité des veinules
en écartant les cellules endothéliales, ce qui favorise la transsudation du plasma et
la leucodiapédése3.

Simultanément, des agents sanguins et des agents en provenance du tissu
endommagé stimulent les cellules inflammatoires qui adhérent aux parois des
vaisseaux sanguins et passent ainsi entre les cellules endothéliales qui les
tapissent. Ces cellules migrent ensuite au site inflammatoire par chimiotactisme.
Les polynucléaires neutrophiles ont essentiellement un role phagocytaire qui
contr6le la contamination bactérienne locale et détruit le tissu dévitalisé®.
L’infiltration des polynucléaires neutrophiles décroit face a 1’augmentation
progressive des monocytes. Les monocytes se convertissent en macrophages qui
poursuivent la destruction bactérienne et le nettoyage de la plaie. Les
macrophages ont également un role majeur dans le phénomene de cicatrisation :
ils participent en effet au recrutement des fibroblastes et a la déposition du
collagéne’. Ils sécrétent des agents chimiotactiques et des facteurs de
croissance tels que le PDGF, le TGF-f et le Tumour Necrosis Factor alpha
(TNF-a)'°. Ces facteurs sont mitogénes et ils induisent le chimiotactisme des
cellules endothéliales qui entourent la plaie et migrent au site inflammatoire pour
participer a la néovascularisation.

Les macrophages sont aussi responsables de la sécrétion d’autres cytokines tels

que I’Interleukine-1 (IL-1) et le TNF-a.

D’autres cellules telles que les lymphocytes, les plasmocytes et les mastocytes
participent avec les polynucléaires et les macrophages au processus de
cicatrisation.

La composition de la matrice d’une plaie varie durant la phase inflammatoire®,

L’augmentation de la perméabilité vasculaire conduit a I’établissement de

I'inflammation aigiie, et la transsudation des composants du plasma permet




I’entrée du complément, des anticorps et d’autres composants plasmatiques dans
la plaie. La fibrine initialement engendrée par I’hémostase est remplacée par les

glycosaminoglycans et par les protéoglycans4.

3.3 Phase de prolifération-Formation du tissu de granulation:

Cette phase débute 3 a 4 jours aprés la blessure. Elle suit la sécrétion des
facteurs de croissance qui affectent la migration et 1’activité de ces cellules. Elle
est caractérisée par la prolifération des fibroblastes et des cellules endothéliales, et
par la néovascularisation. L’épithélialisation est primordiale surtout dans le cas
des plaies partiellement profondes et lorsque la cicatrisation se fait par seconde
intention. La migration cellulaire est guidée par la matrice provisoire au niveau de
la plaie, par le plan anatomique du tissu et par les plans alignés selon la tension le
long de la plaie4.

Les fibroblastes sont responsables de la production du collagéne (Figure 2).
Le procollagéne synthétisé dans les fibroblastes est constitué d’une triple hélice
de chalnes polypeptidiques et d’hydroxyproline. Le procollagéne libéré dans le
milieu extracellulaire subit un clivage par les peptidases et se transforme en
tropocollagéne. Des liaisons hydrogéne puis des liaisons covalentes solides,
intramoléculaires et intermoléculaires, s’établissent entre les molécules de
tropocollagéne pour former une structure en hélice. L’association de ces hélices
conduit a la formation des fibrilles de collagéne qui s’associent entre elles pour

former les fibres de collagéne''.
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Figure 2 : Synthése du collagéne



Deux types de collagéne sont impliqués dans le processus de cicatrisation :

- Le collagéne type I : est la forme de collagéne prédominante dans le derme
ou elle se trouve normalement dans une proportion de 80% ;

- Le collagene type III : est la forme embryonnaire du collagéne. Elle existe
normalement dans le derme adulte dans une proportion de 15%, est
remplacée avec 1’ge par le collagéne type L

Ces deux types de collagéne different au niveau moléculaire par la structure

des chaines polypeptidiques qui les constituent.

Les fibroblastes sont responsables de la production d’une matrice protéique ol
les collagenes du type I et III prédominent, ce qui fait de leur migration dans la
plaie une étape cruciale de la cicatrisation. La déposition du collagéne au niveau
de la plaie coincide avec la dégradation du protéoglycan et devient ainsi le
composant final et permanent de la matrice d’une plaie.

Le collagéne est produit aussi par les cellules musculaires lisses, par les
cellules épithéliales et par les cellules endothéliales'?. Le collagéne du type III est
la forme initiale du collagéne a occuper la plaie en cours de cicatrisation, mais
cette forme est rapidement remplacée par le collagéne du type 1. Le collagene est
une protéine majeure du tissu conjonctif, ce qui le rend responsable de la
résistance de la peau et des cicatrices a I’étirement.

Le tissu de granulation est formé de macrophages, de fibroblastes, de
vaisseaux sanguins néoformés, d’une faible matrice de fibronectine, de collagéne
et d’acide hyaluronique. Aprés un certain temps qui dépend de la vascularisation
et de I’innervation du tissu affecté, les myofibroblastes se contractent pour réduire

la taille de la plaie®.

3.4 Remodelage :

Lors du remodelage, la néovascularisation du tissu de granulation régresse
face a la progression de la cicatrisation. La principale caractéristique de cette
phase est le remodelage du collagéne et la formation de la cicatrice définitive. La

déposition nette du collagéne résulte de 1’équilibre entre la collagénolyse et la
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collagénosynthese'®, et c’est la synthése du collagéne, plus rapide que sa
dégradation extracellulaire, qui conduit a la formation de la cicatrice.

Au fur et 2 mesure que le processus de cicatrisation progresse, les fibres de
collagéne deviennent plus compactes grice a I’établissement de liaisons
intermoléculaires et au changement de la structure du collagéne, et grace a
I’augmentation du diametre de ces fibres. Il en résulte une augmentation de la

résistance a I’étirement'.

3.5 Résolution

Mignatti ef al. ont décrit une étape supplémentaire de la cicatrisation. Durant
cette phase, le taux de syntheése du collagene revient a sa valeur normale apres 6 a
12 mois. Des enzymes du type collagénases ainsi que d’autres métalloprotéinases
produites par les granulocytes, les macrophages, les cellules épidermiques et les

fibroblastes assurent la dégradation du tissu de cicatrisation"’.

Facteurs qui affectent la cicatrisation cutanée :

4.1 L’infection bactérienne :
Les bactéries influencent la cicatrisation de plusieurs fagons :
- La croissance bactérienne et 1’activité enzymatique détruisent le tissu
local ;
- L’infection bactérienne prolonge la phase inflammatoire de la
cicatrisation.
Cependant, contamination n’est pas synonyme d’infection et une infection
bactérienne contrdlée peut accélérer la cicatrisation parce qu’elle stimule la

réponse inflammatoire et augmente la résistance de la cicatrice a I’étirement®.

4.2 La nutrition :
4.2.1 Les protéines :
11 a été démontré qu’'une di¢te riche en protéines augmente la résistance a

I’étirement durant la phase de prolifération. Une malnutrition protéique a un
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effet sur le métabolisme des protéines dans I’organisme, en particulier sur la
synthése du collagéne et sur la déposition du tissu conjonctif. La malnutrition
protéique peut aussi bloquer la cicatrisation a sa phase de prolifération en
inhibant Dinfiltration des macrophages et en réduisant la production de
cytokines 7.

La cicatrisation est d’habitude inhibée lorsque la concentration en protéines du

sérum est inférieure a 2g/100ml.

4.2.2 Les vitamines et les oligo-éléments :

Certains vitamines et oligo-éléments sont des cofacteurs indispensables au
processus normal de la cicatrisation.

- On aremarqué que les cicatrices sont plus aptes a la rupture chez les gens
atteints de scorbut. La vitamine C ou acide ascorbique est un cofacteur de
I’hydroxylation de la proline et de la lysine, elle est donc indispensable a
la formation du collagéne et a son maintien dans le tissu en cours de
cicatrisation.

- L’effet bénéfique de la vitamine A a été étudié sur la cicatrisation retardée
par administration de prednisolone. Le développement retardé du tissu de
granulation et la réduction de la quantité de collagéne qui en résulte sont
corrigés par I’administration systémique de vitamine A. Une application
topique de vitamine A accélére uniquement la réépithélialisation des
blessures mais le dépdt du collagéne est uniquement affecté par
I’administration systémique de la vitamine A. Cependant, une dose
excessive de vitamine A déstabilise la membrane lysosomiale, ce qui
augmente le risque de réactions inflammatoires.

- La vitamine E stabilise les membranes. Une dose élevée de vitamine E
retarde la cicatrisation.

- Le zinc est recommandé afin de renforcer les activités de I’ARN et de
I’ADN polymérases. Aprés un trauma ou une chirurgie, le taux du zinc

dans le sang et dans les tissus s’effondre. L’administration d’une quantité
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suffisante de zinc augmente le taux d’épithélialisation, le taux de synthése
du collagene et la rigidité de la cicatrice.
- Le fer est un cofacteur de 1’hydroxylation du collagéne.

- Le cuivre est nécessaire & la désamination oxydative de la lysine'”.

4.3 L’oxygene :

L’oxygene est indispensable a la migration et a la multiplication cellulaire
ainsi qu’a la synthese protéique. Il fournit I’énergie nécessaire aux différentes
étapes de la cicatrisation et une quantité supplémentaire d’oxygene est requise
pour la synthése du collagéne par les fibroblastes. L’oxygene est aussi
indispensable a la destruction oxydative des bactéries par les leucocytes et les
macrophages. Cependant, la faible pression en oxygeéne causée par la
vasoconstriction réflexe aux environs de la plaie peut altérer la cicatrisation.
L’hypovolémie causée par I’anémie ou 1’hypoxémie par pertes sanguines affecte
la cicatrisation des plaies vu que le sang fournit I’oxygene et les substances
nutritives au tissu 1ésé 7.

Certains chercheurs ont eu 1’idée de traiter les blessures en y appliquant une

atmosphere riche en oxygene. Leurs études ont démontré que la migration des

fibroblastes dans une plaie augmente avec la pression partielle en oxygene (pO2),

qu’une revascularisation des zones brtilées est possible grace a 1’application
d’oxygene hyperbare d’une fagon intermittente et que le potentiel redox élevé au
niveau des tissus saturés en oxygeéne est la principale barriere active contre la

croissance bactérienne défavorable 2 la cicatrisation cutanée'®.

4.4 La médication :
4.4.1 Les hormones cortico-stéroides :
Des études in vivo chez des animaux d’expérience ont montré que les
hormones corticostéroides ont une influence sur le phénomene de
cicatrisation. On note : cicatrisation retardée, inhibition de la granulation,

inhibition de la contraction, diminution de la résistance a I’étirement.
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L’intensité de ces effets differe selon les espéces animales, la dose journalicre,

la date du début du traitement et 1la durée maximale du traitement.

4.4.2 ’’histamine :

L’histamine posséde un effet majeur sur la microvascularisation locale.
Une déplétion en histamine au niveau cutané diminue la synthése du
collagéne, retarde la cicatrisation et diminue la résistance des cicatrices a
I’étirement. Cependant, l’injection d’histamine n’a pas une influence

apparente sur la cicatrisation'®.

4.4.3 Les anti-inflammatoires:

La cicatrisation cutanée peut étre inhibée par tout agent capable
d’abaisser le nombre de monocytes sanguins et de macrophages tissulaires,
d’interférer avec la migration et la différenciation des fibroblastes et de nuire a
la synthése des protéines. De méme, tout médicament capable d’inhiber la
réponse circulatoire au trauma pourrait influencer la cicatrisation.

Les agents anti-inflammatoires qui interferent avec une des différentes
étapes du mécanisme de cicatrisation peuvent avoir un effet sur une ou
plusieurs de ses phases. Cependant, certains anti-inflammatoires tels que la
phénylbutazone et les salicylates, administrés a des doses thérapeutiques

normales, n’affectent pas la qualité de la cicatrisation®.

4.4.4 Les agents anti-néoplasiques :

Plusieurs médicaments anti-néoplasiques sont responsables d’une
diminution de la résistance a 1’étirement des plaies cutanées chez des animaux
d’expérience. Ces agents anti-néoplasiques interfeérent avec la syntheése de
I’ADN et de I’ARN, avec la division cellulaire ou méme avec la synthése des
protéines”. Par conséquent, les agents anti-néoplasiques exercent leur effet
durant la phase de proliférationzz.

En plus, la chimiothérapie retarde la cicatrisation a cause de la

neutropénie et de la susceptibilité résultant des infections®'.
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4.5 Le diabete sucré:

Les effets du diabete sur le corps sont multiples, en particulier I’effet exercé
sur la cicatrisation des plaies. Goodson et Hunt® ont démontré que la résistance a
I’étirement et le contenu en hydroxyproline des plaies sont significativement
réduits chez des rats diabétiques, en comparaison avec des rats de controle.

Le diabéte affecte la fonction des leucocytes en altérant le chimiotactisme, la
phagocytose et I’effet bactéricide intracellulaire®'. Cet effet diminue 1’efficacité
de la réponse inflammatoire. L’atteinte de la fonction des neutrophiles, des
macrophages et des lymphocytes, peut diminuer la prolifération des fibroblastes
et la déposition du collagéne. En plus, des maladies vasculaires périphériques et
microvasculaires observées chez les diabétiques sont capables de diminuer la
perfusion cutanée, et des neuropathies périphériques peuvent inhiber la sensation
du toucher, conduisant ainsi a des atteintes répétées des plaies pouvant retarder la
cicatrisation. Enfin, I’infection des plaies chirurgicales est 5 fois plus élevée chez

les diabétiquesM.

4.6 Latempérature environnante :

La résistance 2 1’étirement des cicatrices diminue chez des animaux exposés a
une température inférieure 2 28°C jusqu’au 5° jour suivant I’opération, et des
plaies ont guéri beaucoup plus rapidement a 30°C qu’a une température située

entre 18 et 20°C.

4.7 L age:

L’Age altere la réparation d’une plaie, il agit sur presque tous les aspects de la
cicatrisation®.

Le taux de contraction et de fermeture des plaies ouvertes diminue avec
I’augmentation de 1’4ge des rats. L’augmentation de la résistance a I’étirement
dans le cas d’une plaie fermée observée chez des rats 4gés est ralentie et le plateau

de la résistance a I’étirement y est atteint plus rapidement.
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5. Complications de la cicatrisation cutanée .

Certaines complications locales conduisent & un échec de la cicatrisation. Les
facteurs qui interférent le plus avec la cicatrisation sont : la tension au niveau des
bords de la plaie, I’ischémie tissulaire, I’hématome, I’infection et la rétention de corps

étrangerszo.

5.1 La fibrose :

La fibrose est un désordre du derme. Elle est le résultat d’un dépdt excessif
des composants de la matrice extracellulaire qui résulte de la destruction du tissu
normal et de I’atteinte de la fonction tissulaire. Le développement de la fibrose
suit les mémes séquences que le processus de cicatrisation. Il est déterminé par
trois facteurs™ :

- Un stimulus répétitif qui exige un déclenchement continu du processus de
fibrose ;

- Une syntheése excessive de collagéne et d’autres composants de la matrice
extracellulaire ;

PN £

- Une baisse de la résolution due a I’inhibition des protéases impliquées

dans I’élimination du tissu cicatrisé.

5.2 Les cicatrices hypertrophiques et les chéloides :

C’est un désordre fibro-prolifératif di a une déficience de la collagénolyse
sous I’effet de I’inhibition de la collagénase par la a-macroglobuline et la
oy-antitrypsine. Le résultat est un excés de synthése du collagéne qui mene a une
croissance exagérée du tissu de cicatrisation”’.

Plusieurs facteurs étiologiques peuvent étre impliqués : le facteur génétique
(les «races » noire et orientale sont plus susceptibles au développement des
chéloides que la « race » caucasienne), 1’4ge (les jeunes sont plus affectés que les
adultes), la prédisposition familiale, le trauma (chirurgie, tatouage, brilure..), la
tension exercée sur les bords de la plaie, les hormones (cestrogenes, androgeénes),

les maladies dermiques & composante inflammatoire.
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Vers la troisiéme semaine de la cicatrisation, les chéloides montrent une
fibroplasie progressive sans résolution. Ils développent des nodules vasculaires
entourés de fibroblastes. La masse nodulaire s’élargit et se transforme en une
masse non vascularisée de collagéne et de protéoglycane. Des myofibroblastes
regroupant les propriétés des fibroblastes et des cellules musculaires lisses
enveloppent les vaisseaux sanguins”.

Les cicatrices hypertrophiques contiennent des nodules de collagénel, mais
aussi une quantité minime d’élastine®.

La différence entre les cicatrices hypertrophiques et les chéloides ne se fait ni
par un test clinique ni par un test de laboratoire. Pourtant, ces deux entités
different par la morphologie et par la quantité de tissu de cicatrisation produite :
les cicatrices hypertrophiées produisent moins de tissu de cicatrisation que les
chéloides. Ces derniers ont I’aspect d’une masse dure et fibreuse, presque
cartilagineuse 2 contour irrégulier. L’apparition de I’'un ou 'autre de ces deux
types de complications se fait quatre a cinq semaines apres guérison apparente de
la plaie.

Certains chéloides se stabilisent et arrétent de croitre, d’autres continuent leur
évolution pour donner des nécroses suppurantes. Les chéloides évoluent rarement

vers la malignité.

5.3 L’infection bactérienne :

Toutes les plaies peuvent étre contaminées par un nombre et un type variables
de micro-organismes pathogénes. On parle d’infection lorsque la concentration
en micro-organismes pathogeénes atteint 10° organismes par gramme de tissu®,

Le passage de la simple contamination a l’infection se traduit par une
inflammation et présente les caractéristiques cliniques suivantes : ficvre, compte
globulaire élevé, plaie chaude, érythémateuse, douloureuse au contact et

purulente.

L’origine de la contamination peut étre'®
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- Endogéne: a partir de l'organisme humain. Les bactéries les plus
impliquées sont Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa ;

- Exogene : a partir d’objets contaminés ou d’étres vivants environnant la
plaie. La contamination est directe par des micro-organismes provenant de
sources animées et indirecte par des micro-organismes provenant de

sources inanimées.

Plusieurs facteurs peuvent favoriser I’infection bactérienne :

- La nature du micro-organisme : les bactéries les plus impliquées dans

I’infection des plaies sont : Staphylococcus aureus (52%), streptocoques
(52%), clostridum sp. (23%), enterobactéries (23%), bacilles Gram-négatif
anaérobies (1.5%)29;
Les plaies accidentelles sont en majorité infectées par Staphylococcus
aureus, tandis que les plaies chirurgicales sont infectées principalement
par la flore bactérienne endogeéne et par les bactéries en provenance du
personnel hospitalier et de I’environnement contaminé du patient ;

- L’importance de I’inoculum: son augmentation accroit le risque
d’infection ;

- La résistance locale et systémique de 1I’hote : plus la résistance de 1’hote
est faible, plus il est sujet aux infections des plaies cutanées ;

- Les maladies chroniques, 1’alcoolisme, la cirrhose, le diabéte mellitus et
I’administration de stéroides ou de médicaments cytotoxiques favorisent

I’infection des plaies.

Une plaie infectée peut également présenter plusieurs complications : cellulite,
fasciite, ténosynovite, septicémie, ostéochondrite et ostéomyélite. La
complication la plus commune est la septicémie ot une colonisation bactérienne
de la plaie est capable d’induire une réaction systémique minimale ou un
syndrome de réponse inflammatoire systémique.

Une plaie accidentelle est exposée a un risque d’infection microbienne locale

et 2 une septicémie résultant de I’immuno-suppression post-traumatique.
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III. TRAITEMENT DES PLAIES CUTANEES

1. La suture :
La suture a pour but de rétablir la continuité de la surface cutanée en rapprochant
les bords d’une plaie, d’arréter 1’hémorragie et de réduire les risques d’infection. Elle

s’effectue & ’aide de fils de suture naturels ou synthétiques’ 0

1.1 Les fils de suture résorbables :

Les fils de suture résorbables se dégradent a I’intérieur de I’organisme sous
I’effet des enzymes, sans avoir besoin d’étre retirés aprés cicatrisation cutanée.
Les fils les plus utilisés sont: le catgut, les fils de collagéne, les fils d’acide

polyglycolique.

1.2 Les fils de suture non-résorbables :
Les fils de suture non-résorbables doivent étre retirés lorsque la cicatrisation
est achevée. Les fils de suture non-résorbables les plus utilis€s sont a base de

coton, de nylon et de polyester.

2. Les traitements classiques :

2.1 Le débridement :

Le débridement des plaies contaminées vise & imiter et par la suite a accélérer
le processus physiologique de débridement qui a lieu durant la phase
. . . . . : N . , Py ) « 231
inflammatoire de cicatrisation. Il consiste a enlever le tissu nécrosé et dévitalisé”".

On distingue deux types de débridement :
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2.1.1 Le débridement sélectif :

Il consiste a éliminer le tissu nécrosé sans toucher au tissu sain. On

distingue :

2.1.1.1 Le débridement enzymatique :

Il s’agit d’enzymes protéolytiques présentées sous la forme d’une
pommade, capables de digérer les protéines du tissu nécrosé et d’en
provoquer la liquéfaction. Les enzymes les plus impliquées sont: la
fibrinolysine, la désoxyribonucléase, les enzymes produites par Bacillus

subtilis, la papaine, la trypsine, la streptokinase et la streptodornase31.

2.1.1.2 L autolyse :
Il s’agit d’une auto-digestion du tissu dévitalisé, facilitée par

I’application de pansements occlusifs®’.

2.1.1.3 L’excision chirurgicale :

L’excision chirurgicale élimine complétement le tissu dévitalis€ et la
fibrose qui entoure la plaie. Il en résulte une plaie propre et saignante qui
est laissée a granuler librement. L’injection dans la plaie d’anesthésique
pourrait transférer des bactéries situées a sa surface vers l'intérieur et
provoquer une infection. Il est préférable dans ce cas de procéder a une

anesthésie générale31.
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2.1.2 Le débridement non-sélectif :
Le débridement non-sélectif est capable d’enlever le tissu nécrosé et le
tissu sain sans distinction. II se fait & I’aide de 1’un ou de I’autre des procédés

mentionnés ci-dessous’".

2.1.2.1 Le débridement mécanique :

Il s’effectue a ’aide d’agents mécaniques tel que les hydrogels
contenant des particules sphériques hydrophiles de dextranomere. Le
dextranomere est un polymere obtenu a partir du dextran réticulé par
I’épichlorhydrine dans des conditions controlées. Le résultat est une
molécule tridimensionnelle constituée de polymeres de glucose reliés
entre eux par des liaisons intermoléculaires™. Le rdle du dextranomére
consiste a absorber I’exsudat et a former une couche gélatineuse a la
surface de la plaie. Quand le dextranomere est retiré, il emporte les débris

tissulaires qui s’attachent a lui.

2.1.2.2 Les pansements débridants :

Les pansements dits «sec a sec » sont des pansements secs utilisé€s
dans le but de débrider mécaniquement une plaie et d’absorber 1’exsudat.
Les pansements dits « humide a sec » sont des pansements imbibés d’une
solution d’antiseptique ou d’un médicament, destinés a €tre appliqués sur
des plaies en cours de cicatrisation et faiblement nécrotiques™.

Dans ce cas, un changement répétitif du pansement jusqu’a élimination du

tissu nécrosé est a 1’origine du débridement.

2.2 L’antibiothérapie :

L’antibiothérapie systémique est souvent utilisée dans le but d’éviter une
extension probable de I’infection vers les tissus sains environnants. Contrairement
aux antibiotiques administrés par voie topique, les antibiotiques administrés par
voie systémique n’entrent pas en contact direct avec la plaie. Certains

antibiotiques sont efficaces localement mais ils ne peuvent étre administrés par
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voie systémique 2 cause de leur toxicité®*. La néomycine, la framycétine et la

bacitracine appartiennent a ce groupe35.

2.3 L’hydrothérapie :

L’hydrothérapie vise a débrider le tissu nécrotique a 1’aide d’un bain de
solution tourbillonnante. Elle sert également a faciliter le retrait des pansements
difficilement détachables de la surface des plaies et a nettoyer les contaminants et
les résidus toxiques des différents agents incorporés dans la plaie. La solution
d’irrigation peut contenir un agent anti-bactérien dont le role consiste a tuer les

bactéries qui se retrouvent dans les plaies infectées™'.

2.4 Les agents topiques :
2.4.1 Les agents nettoyants des plaies :
L’utilisation des agents nettoyants est essentielle dans le but d’éviter

I’infection des plaies et d’accélérer la cicatrisation.

2.4.1.1 L’hypochlorite :

Les solutions d’hypochlorite réagissent intensément avec les groupements
amines des protéines par une réaction de chloration, d’oxydation ou
d’hydrolyse de la matiere azotée. Cette réactivité avec les protéines
confere aux hypochlorites leur propriété anti-microbienne. Une solution
d’hypochlorite de sodium est fortement alcaline (pH11), elle est par
conséquent irritante. Convenablement conservée, cette solution est stable
pendant plusieurs mois, mais cette stabilité est considérablement réduite
lorsque le pH tombe en dessous de 11. L’acide hypochlorique, forme
active de I’hypochlorite de sodium, exerce une action anti-microbienne
maximale a2 pH5.5. On a alors recours a l’utilisation des solutions
tamponnées d’hypochlorite dont le pH est situ€ entre 5.5 et 11, dans le but
de réduire l'effet irritant de la solution, d’assurer une bonne activité

biologique et de renforcer sa stabilité chimique®®.
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2.4.1.2 Autres nettoyants des plaies :

Le peroxyde d’hydrogeéne : I’effervescence du peroxyde d’hydrogéne
provoque un nettoyage mécanique et un débridement non sélectif de la
surface des plaies. Il posseéde une activité anti-bactérienne trés limitée
puisqu’il est rapidement dégradé par la catalase, enzyme présente dans
tous les tissus vivants36;

La proflavine : la proflavine est bactériostatique vis-a-vis des bactéries
Gram positif. Elle est appliquée sous forme de solution ou de créme
eau dans huile36;

Le cétrimide : le cétrimide posséde une activité bactéricide contre les
bactéries Gram positif et Gram négatif. Détergent et anti-bactérien, le
cétrimide permet 2 la fois le nettoyage et la désinfection des plaies et
des briilures. Par contre, le cétrimide en solution faiblement concentrée
posséde un effet cytotoxique et cytostatique trés marqué, ce qui limite
son utilisation en tant qu’antiseptique de routine®® ;

La chlorhexidine : la forme de chlorhexidine la plus connue est le
gluconate de chlorhexidine, active contre une large gamme de micro-
organismes36 ;

Les solutions antiseptiques et les nettoyants micellisés : le peroxyde de
benzoyle, I’acide benzoique, ’acide malique, ’acide salicylique, le
propyléne glycol, le permanganate de potassium. Ces solutions sont
capables de prévenir ou d’éradiquer les infections responsables du
dégagement d’odeurs désagréables37 ;

La povidone-iode: c’est un agent anti-microbien puissant a large
spectre d’activité. Son effet bactéricide vis-a-vis de Staphylococcus
aureus se manifeste a la concentration de 0,001%. Cependant, son
activité est réduite en présence de pus ou d’exsudat a cause de la

liaison qui se crée entre I’iode, agent antiseptique actif de cette

solution, et les protéines sériques36.
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Effets indésirables des nettoyants des plaies :

- On reproche aux hypochlorites leur toxicité parfois irréversible ;

- L'utilisation prolongée des antiseptiques et des antibiotiques locaux
peut retarder la cicatrisation. Par conséquent, il est conseillé d’éviter
leur application sur les plaies non-infectées, et de se servir dans ce cas

d’une solution physiologique stérile de chlorure de sodium.

2.4.2 Les pommades bactéricides :
Les pommades bactéricides servent & prévenir I'infection des plaies.
Elles sont a base de bacitracine, de sulfadiazine d’argent ou de

nitrofurazone>’.

2.5 Les pansements synthétiques :

Les pansements synthétiques participent activement a la cicatrisation d’une
plaie. IIs proteégent les plaies ouvertes ou fermées par les sutures contre les
traumas qui risquent de retarder la cicatrisation. Ils protégent également les plaies
contre la contamination bactérienne et immobilisent la peau qui I’entoure. Ceci a
pour but de réduire le stress mécanique qui a lieu durant la synthese et

I’orientation du collagéne38.

2.5.1 Criteres d’un pansement idéal :
Un pansement idéal qui vise une cicatrisation optimale3'9 :

- Doit garder la peau humide ;

- Ne doit pas étre infecté ;

- Ne doit pas libérer dans la plaie des particules, des fibres ou des
composés chimiques toxiques ;

- Doit garder la peau a la température optimale de cicatrisation ;

- Ne doit pas endommager la plaie lors des renouvellements
fréquents ;

- Doit maintenir la plaie a un pH optimal.
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2.5.1.1 Le contrdle de I’hydratation :

Une pratique courante avant les années 50 consistait a maintenir les
plaies a I’état sec afin de prévenir I'infection bactérienne. Les études de
Winter® et de Hinman et al.*!, ont démontré que la plaie guérit plus
rapidement lorsqu’elle est maintenue hydratée. Une plaie desséchée
conduit 2 la formation d’escarre qui n’est autre qu’un mélange d’exsudat
desséché et de derme dévitalisé. Cette escarre a laquelle s’incorporent
parfois des fibres du pansement constitue une barriere naturelle a la
migration des cellules épidermiques, ce qui prolonge le temps de
cicatrisation et induit une perte du tissu sain.

L’application d’un pansement occlusif empéche la formation d’escarre
et favorise la migration rapide des cellules épidermiques dans le derme a
travers D’exsudat qui se trouve a linterface plaie-pansement. Un
pansement occlusif ou semi-perméable protége aussi contre les effets
secondaires de la déshydratation. Cette déshydratation menace la survie
des cellules épidermiques, des follicules pileux et des glandes sudoripares
qui sont situées 2 la base des plaies et qui facilitent une guérison rapide.

Le pansement absorbant semble étre utile dans le traitement des plaies
exsudantes. 11 a pour rdle d’absorber l’exsudat, ce qui prévient la
macération des plaies et par la suite leur infection. Les pansements
absorbants sont utilisés comme pansements secondaires.

Certains pansements dont la capacité intrinséque d’absorption est

faible ou nulle sont utilisés dans le but de maintenir un taux d’hydratation

relativement constant.

2.5.1.2 La perméabilité aux gaz :

L’oxygene atmosphérique est indispensable a la guérison des plaies
parce qu’il favorise la phagocytose des bactéries par les macrophages et
accélére la guérison. Pour cela, la perméabilité aux gaz est un pré-requis

aux pansements chirurgicaux.
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Par contre, I’hypoxie engendrée par ['utilisation d’un pansement
imperméable stimule 1’angiogénése. L’hypoxie limitée favorise la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins et la granulation tissulaire, ce
qui accélere la guérison des plaies.

Le role de I’oxygene dans la cicatrisation est donc complexe. Il est
équilibré et peut étre considéré comme un élément important de sélection
des pansements.

La perméabilité d’un pansement au dioxyde de carbone (CO,) est aussi
un élément important de sélection des pansements : une alcalose par perte
de CO, pourrait se développer a la surface des plaies, ce qui retarderait la
cicatrisation.

L’application d’un pansement occlusif simple aide a prévenir ou a
réduire la perte en CO, afin de maintenir un pH légérement plus acide aux

environs de la plaie.

2.5.1.3 L’effet du pH :

Selon Wilson et al.**, une acidification prolongée de la surface de la
lésion augmente le taux de cicatrisation. Pour le démontrer, une étude
comparative a été menée entre une pommade émulsionnée tamponnée a
pH6 et une présentation commerciale contenant a la fois les acide malique,
benzoique et salicylique (pH2.8). Aprés application sur un pied ulcéré, le
matériel tamponné capable de baisser le pH pour une durée de 24 heures
était nettement plus efficace que la pommade non tamponnée capable de
baisser le pH pour une durée de 4 heures. L’acidification prolongée
favorise la libération de 1’oxygeéne a partir de I’oxyhémoglobine. Il en
résulte une augmentation du taux de cicatrisation, par augmentation de la
disponibilité en oxygene.

Les pansements qui réduisent directement ou indirectement le pH du
fluide de la plaie peuvent prévenir l’infection. Ils créent un milieu

favorable 2 la cicatrisation. Cette derniére s’installe plus rapidement que
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lorsqu’on utilise des pansements capables d’augmenter le pH aux environs

de la plaie.

2.5.1.4 Lalibération de particules toxiques et de particules de matieres :
Les fibres libérées des pansements peuvent s’incorporer dans I’escarre
desséchée ou dans le tissu granuleux. Elles peuvent interférer avec le
processus normal de cicatrisation, affecter la qualité de la cicatrisation et
provoquer la formation de chéloides. La présence de corps étrangers

favorise I’infection de la plaie.

2.5.1.5 La faible adhérence :

A l’exception des films semi-perméables, des hydrogels et des
minéraux hydro-actifs, la plupart des pansements ont tendance a adhérer a
la surface des plaies desséchées. Quand le pansement est retiré, la jonction
entre 1’escarre et le tissu sous-jacent se rompt, ce qui endommage le tissu

nouvellement formé.

2.5.1.6 L’étanchéité aux micro-organismes :
Le pansement doit assurer une barriere efficace contre les micro-
organismes pathogénes. Il protége les plaies contre l'infection par les

bactéries aérobies.

2.5.1.7 Les propriétés thermiques :

La température d’une plaie est un facteur de la cicatrisation. Elle est
importante pour 1’activité mitotique et celle des leucocytes, qui sont
réduites particulierement en dessous de 28°C. Le réchauffement d’une
plaie cutanée varie selon le type de pansement utilisé®.

La baisse de la température d’une plaie diminue la disponibilité de
I’oxygéne au niveau de la plaie. Ceci est dii & une baisse du taux de

dissociation de l’oxyhémoglobine39.
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L’effet refroidissant provoqué par les pansements a base d’hydrogel

réduit la douleur et I’inflammation.

2.5.2 Différentes sortes de pansements :
2.5.2.1 Les matériaux de contact primaire :

Les matériaux de contact primaire sont utilisés dans le but d’absorber
I’exsudat. Ils sont & base de coton ou de fibres de viscose, convenablement
couverts d’une gaze ou d’un textile non tissé>.

Ces pansements ont tendance a adhérer a la surface de la plaie quand la
production en exsudat diminue. IIs doivent étre suffisamment poreux afin
de permettre 2 I’exsudat et au sang de passer loin de la plaie et d’éviter la
macération des tissus sous-jacents.

En général, les matériaux de contact primaire sont imprégnés a I’aide
de paraffine dans le but de devenir moins adhésifs et de diminuer leur
capacité de macérer les plaies fortement exsudantes.

On utilise souvent des pansements gras contenant des anesthésiques
locaux, des sulfamides, des antibiotiques, des agents anti-microbiens, des
vitamines et d’autres agents capables de promouvoir la cicatrisation et de
prévenir I’infection. Bien que ces pansements soient considérés comme
non adhérents, leur retrait ne se fait pas sans douleur.

D’autres pansements viennent substituer les pansements gras tels que

la viscose et les pansements a base de polyuréthanes.

2.5.2.2 Les films semi-perméables :

Plusieurs matériaux sont impliqués dans la fabrication des membranes
semi-perméables. L’utilisation des films de polyuréthane est la plus
récente. Des films composites ont été aussi développés43. Parmi ceux-ci,
on distingue :

- Les films de polyuréthane enveloppés par un systéme acrylique

adhésif ;
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- La laine non tissée absorbante contenue entre un film de
polyuréthane hydrophile et une couche adhésive au contact de la
plaie ;

Ces films composites sont utilisés pour couvrir les plaies fortement

exsudantes.

Propriétés physiques des films :

Les propriétés physiques des films ont une influence sur leur

performance clinique®.

- L’épaisseur du film: la perméabilité et 1’extensibilit€ du film sont
influencées par son épaisseur ;

- La perméabilité aux vapeurs: 1’exsudat produit a la surface des
plaies doit passer a travers le film sous forme de vapeur d’eau. Une
accumulation des sécrétions sous le film peut altérer le processus
de cicatrisation et irriter la peau ;

- La perméabilité aux gaz: un pansement doit &étre extrémement
perméable a 1’oxygene afin de favoriser la migration des cellules
épidermiques. La colonisation de la plaie par des bactéries cutanées
pathogénes diminue la pression en oxygeéne, ce qui mene au
détachement des cellules épidermiques.

La perméabilité au CO, est également importante. Un pansement
trés perméable permet au CO, d’étre libéré dans I’environnement
de la plaie devenu par conséquent plus alcalin ;

- La compatibilité avec les tissus : tout matériel mis au contact d’une

plaie ne doit pas libérer d’agents toxiques et ne doit avoir aucun

effet indésirable sur le processus de cicatrisation.

Les films semi-perméables se maintiennent en place. Transparents ou
translucides, ils permettent un contrdle visuel des suintements excessifs
qui sont drainés par légére rupture du film. Ces films ont aussi

I’avantage de former une barriére efficace contre les bactéries qui
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infectent la plaie. On pourrait méme y incorporer des agents anti-
microbiens.

Les films semi-perméables sont par contre non-absorbants, plus ou
moins difficiles 2 manipuler et capables de provoquer la rupture de

I’épithélium quand ils sont retirés de la plaie**.

2.5.2.3 Les mousses semi-perméables :

Il s’agit d’un pansement présentant une face hydrophile exposée a la
plaie et une face hydrophobe expos€e a I’air®. Cette structure donne aux
mousses la propriété d’absorber 1’exsudat des plaies tout en controlant
I’évaporation. 1l en résulte une réduction de la macération des plaies46.

La valeur potentielle des pansements & base de mousse est reconnue
depuis les années 70 avec I’'innovation de Silastic™ et de Lyofoam™,

La mousse répond a plusieurs critéres du pansement idéal®’ :

- C’est un bon isolant thermique ;

- Elle ne libére pas de particules ni de fibres ;

- Elle est facile a éliminer ;

- Elle assure une hydratation adéquate du contour des plaies ;

- Elle est perméable aux gaz ;

- Elle n’adhere pas aux plaies ;

- Elle est légere ;

- Elle est capable d’absorber de grands volumes d’exsudats.

Cependant, les mousses adhérent aux plaies quand I’exsudat se

desseche*.

2.5.2.4 Les alginates :
L’acide alginique est utilisé sous forme de sel calcique, associé parfois
au sel de sodium dans le but d’augmenter le taux de formation de gel®®.
Les alginates utilisés dans le traitement des plaies sont mis sous forme

de papier couvert d’une compresse absorbante. La fréquence des
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changements varie selon la quantité d’exsudat produite et selon I’état de la
plaie.

Les alginates possédent plusieurs criteres décrits dans le cas d’un
pansement idéal. En plus, ils sont capables de se combiner a I’exsudat
pour former un gel hydrophile qui maintient I’hydratation de I'interface
pansement-plaie.

Les alginates sont absorbants et présentent donc un intérét particulier
dans le traitement des plaies suintantes. Ils sont hémostatiques et ne
déclenchent pas de réactions d’hypersensibilité.

Pourtant, les alginates sont plus ou moins difficiles a retirer des plaies.
IIs sont douloureux s’ils se desséchent et ils laissent dégager une odeur

désagréable®.

2.5.2.5 Les hydrogels semi-perméables :

Les hydrogels sont constitués de polymeéres insolubles avec des sites
hydrophiles qui interagissent avec des solutions aqueuses en absorbant et
retenant des volumes importants d’eau.

Les pansements a base d’hydrogel sont répartis en deux groupes49:

- Les pansements sans structure tridimensionnelle. Ils contiennent un

hydrogel amorphe et sont destinés a étre appliqués sur les plaies.
Ces pansements absorbent 1’exsudat, diminuent leur viscosité et
ont tendance a prendre la forme de la plaie qu’ils recouvrent
(figure 3).

- Les pansements constitués de réseaux tridimensionnels de
polymeres hydrophiles. Les hydrogels logent dans des
compartiments de polyéthylene compris entre deux films en
polyéthylene faciles a détacher. Ce type de pansement ne change
pas sa forme physique mais gonfle en présence d’exsudat

(figure 4).
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Figure 3 : Hydrogel amorphe

Support en mailles de
polyéthyléne

Films détachables de
polyéthyléne

Hydrogel

Figure 4 : Représentation schématique d’une coupe
transversale d’un pansement d’hydrogel.



32

Les polymeéres utilisés dans la préparation des hydrogels peuvent Etre
préparés a partir de matériaux synthétiques, semi-synthétiques ou d’un
mélange des deux (exemple : copolymere d’oxyde de polyéthylene de
haut poids moléculaire, d’agar et de polyacrylamide).

Les pansements a base d’hydrogel peuvent étre appliqués et retirés
sans douleur et traumatisme, parce qu’ils ne se desséchent pas. Ces
pansements réduisent aussi la douleur secondaire a la plaie, ce qui les
rend tolérables par les patients. Ils sont absorbants et permettent le
contrdle des plaies grace a leur aspect transparent.

Les désavantages associés a 1'utilisation des hydrogels sont* :

- Ladifficulté de les maintenir en place ;

- Le besoin de renouveler fréquemment les pansements ;

- Le desséchement possible du pansement appliqué sur une plaie

légérement suintante ou la macération des plaies fortement
suintantes ;

- Le cofit élevé du traitement.

2.5.2.6 Les hydrocolloides :

Le terme «hydrocolloide » désigne une famille de pansements
constitués d’un gélifiant combiné a d’autres matériaux tels que les
élastomeres et les adhésifs’. Fréquemment 2 base de
carboxyméthylcellulose (CMC), les hydrocolloides peuvent contenir
d’autres polysaccharides (guar, cellulose et xanthane de cellulose) ainsi
que des protéines.

Les hydrocolloides se présentent sous forme de mousse flexible ou de
plaques de film, couverts d’une couche d’hydrocolloide, elle-méme
couverte d’un papier permettant la libération du produit.

La base peut se présenter aussi sous forme de granules ou de pétes

qu’on peut appliquer conjointement a un papier afin d’augmenter le

pouvoir absorbant du systéme5 0
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La majorité¢ des études publies sur l'utilisation clinique des
hydrocolloides se rapporte a Granuflex™ > Elles démontrent que le taux
de cicatrisation, le temps de cicatrisation ainsi que I’aspect de la cicatrice
sont meilleurs, comparés aux cicatrices traitées a I’aide d’autres
pansements.

Les hydrocolloides sont surtout utilisés dans le traitement de I'ulcere
des pieds. Leur utilisation est facile et ils ont ’avantage de réduire la
douleur et le délai de la cicatrisation, d’adhérer a la peau et d’empécher
I’évaporation de I’exsudat tout en maintenant la plaie hydratée.

Les problémes majeurs liés a leur utilisation sont: I’odeur désagréable,
la formation de gel liquéfié sous le pansement et parfois, la production
d’une quantité excessive de tissu de granulation. En plus, ils sont opaques,

ce qui empéche la détection du suintement™,

2.5.2.7 Les saccharides :

Une variété de saccharides peut &tre utilisée dans le pansement des

plaies® :

- Le miel: L’utilisation du miel dans le traitement des plaies
remonte au temps des égyptiens et demeure le remede le plus
populaire des ulceres des pieds. Son pH aux alentours de 3.7 crée
un environnement défavorable a la croissance bactérienne.
Cependant, il a été démontré que le miel pur est capable de tuer ou
d’inhiber la croissance d’une large gamme de bactéries, a
Iexception de Candida. Sa pression osmotique élevée est
responsable du drainage de ’eau en dehors du tissu périphérique,
ce qui nettoie la plaie et réduit le risque d’cedéme. I pourrait étre
également utilisé comme source d’énergie et comme nutriment des
cellules périphériques ;

- Le sucrose présenterait un certain intérét particulier dans le
traitement des plaies. Le sucrose en granules peut &tre utilisé en

association avec la Povidone-Iode ou avec la teinture benzoique ;
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- Le sucre granulé, utilisé a 195 grammes dans 100 grammes d’eau
provoque une inhibition complete de la croissance d’une large
gamme de micro-organismes viables. Certaines €tudes ont montré
que la pression osmotique et le sucre partiellement dissous
pourraient nuire aux plaies qui auront tendance a se déshydrater, ce
qui augmente le délai de cicatrisation®>;

- Les sphérules de polysaccharides : Les pansements commerciaux a
base de polysaccharides transformés en sphérules ou en granules
sont utilisés de la méme facon que le sucre, mais différent par leur
mode d’action: tandis que le sucre inhibe la croissance
bactérienne, les sphérules a base de polysaccharides tel que le
dextranomere agissent en nettoyant les plaies et préviennent ainsi
P’infection.

Les polysaccharides sont des pansements absorbants et
antiseptiques, capables de débrider les plaies. Cependant, ces
pansements sont difficiles & maintenir en place et a retirer des
plaies. Ils peuvent dessécher le lit de la plaie et dégager une odeur

désagréable™.

2.5.2.8 Les pansements qui absorbent les odeurs :

Les plaies infectées produisent parfois une odeur désagréable et
génante. La fagon la plus efficace de gérer cette odeur est d’éliminer
’infection. L’application d’antibiotiques par voie topique est parfois
insuffisante et il est nécessaire dans ce cas d’utiliser un pansement qui
absorbe I’odeur.

Un tissu de charbon activé obtenu a partir d’un tissu de cellulose
adéquat est utilisé dans le but d’absorber I’odeur au niveau des plaies. Il
est aussi capable d’adsorber les bactéries a sa surface et d’améliorer ainsi

la cicatrisation des plaies®’.
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2.5.3 Criteres de sélection d’un pansement :

L’utilisation d’un pansement occlusif est controversée. Les pansements
imperméables a la vapeur d’eau permettent la migration de I'épiderme a la
surface originale de la plaie au lieu de la surface du derme, ce qui accélere la
régénération de I’épithélium46. Ils forment une barriere trés efficace contre les
contaminants. Ils sont capables d’apaiser la douleur en refroidissant

directement la plaie couverte et en interférant avec I’acide arachidonique™.

Les critéres de sélection d’un pansement dépendent du type de la plaie a

traiter” :

- Les plaies séches et nécrotiques nécessitent un pansement qui
maintient la peau hydratée ;

- Les plaies couvertes d’une crofite nécessitent un pansement qui
maintient la peau hydratée, qui absorbe les fluides et I’odeur et qui
posseéde parfois des propriétés anti-microbiennes ;

- Les plaies propres et exsudantes nécessitent un pansement qui
absorbe les fluides et les odeurs, qui assure 1’isolation thermique de
la plaie et qui est doté parfois de propriétés anti-microbiennes ;

- Les plaies faiblement exsudantes a séches nécessitent un pansement
qui maintient la peau hydratée, qui assure 1’isolation thermique de la

plaie et qui adhere faiblement a la peau.

Finalement, les pansements doivent étre changés une ou deux fois par
jour, dépendamment de la quantité d’exsudat produite. Avec le temps, ils

peuvent &tre changés une fois par semaine™.

2.6 Les pansements biologiques :

Les pansements biologiques sont constitués de tissu d’origine humaine ou
animale a différents degrés.

Un des pansements biologiques utilisés est un composite d’'une membrane

semi-perméable et extrémement mince de silicone, attachée a un tissu flexible en
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nylon. Un mélange atoxique et hypoallergénique de peptides hautement purifiés
dérivés du collagéne du derme du porc est attaché a cette membrane élastique
pour former une surface hydrophile et biocompatible. Ce pansement a une
perméabilité aux vapeurs comparable & la peau humaine normale. Il est utilisé sur
les plaies excisées et débridées et sur les greffes de peau contenant moins de 10°

bactéries par gramme de tissu™®.

3. La stimulation électrique :

Le traitement des plaies par stimulation électrique est encore sous €tude et a été
exploité dans le traitement des plaies chroniques.

Le courant électrique employé peut étre continu ou alternatif, a faible voltage ou
a voltage élevé, a microampérage ou a milliampérage, monophasé ou biphasé.

La stimulation électrique a pour but d’améliorer la circulation sanguine au niveau
cutané, ce qui favorise la cicatrisation des plaies5 3. La stimulation électrique posséde
aussi un effet bactéricide direct et probablement indirect, par attraction des

macrophages et des leucocytes vers le site infecté™.

4. L’ultrason :

L’ultrason est efficace durant la phase précoce de I'inflammation aigiie. Les
vibrations qu’il engendre provoquent la libération d’histamine par les mastocytes et
les macrophages. L’ultrason provoque aussi la libération de médiateurs chimiques
capables de stimuler les fibroblastes responsables de la production du collagene.

L’ultrason est capable d’accélérer la contraction des plaies quand il est appliqué

durant les deux phases, inflammatoire et de prolifération, de la cicatrisation cutanée™.
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5. La lumiere :
La lumicre a différentes longueurs d’onde peut affecter la cicatrisation des
plaies :
- Le laser de faible énergie présente un effet biostimulateur et photochimique.
Le laser a I’hélium-néon est un agent physique qui favorise la cicatrisation du
derme par stimulation de la synthése du collagene ;
- Les rayons ultra-violets présentent un effet bactériostatique capable de tuer les
bactéries qui viennent infecter la plaie ;
- Les rayons infra-rouges sont capables de réchauffer la plaie et de provoquer la
vasodilatation de la région exposée aux rayonnements. Cet effet aurait pour
but d’augmenter I’apport en cellules inflammatoires et de favoriser la

cicatrisation des plaiessﬁ.

6. L’oxygéne hyperbare :

L’oxygéne hyperbare joue un faible rble dans le traitement des plaies
superficielles et légerement infectées. L’oxygéne employé en tant qu’adjuvant
thérapeutique 2 une pression supérieure a une atmosphére augmente la pression
partielle en oxygéne au niveau vasculaire. Il rétablit le gradient en oxygene entre les
tissus et les capillaires, ce qui favorise la diffusion de ’oxygéne dans la région
hypoxique.

L’oxygeéne hyperbare favorise la migration des fibroblastes dans la plaie et la
production du collagéne. Un traitement intermittent favorise la revascularisation des
plaies et augmente le flux sanguin capillaire.

L’oxygéne hyperbare possede aussi un effet bactéricide vis-a-vis de
Staphylococcus aureus et des bactéries anaérobies sensibles a une pression élevée en

oxygénelg.
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IV. LE CHITOSAN

1. Généralités :

1.1 La chitine et le chitosan:

Les chercheurs s’intéressent de plus en plus aux polysaccharides, polymeéres
naturels et matériaux de structure, afin de mieux comprendre leurs propriétés et
leurs fonctions biologiques.

Plusieurs types de polysaccharides sont produits dans la nature, le
polysaccharide le plus abondant étant la cellulose, suivie de la chitine. Produite en
quantités énormes (10'°-10" tonnes/an), la chitine demeure une biomasse peu
utilisable sans traitement de sa structure.

La chitine est un polysaccharide aminé ayant des groupements acétamide au
niveau du carbone en position 2 (Figure 5). En 1859, Rouget’’ fut le premier 2
désacétyler la chitine pour la transformer en chitosan ayant des groupements

amine libres.

Og NHAC O('-)' HO NHAc
HO o
N S
OH NHAC — ~0oH

NHAc

Figure 5 : Formule structurale de la chitine
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1.2 Sources naturelles :

La chitine se trouve largement dans la nature. L’exosquelette des crustacés
(20-50 % du poids sec) produit de rejet de I’industrie des péches et les insectes
demeurent la meilleure source de chitosan. La chitine est produite aussi par les
algues et les champignons.

Le chitosan lui-méme est produit par certains champignons et peut étre isolé
de leur paroi cellulaire. Il est considéré comme le produit de I’action de la chitine

désacétylase sur la chitine’ 8,

2. Dénomination et formule structurale :

C’est un copolymere linéaire de 2-acétamido-2-désoxy-B-D-glucopyranose (N-
acétyl glucosamine) et de 2-amino-2-désoxy-B—-D-glycopyranose (glucosamine),

reliés par une liaison du type p(1-4)*® (Figure 6).

OH NH OH NH
HO O 0 KO O o
OH NHz  ~oOH

NHAc

Figure 6 : Formule structurale du chitosan

3. Synthese chimique du chitosan :

La syntheése chimique du chitosan se fait par désacétylation de la chitine a I’aide
d’une solution basique a la concentration de 40-50 %, a une température située entre
120 et 160 °C. Le degré d’acétylation sous ces conditions est compris entre 15% et

30 %%,
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4. Propriétés physico-chimiques :

Le chitosan posséde une structure cristalline. Il est hydrophile et capable de
gonfler dans I’eau tout en étant insoluble dans I’eau. Le chitosan est soluble dans des
solutions acides faibles a partir de I’acide acétique, de 1’acide formique, de I’acide
lactique et de I’acide nitrique. Le chitosan est insoluble dans I’acide sulfurique et
I’acide phosphorique. Il est également insoluble dans la majorité des solvants
organiques5 2 I’exception du mélange DMF-N,O4 et du N,O4 dans une proportion

de 3 pour 1%,

5. Modifications chimiques du chitosan :

Le chitosan peut étre chimiquement modifi€ au niveau du groupement amine
primaire en C, et/ou au niveau de la fonction hydroxyl du groupement hydroxyméthyl

en Cs.

5.1 Acylation :

La réaction d’acylation du chitosan s’effectue a 1’aide d’anhydrides d’acides
carboxyliques. Cette réaction est rapide et facile au niveau de la fonction amine
primaire en Cy, elle est plus lente au niveau de la fonction hydroxyl5 8,

La N-alkylation du chitosan s’effectue en milieu acide et conduit a la
formation d’un milieu réactionnel généralement plus visqueux par réduction de la
solubilité. Des réactions d’hydroxyalkylation du chitosan sont possiblessg.

Un cas particulier d’alkylation consiste a préparer des dérivés aliphatiques du
chitosan selon la procédure modifiée de Hirano®. Cette procédure consiste 2
solubiliser 5 g de chitosan dans 200 ml d’une solution aqueuse d’acide acétique a
10% tout en maintenant I’agitation pendant 12 heures a la température ambiante.
Un volume de 300 ml de méthanol est ajouté a la solution visqueuse de chitosan,
et aprés 15 minutes, un volume donné d’anhydride d’acide aliphatique approprié
est ajouté. Le tout est agité pendant 12 heures a la température ambiante. La

nature et le volume d’anhydride nécessaires sont déterminés selon la nature du

dérivé a produire et le degré de substitution désiré®.
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5.2 Carboxylation :

Les réactions de carboxylation sont possibles grace aux acides carboxyliques
comprenant des groupements aldéhyde ou cétone.
Les acides carboxyliques cycliques provoquent la carboxyalkylation du chitosan

au niveau du groupement amine’®.

5.3 Sulfatation :
La réaction de sulfatation du chitosan conduit a des produits dont la structure
est identique a celle de I’héparine. Elle s’effectue au niveau des deux

groupements amine et hydroxyl’® 8

5.4 Formation de sels quaternaires :
La formation de sels quaternaires est possible grice au groupement amine
primaire en C,, qui se lie aux acides organiques et inorganiques par une liaison du

type imine™.

6. Applications :
Le chitosan et ses dérivés ont de nombreuses applications pharmaceutiques,

médicales, industrielles et agronomiques.

6.1 Applications en pharmacie :
6.1.1 Agent facilitant I’absorption des médicaments :

Le chitosan est exploité en tant qu’agent facilitant 1’absorption des
médicaments. Il semble augmenter la perméabilit€ cellulaire par
mucoadhésion et en affectant les voies paracellulaires et intracellulaires de
pénétration a travers 1’épithélium. Le chitosan exerce un effet mineur et
réversible sur la fonction et la morphologie de I’épithélium, ce qui rend son
utilisation possible dans les systémes de libération des médicaments au niveau
de la muqueuse buccale, gastro-intestinale, nasale, oculaire, au niveau

parentéral et en thérapie génique®.
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6.1.2 Matrice dans les systémes de libération contrdlée des médicaments :

Des complexes macromoléculaires de chitosan sous forme de comprimés
ont fait I’objet de plusieurs études de libération contrdlée des médicaments.
Le contrdle de la libération du médicament a travers ces complexes dépend

des propriétés de gélification des polyméres“.

6.2 Applications en médecine :
Le chitosan a démontré des activités biologiques, pharmacologiques et
physiologiques variées. Il est doté d’une activité immobilisatrice cellulaire,

immuno-stimulatrice® et promotrice de la cicatrisation cutanée.

6.2.1 L’immuno-stimulation :

Le chitosan est un des dérivés de la chitine dotés de propriétés
stimulantes de I'immunité. Cette activité immuno-stimulatrice est due en
particulier a D’activation des macrophages qui, grice aux agents
chimiotactiques et aux médiateurs chimiques qu’ils produisent, sont capables
de stimuler la prolifération des fibroblastes, de produire du collagene et de
moduler les cellules endothéliales. L’activation cellulaire ainsi que les
propriétés immuno-adjuventes dues au chitosan renforcent la défense de
I’organisme contre 1’infection et peuvent méme inhiber la formation de

tumeurs65 .

6.2.2 L’immobilisation cellulaire :
Le chitosan et ses dérivés sont impliqués dans le processus
d’immobilisation cellulaire. Cette activité biologique leur confére des

propriétés anti-tumorales, anti-microbiennes et hémostatiques.

6.2.2.1 Activité anti-tumorale :
On sait déja qu’une molécule de chitosan est constituée de monomeres
de glucosamine et de N-acétyl glucosamine. On considére donc par

analogie a la glucosamine infusée chez des patients, que le chitosan
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posseéde une toxicité sélective in vitro envers les tumeurs et augmente

I’activité des lymphocytes T Natural Killer (NK)®.

6.2.2.2 Activité anti-microbienne :

Plusieurs mécanismes pourraient étre a 1’origine de I’activit€ anti-
microbienne du chitosan :

- Le premier mécanisme serait dfi a son pouvoir agglutinant des cellules
microbiennes.  L’attraction  électrostatique  responsable  de
I’immobilisation des cellules microbiennes, c’est-a-dire la nature
polycationique du chitosan qui interfére avec les résidus chargés
négativement présents a la surface des cellules, finit par altérer la
perméabilité cellulaire®® 7 ;

- Lactivité sélective du chitosan pourrait &tre due aux différences de
densité des récepteurs spécifiques au N-acétyl glucosamine a la surface
de la membrane des cellules microbiennes. La structure du N-acétyl
glucosamine de la molécule de chitosan est reconnue par ces
récepteurs, ce qui permet la fixation du chitosan et I’immobilisation
des cellules microbiennes® ;

- Un autre mécanisme d’action du chitosan serait dii a la liaison du
chitosan 2 I’ADN des micro-organismes afin d’interférer avec
I’ARNm et la synthese protéique68.

Les dérivés lactique et hydroglutamique du chitosan possédent une activité

anti-microbienne®. 11 en est de méme pour le N-carboxybutyl chitosan qui

pourrait &tre utilisé en tant que pansement des plaieség.

Facteurs qui influencent I’activité anti-microbienne du chitosan :

Les facteurs qui influencent I’activité anti-microbienne du chitosan sont’” :
- La source du chitosan: il semble que le chitosan provenant des
crustacés agit sur les micro-organismes par plusieurs mécanismes

d’action ;




44

- La forme du chitosan : une solution acide de chitosan posseéde une
activité anti-microbienne supérieure a la poudre de chitosan ;

- Le degré d’acétylation: I’inhibition de la croissance des micro-
organismes est supérieure lorsque le degré d’acétylation du chitosan est
élevé ;

- Le degré de polymérisation: chez certains micro-organismes, le
chitosan a faible degré de polymérisation bloque la perméabilité de la
membrane cellulaire aux substances nutritives ;

- Le pH du milieu : le chitosan posséde une activité anti-microbienne
optimale a un pH supérieur ou égal a 5.

Le dérivé N-carboxyméthylé est plus hydrosoluble que le chitosan et

posséde par conséquent des propriétés de chélation supérieures. Son

efficacité anti-microbienne dans un intervalle de pH plus grand résulte de

sa propriété amphiphile.

6.2.2.3 Activité hémostatique :

Grice a sa structure polymérisée et a sa capacité a s’enchevétrer, le
chitosan pi¢ge les hématies. Ceci mene a la formation d’un coagulum
hémostatique. Ce pouvoir hémostatique dépend de la structure et du poids
moléculaire du chitosan’.

Le pouvoir hémostatique trouve son application dans le scellage des
sites de ponction artériels a I’aide du chitosan microcristallin.

Par contre, une activité anti-thrombogénique est attribuée a des complexes
macromoléculaires constitués de chitosan et de l'une des molécules
suivantes : héparine, sulfate de dextrane, carboxyméthyl dextrane a bas
poids moléculaire, carboxyméthyl dextrane a haut poids moléculaire et
carboxyméthylcellulose. Le mécanisme de suppression de la coagulation
est dii aux groupements carboxyls chargés négativement dans le sang a pH
élevé (pH7.4). Ces charges potentialisent la force de répulsion entre les

hématies dont la surface est chargée négativement. Le pouvoir
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anti-thrombogénique est influencé également par [’hydrophobie et

I’électronégativité de surface des complexes63.

6.2.3 L’activité cicatrisante :

La chitine désacétylée intervient dans la cicatrisation des plaies selon

différents mécanismes :

Le chitosan stimule les macrophages qui s’activent et libérent des
lysozymes (Figure 7)%. Le lysozyme, normalement produit par les
macrophages, hydrolyse le chitosan modifié en oligomeéres. Ces
oligomeres activent les macrophages qui produisent I’ Interféron, le Tumor
Necrosis Factor (TNF) et I’Interleukine-1 (II-1). Les macrophages activés
produisent également le N-acétyl-béta-D-glucosaminidase qui catalyse la
production de D-glucosamine, de N-acétyl glucosamine et des
glucosamines substituées des oligomeres. Ces glycosamines sont livrées
aux fibroblastes qui proliferent sous ’effet de I’interleukine-1. Elles sont
incorporées dans 1’hyaluronate et les glycosaminoglycans qui organisent la
déposition ordonnée du collagene, €également influencée par les
oligomeres ;

Le glucosaminoglycan (NAG), sous-unité répétitive des dérivés de la
chitine dont fait partie le chitosan, est un composant majeur du derme et sa
présence est essentielle a la formation du tissu de cicatrisation. La
dégradation du chitosan par les lysozymes normalement retrouvés dans le
fluide d’une plaie permet la libération des molécules de NAG au sein
d’une plaie. La NAG existe en large quantité dans les glycoprotéines
isolées durant la phase précoce de cicatrisation et joue un rble important,
donnant structure et forme au collagéne nouvellement formé dans le tissu
de granulation, ce qui influencerait les propriétés mécaniques de la

cicatrice’'.
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MACROPHAGE—® LYSOZYME

CHITOSAN MODIFIE
OLIGOMERES
v
NAGase —»
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INTERFERON PROLIFERATION HYALURONATES
TNF DES FIBROBLASTES GLYCOSAMINOGLYCANES
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— Incorporation — Catalyse

——7 Utilisation

Figure 7 : Role des lysozymes dans la cicatrisation cutanée

Le chitosan est impliqué aussi dans le processus de régénération des
ostéoblastes et des chondrocytes72.

La glucosamine exogéne stimule la synthese des protéoglycans et posséde une
activit€ trophique au niveau du cartilage de conjugaison. Elle favorise la
formation des esters de sulfate au niveau de la chondroitine sulfate, ce qui
compense la dégénérescence cartilagineuse observée chez les personnes
atteintes d’arthrose®.

L’hydrogel a base de chitosan combiné a la polyvinyl pyrrolidone peut étre
utilis€ en tant qu’isolant immunologique dans les transplantations d’ilots de
" Langerhans  afin d’épargner a I’hdte les réponses immunologiques

indésirables’.
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Des études effectuées a 1’aide du dérivé N,O-carboxyméthylé ont montré
son efficacité dans la prévention des adhésions post-chirurgicales. Le
mécanisme demeure cependant inconnu’®,

Le dérivé N-carboxybutylé fut aussi exploité dans le traitement des plaies

et semble influencer positivement le processus de cicatrisation”.

6.3 Autres applications :
6.3.1 En dentisterie :
Le chitosan associé a 1’hydroxyapatite apparait comme un ciment

prometteur en endodontie et en dentisterie restauratrice’®.

6.3.2 Analyse et séparation :

Le chitosan et le N-triméthyl chitosan forment avec les polyanions de
I’eau un complexe polyionique utilisé pour titrer les ions polymériques.

Le chitosan est utilisé aussi comme adsorbant dans la chromatographie a
couche mince afin de séparer plusieurs composés organiques y compris les
acides aminés’ .

Les membranes de chitosan préparées en traitant une solution acétique
de chitosan a I’aide d’une base servent au transport actif des ions chlorure a
partir d’une solution acide vers une solution basique78 et servent aussi a la
concentration de 1’éthanol”.

L’introduction de certains groupements actifs sur la molécule de
chitosan permet le développement d’affinités spécifiques vis-a-vis de certaines
enzymes telle que l'inhibiteur de la trypsine-soja (TSD®. La modification
apportée a la molécule de chitosan permet sa fixation sur le TSI sur lequel se
fixe ensuite la trypsine. Le chitosan précipite par alcalinisation du milieu,

entrainant avec lui la trypsine qui sera isolée apres dissociation du complexe

TSI-chitosan.
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6.3.3 En agriculture :

Le chitosan est employé comme additif dans les engrais liquides
compose’s62 et comme agent de récupération des métaux. Il posséde des
propriétés anti-virales, anti-bactériennes et anti-fongiques remarquables qui
protégent les plantes contre 1’invasion par certaines bactéries et champignons
et préviennent ainsi certaines maladies. Cette activit€ est favorisée par un
faible poids moléculaire et par un degré de désacétylation élevé™®,

Le N-carboxyméthyl chitosan inhibe la croissance et la libération des

toxines produites par Aspergillus flavus et par Aspergillus parasiticussl.

6.3.4 Traitement des eaux usées :

Le chitosan est soluble dans une solution diluée d’acide organique afin
de donner une solution polycationique utilisée dans la coagulation des eaux
usées. Le chitosan a I’avantage d’étre moins toxique que les polycations
synthétiques®® et d’étre biodégradable.

Le chitosan est capable aussi de chélater les cations métalliques tels que

le mercure, le plomb, le cadmium, le fer, le nickel et le zinc.

6.3.5 Industrie cosmétique :

Les dérivés hydrosolubles sont capables de former un film par
interaction de leur surface polycationique avec la surface chargée
négativement de la peau et des cheveux. Ce film forme une couche protectrice
contre D’effet nuisible de la sécheresse, du soleil... Cette propriété est
recherchée dans les lotions, les crémes, les vaporisateurs pour cheveux et les

shalmpooings5 8

6.3.6 Industrie alimentaire :

Le chitosan est utile dans le traitement des aliments. Il peut étre utilisé
comme agent épaississant, comme additif alimentaire mais aussi comme
préservatif grice a ses propriétés anti-microbiennes.

Les esters d’acides aliphatiques sont employés comme émulsifiants®®.
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Un mélange de chitooligosaccharides préparé par digestion du chitosan a
I’aide de la cellulase posséde des propriétés anti-bactériennes permettant son

utilisation dans la préservation du lait®".

6.3.7 En diététique :

Le chitosan est doté de propriétés hypolipidémiantes82 dues a son activité
au niveau de 1’absorption et du métabolisme des Iipidesg3. On a remarqué une
baisse du cholestérol plasmatique chez des rats méles soumis a une diéte riche
en cholestérol, ceci aprés administration de préparations a 2% et a 5 % de
chitosan®.

Nauss et al.®® ont démontré que le chitosan est un puissant agent séquestrant
des sels biliaires. Il bloque les sels biliaires, principalement par phénomene
d’interaction ionique, et influence ainsi 1’absorption des lipides au niveau du

tractus gastro-intestinal.

6.3.8 En médecine vétérinaire :

L’efficacité du chitosan dans le traitement des plaies et des affections qui
touchent les sabots des ruminants a été évaluée a l’aide d’une étude
comparative entre une solution & 1% de chitosan administrée par nébulisation
et la méme solution combinée A ’azulane A 10%. Les expérimentateurs ont
signalé un effet positif du chitosan sur la granulation, sur la cicatrisation
rapide et sur la création de I’épiderme chez les agneaux et les moutons
d’expérimentation, sans que ces traitements soient plus efficaces que les

traitements classiques.




7. Formes physiques du chitosan et/ou des dérivés du chitosan :
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Le tableau I résume les différentes formes pharmaceutiques du chitosan ou de

I’un de ses dérivés, développées pour applications diverses’".

Forme physique

Applications

Solution

Agent bactériostatique.
Agent hémostatique.
Cosmétique.

Gel

Véhicule dans les systemes de libération
contrOlée des médicaments.

Poudre

Poudre de lubrification de I'intérieur des gants
de chirurgie.

Immobilisation enzymatique

Traitement des plaiesg7.

Film/membrane

Membrane de dialyse.
Lentilles de contact.
Pansement des plaies.

Eponge

Agents hémostatiques muqueux.
Pansement des plaies.

Micelles

Matériaux hypocholesterolémiants.
Agents anti-gastrites

Agents anti-bilirubinémie

Agents anti-coagulants

Microparticules pH-sensibles,
Nanoparticules, Liposomes62

Véhicule dans les systtmes de libération des
médicaments

Tableau I : Formes physiques correspondant aux différentes applications
du chitosan ou de I’'un de ses dérivés.
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V.  OBJECTIFS DE L’ETUDE

Le chitosan est impliqué directement et indirectement dans le traitement des
plaies cutanées. Il agit positivement sur la cicatrisation grice a ses propri€tés
cicatrisantes, et I’améliore en inhibant la prolifération microbienne au niveau de la
plaie. Certains de ses dérivés ont été étudiés pour ces mémes propriétés et permettent,
grice aux modifications qu’engendre la dérivatisation, d’accentuer les activités

cicatrisante et anti-microbienne.

Le rdle que joue le chitosan dans la cicatrisation des plaies pourrait étre influencé par
le degré d’acétylation du chitosan, par le groupement substitutif qui vient se greffer
sur la chaine polymérique, par le degré de substitution pour le méme dérivé du

chitosan ainsi que par la forme galénique sous laquelle il est présenté.

Le chitosan utilisé dans le traitement des plaies existe sous plusieurs formes
galéniques : éponge, film ou membrane. Cependant, une forme galénique
particuli¢rement intéressante en tant que pansement des plaies a été développée a
partir de la chitine. Les fines fibres de chitine dispersées a partir d’une solution
contenant la poudre blanche purifiée par décalcification et déprotéinisation des
carapaces des crustacés ont été dispersées dans l’eau & ’aide d’un matériau
d’enchevétrement. La couche obtenue apres élimination de I’eau a été comprimée et
séchée®®. Des « fibrides » de chitosan ont été obtenues en faisant subir 2 une solution
acide de chitosan, une force de cisaillement dans un bain coagulant ou anti-solvant
capable de maintenir un haut degré d’orientation moléculaire. La taille des
« fibrides » dépend des conditions de cisaillement lors de la coagulation, et il est
possible de procéder a partir de ces fibrides a la préparation de feuillets de chitosan

d’apres les procédures de fabrication du papier adoptéessg.
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A partir de toutes les données qui ont été évoquées dans la littérature et de
celles mentionnées ci-dessus, il est proposé dans cette étude de développer une forme
galénique 2 application topique a partir des dérivés alkylés du chitosan. Pour y
parvenir, il nous faut passer par plusieurs étapes dont la premicre est la synthese des
dérivés a partir du chitosan de poids moléculaire égal a 70 000 et a 15% de degré
d’acétylation. En continuité avec d’autres études effectuées au sein de nos
laboratoires, les dérivés qui feront ’objet de I’étude sont les dérivés acétique,

butyrique et caproique. Ensuite, il nous faudra choisir le degré de substitution du

chitosan dans le but d’étudier son effet sur la cicatrisation des plaies.

Une étape de formulation galénique fera suite a 1’étape de synthése chimique. Elle
consistera a préparer des fibres de chacun de ces dérivés en modifiant certains
procédés. Les fibres ainsi préparées permettront de développer des pellicules de N-

acétyl, N-butyryl ou N-caproyl chitosan.

Une dernigre étape sera d’évaluer in vitro 1’activité anti-microbienne de ces dérivés
afin de prédire leur effet anti-bactérien qui empécherait I’infection des plaies et

favoriserait la cicatrisation cutanée.




PARTIE EXPERIMENTALE
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1. MATERIEL

1. Réactifs utilisés :

Tous les produits cités dans cette partie ont une qualité « réactif », sauf indication
contraire :
- Chitosan 70 000 daltons a 15% degré d’acétylation (Fluka Biochemika,
lot 334707/1 794) ;
- Acide acétique glacial (Sigma, lot 69H3424) ;
- Meéthanol (Aldrich, lot 01833BI) ;
- Anhydride acétique (Aldrich, lot 07722CI) ;
- Anhydride butyrique (Aldrich, lot 04315BQ) ;
- Anhydride caproique (Aldrich, lot 09320MS) ;
- Diéthylamine (Sigma, Lot 39H1112) ;
- Alcool isopropylique (Sigma, lot 10K3663) ;
- Ether éthylique (Aldrich, lot PU11365JU) ;
- Glycérol (Laboratoires Denis Giroux, Lot 2583) ;
- Acide-d1 acétique-d3 (Aldrich, lot 10807EZ) ;
- Oxyde de deutérium (MSD isotopes, lot 2498-N) ;
- Milieu de culture liquide Miieller Hinton (Difco) ;
- Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ;
- Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ;
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2. Appareillage :

Spectrométre a résonance magnétique nucléaire du proton (RMN 'H) du
type Bruker AMX-300 (300 MHz) ;

Agitateur mécanique en hélice type Cafcano ;

Centrifugeuse (IEC Centra-7) ;

Presse hydraulique du type Carver ;

Spectrophotometre UV-visible ;

Microscope optique type Leica, relié a une caméra couleur Pulnix
(TMC-312) ;

NanoScope IIT Dimension 3100 AFM (Digital Instruments, Santa Barbara,
CA, USA);

Compresses de gaze ;

Tamis 200 « mesh » ;

Filtre sous vide Biichner ;

Papier filtre Whatman # 1 ;

Tissu en polyester ;

Boite de Pétri ;

Gélose TSA (Difco) ;

Filtre Millipore a 0.45 um.




55

II. METHODES

1. Purification du chitosan :

Le chitosan tel qu’il est livré par le fournisseur Fluka Biochemika contient 1% de
produits insolubles et une quantité de cendres inférieure a 2%. Le procéd€ utilisé pour
la purification est celui décrit par John Doczi®. 11 consiste 2 mélanger 16 g de
chitosan avec 88 ml d’acide acétique IN. La solution visqueuse obtenue est diluée
avec 500 ml d’eau, chauffée a une température située entre 50 et 55°C pendant
20 minutes et filtrée & travers une gaze afin d’éliminer toutes les particules solides
insolubles. Le volume de la solution filtrée est ajusté a 640 ml avec de I’eau distillée.

Un volume de 560 ml d’une solution aqueuse de salicylate de sodium a 10% est
ajouté 2 la solution précédente de chitosan. Le mélange des deux solutions est chauffé
a 50°C et agité a I’aide d’un agitateur mécanique a hélice jusqu’a obtention d’une
solution claire, puis placé dans une chambre froide & 4°C toute la nuit sous agitation
continue. Le précipité formé est séparé par centrifugation (Q2=6000, t=30 min,
T=5°C), puis dissous dans un minimum d’eau. La solution obtenue est filtrée a
travers une gaze, son pH est ajusté entre 8 et 9 & I’aide d’une solution méthanolique
de diéthylamine 2N. Au voisinage de ces valeurs de pH, le chitosan précipite et il est
récupéré par filtration sous vide en utilisant un papier filtre Whatman.

Le précipité est lavé trois fois avec du méthanol chaud jusqu’a disparition
complete de toute trace de salicylate de sodium (Test d’identification du salicylate,
USP XXII), puis lavé 2 fois avec I’éther éthylique anhydre et séché a 70°C sous vide.

Les résultats expérimentaux ont montré que la purification du chitosan selon le
procédé de Doczi® engendre une perte importante de la substance mere, soit environ
de 50%, ce qui affecte le rendement final en chitosan purifi€. La purification
n’élimine pas la totalité des impuretés insolubles contenues dans le chitosan

commercial et crée des impuretés dues au matériel utilis€.




56

Ces observations ont rendu possible I'utilisation du chitosan tel qu’il est fourni
par le fabricant, sans avoir a le purifier. Toutefois, une filtration de la solution
acétique diluée des dérivés du chitosan a travers une gaze, effectuée avant de

procéder a la formation des fibres, permet d’éliminer les impuretés insolubles.

2. Syntheése des dérivés alkylés du chitosan :

La synthése des dérivés alkylés se fait selon la procédure modifiée de Hirano®.

Elle consiste a solubiliser 5 g de chitosan dans 200 ml d’une solution aqueuse d’acide
acétique a 10% tout en maintenant 1’agitation pendant 12 heures a la température
ambiante. Un volume de 300 ml de méthanol est ajouté a la solution visqueuse de
chitosan. Aprés 15 minutes, un volume donné d’anhydride d’acide aliphatique
appropri€ est ajouté et le tout est agité pendant 12 heures a la température ambiante.
La nature et le volume nécessaires sont établis selon le type de dérivé a produire et le

degré de substitution désiré®.

La réaction générale de synthese est la suivante :

OH OH
A 1. CH;COOH/NH, § o
HO o~ > | HO o~

NHz 3. R-CO-O-CO-R
n n
Chitosan N-alkyl chitosan
Avec R= CH;-  pour le dérivé acétique

CH;3(CHy),-  pour le dérivé butyrique
CH; (CHy);-  pour le dérivé caproique
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2.1 Détermination du degré de substitution (d.d.s.):

Le degré de substitution dépend du nombre de millilitres d’anhydride d’acide
utilisé dans la réaction de synthése. Le tableau II résume les volumes nécessaires
a ajouter au milieu réactionnel constitué de 5 g de chitosan solubilisé€s dans 200

ml d’acide acétique a 10%, auxquels on ajoute 300 ml d’alcool méthyliqueél.

Volume nécessaire d’anhydride (ml)
Degré de Anhydride Anhydride Anhydride
substitution (%) acétique butyrique caproique
20 0.5 0.85 1.2
50 1.23 2.2 3
80 2 3.4 4.8
100 >2.5 >4.3 >6

Tableau II: Volume d’anhydride correspondant au degré de substitution.

Le choix de synthétiser des dérivés a 20% et a 80% de substitution, a €t€ fait
dans le but de comparer un dérivé a faible degré de substitution a un autre dérivé
dont le degré de substitution est élevé, et voir si le passage de I'un a I’autre affecte

I’activité microbiologique des différents dérivés.

2.2 Validation du degré de substitution :

La validation du d.d.s. est faite a 1’aide de la spectroscopie par résonance
magnétique nucléaire du proton (RMN 'H). Les spectres ont été enregistrés sur un
appareil Bruker AMX-300 (300 MHz) a 25°C. Les solvants utilisés sont I’oxyde
de deutérium (D,0) et I’acide acétique deutéré (CD3;COOD). Les déplacements

chimiques sont exprimés en parties par million (ppm).

Le degré de substitution est défini par le rapport des intensités des signaux des
groupements méthyle de la chaine & substituer et méthylene de I’unité

glucosaminegl.
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Exemple de validation du d.d.s. du dérivé N-butyryl chitosan :

La validation du degré de substitution a été largement développée dans d’autres
études effectuées au sein de nos laboratoires’’ . Dans ce travail, un exemple de la
validation du degré de substitution a ét€ mené a 1’aide du N-butyryl chitosan. Le
dérivé butyrique 2 100% de substitution est préparé en faisant réagir un volume
supérieur a 4.3 ml d’anhydride butyrique avec 5 g de chitosan. A partir du spectre

RMN du proton ('H), on détermine le rapport suivant :

Intensité du pic CH; (6=0.90)

Ri=
"™ " Intensité du pic CH, (5=2.27)

Il en est de méme pour le dérivé butyrique partiellement substitu€, on trouve Ry.

Le degré de substitution sera calculé de la fagon suivante :

d.d.s. = ~l§2—x100.
Ry

3. Obtention des fibres :

La solution & 1% de dérivé du chitosan, qui résulte du milieu réactionnel

précédent, est diluée au 1/7° puis dispersée dans une solution méthanolique de
diéthylamine 2N. La solution alcaline utilisée permet de déprotoner les groupements
amines non substitués et protonés sous ’effet de la dissolution du chitosan dans
lacide acétique. Ceci permet de précipiter les fibres. Les fibres microscopiques
obtenues sont récupérées par filtration sous vide, lavées et déshydratées a 'aide de
I’alcool isopropylique.

Les fibres humectées contenant une quantité résiduelle d’alcool isopropylique,

sont conservées dans un flacon fermé a I’abri de ’air et de la lumiere (Figure 8).

Une autre approche de formation des fibres consiste a effectuer un dernier lavage

des fibres a I’aide de 1’éther éthylique, un autre agent déshydratant.
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Dérivé en solution
diluée au 1/7°

) Solution 1) Filtration
méthanolique de 2) Lavage 2 I’alcool isopropylique
diéthylamine 2N 3) +/- Lavage 2 I’éther éthylique

Figure 8 : Obtention des fibres.

3.1 Evaluation des fibres :

L’aspect des fibres du dérivés butyrique du chitosan a 20% de substitution a
été évalué a I'aide d’un microscope optique a fluorescence type Zeiss. Des
photos digitales des fibres observées a la lumiere blanche au grossissement 60
ont été captées a I’aide d’une caméra couleur.

Les échantillons de fibres ont été placés entre lame et lamelle. Ils ont €té

observés a I’état mouillé a I’aide du solvant de lavage et a 1’état sec.

Formation des pellicules :

4.1 Détermination de la quantité de fibres a utiliser :

Les pellicules ont été préparées a partir des fibres mouillées résultant du
lavage a I’aide de I’alcool isopropylique ou de I’éther éthylique, et de la filtration.

Afin de pouvoir reproduire la quantité de fibres nécessaire pour préparer une
pellicule, il est indispensable de déterminer le poids de fibres mouillées
correspondant au poids de fibres séches nécessaires a la préparation d’une
pellicule. Pour cela, un échantillon de fibres mouillées est séché afin de
déterminer le poids sec correspondant. Le poids de fibres a prélever pour la

formation des pellicules sera déduit de la formule suivante :
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Mui x Ms2 =Mpu2x Mg1,

ol, My, Poids de I’échantillon de fibres mouillées prélevé.
Mg »: Poids de fibres séches recommandé pour préparer une pellicule.
Mp»: Poids de fibres mouillées correspondant au poids de fibres séches
nécessaires a la préparation d’une pellicule.

Ms 1: Poids sec correspondant a 1’échantillon prélevé.

4.2 Préparation proprement dite de la pellicule :

La quantité de fibres mouillées correspondant a 0.15 g, nécessaire pour
préparer une pellicule de 5 cm de longueur et de 4 cm de largeur, est dispersée
dans I’alcool isopropylique sous agitation continue. Une fois homogénéisé, le
mélange est versé sur un tamis de 200 « mesh ». Ainsi, une majeure partie de
I’alcool isopropylique est éliminée et les fibres du chitosan substitu€ sédimentent
au fond du tamis.

Le tamis est ensuite égoutté, et le gateau de fibres est transféré dans un tissu en
polyester et essoré par compression entre deux plaques métalliques lisses d’une
presse hydraulique du type Carver, a la pression de 2.3 tonnes métriques.

La pellicule obtenue est détachée du tissu en polyester et comprimée une
deuxieéme fois de 1a méme fagon, puis séchée a I’air libre (Figure 9).

Lorsque le dernier lavage s’effectue a ’aide de I’éther éthylique, toutes les
étapes précitées doivent étre effectuées le plus rapidement possible afin d’éviter le

desséchement des fibres.
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Figure 9 : Formation des pellicules.

4.3 Effet de la nature du dérivé de chitosan et du degré de substitution sur la
densité des pellicules :

L’effet de la nature du dérivé employé et du degré de substitution sur la masse
utilisée, a été étudié. La méthode consiste a préparer des pellicules de chacun des
dérivés a 20% et a 80% de d.d.s., de 20 cm” de surface et de 200 pm d’épaisseur
(v= 400 mm3). La masse est expérimentalement déterminée en pesant les
pellicules a I’aide d’une balance électronique (E=0.1 mg). La déduction de la
densité de chacune des pellicules est alors possible en divisant la masse exprimée

. » 3
en grammes par le volume exprimé en cm’.

4.4 Evaluation des pellicules :
Les pellicules ont été évaluées a 1’aide de la microscopie optique et de la

microscopie a force atomique (AFM).

4.4.1 La microscopie optique :

Les échantillons ont été observés a ’aide d’un microscope optique type
Leica. Ils ont été fixés sur une lame en verre et observés au grossissement 5
puis 20, en utilisant la lumiere blanche. Un systeme d’imagerie digitale relié
au microscope a pour but de capter des photos digitales a ’aide d’une caméra

couleur, de les analyser et de visualiser la microstructure des pellicules.
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4.4.2 La microscopie a force atomique :

La microscopie a force atomique (AFM) est une forme de la microscopie
a balayage de sonde (Scanner Prob Microscopy, SPM). Elle fait partie de la
famille des microscopes ot une sonde balaie la surface du matériel a explorer,
permettant la détection des interactions intermoléculaires au sein de
I’échantillon a évaluer. 11 existe trois modes de détection de ces interactions :
le mode par contact (contact mode), par absence de contact (non-contact
mode) et le mode par tapotement (tapping mode ).
Le mode par tapotement est le mode AFM employé dans I’évaluation des
pellicules. Une aiguille ou « pointe » se déplace a la surface de I’échantillon a
analyser en effectuant des oscillations. Elle touche légerement la surface de
’échantillon tout en exergant une faible force de chargement. La déflexion de
la pointe fait état des forces d’interaction établies entre les atomes de la pointe
et ceux de I’échantillon.. Un faisceau de laser se réfléchit sur la matrice
portant la pointe selon une direction angulaire qui change lorsque la pointe
subit la déflexion. Le faisceau réfléchi est capté et converti en signaux
électriques a I’aide de photo-détecteurs sensibles aux positions de la pointe.
Cette conversion sert dans certains cas a produire des images moléculaires. Un
levier optique amplifie le signal de déflexion jusqu’a 1000 fois afin de pouvoir
détecter des déflexions inférieures 2 1nm®>,

L’amplitude et la fréquence des oscillations de la pointe doivent é&tre

maintenues constantes tout au long du processus de prise d’images.

Les échantillons analysés par microscopie a force atomique ont été
fixés sur une lame en verre. Des images topographiques et de phases ont €té
observées : les images topographiques permettent d’analyser 1’état de surface
de 1’échantillon examiné tandis que les images de phase sont des
représentations physiques des différences de consistance et de composition

chimique au sein de la mé&me pellicule.
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5. Etude in vitro de activité microbiologique-Détermination de la Concentration
Minimale Inhibitrice (CMI) :

L’étude in vitro de I’activité microbiologique vise & prédire I’effet inhibiteur de

chacun des dérivés acétique, butyrique et caproique a 20% et a 80% de d.d.s.,
vis-a-vis de Staphylococcus aureus et de Pseudomonas aeruginosa.

Cet effet inhibiteur aurait un rdle in vivo dans la prévention de I’infection des
plaies. Il est déterminé a l’aide de la CMI définie comme étant la plus petite

concentration du produit capable de suspendre toute croissance de germe”>.

5.1 Le milieu de culture :

Le milieu de culture recommandé par le National Comittee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) pour les bactéries aérobies est le milieu Miieller-
Hinton (MH) liquide a base d’hydrolysat acide de caséine (17.5 g/l), d’extrait de
beeuf (3 g/1) et d’amidon (1.5 g/1). Le milieu de culture MH liquide est tamponné.
A 25°C, son pH est situé entre 7.2 et 7.4 %

5.2 L’inoculum :
L’inoculum provient des souches de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et
de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Ces deux especes bactériennes sont

18, 29, complication redoutable des plaies en

impliquées dans ’infection des plaies
cours de cicatrisation.
La charge bactérienne de départ fut standardisée a 2.10° bactéries/ml, située

dans Dintervalle 10°-10° bactéries/ml de détermination de la CML

5.3 Les échantillons :

La détermination de I’effet anti-bactérien des dérivés acétique, butyrique et
caproique, a 20% et a 80% de d.d.s., se fait a I’aide d’une solution de chacun des
dérivés dans D’acide acétique stérile a 0.03125% dont le pH est 3.54. La
concentration de chacun des dérivés réduits en fibres dans la solution acétique est

de 3.2 mg/ml. Cette concentration massique correspond a différentes
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concentrations molaires qui dépendent de la nature des dérivés et du degré de
substitution.

La solution d’acide acétique utilisée doit dissoudre les différents dérivés a
étudier, sans interférer avec les résultats de 1’étude de la CMI. C’est la raison pour

laquelle, il a été nécessaire de déterminer la CMI de I’acide acétique.

5.4 Détermination proprement dite de la CMI :

En se basant sur I’action immobilisatrice cellulaire du chitosan, on peut
considérer que le chitosan et ses dérivés sont capables d’immobiliser les cellules
microbiennes et d’inhiber leur prolifération66' 67. %8 11 s’agit dans notre cas de
déterminer le pouvoir bactériostatique des différents dérivés a 20% et a 80% de
d.d.s., en déterminant leur CMI vis-a-vis de Staphylococcus aureus et de

Pseudomonas aeruginosa.

5.4.1 Détermination de la charge bactérienne de départ par comptage des
unités formant des colonies (figure 10) :

Une des techniques permettant de déterminer le nombre de micro-
organismes vivants dans une suspension consiste a faire des dilutions
décimales d’un volume connu d’une suspension bactérienne, de fagon a ce
qu’un volume connu d’une des dilutions, inoculé sur un milieu solide, donne
des colonies suffisamment isolées pour qu’on puisse les compter et déduire
ainsi la concentration bactérienne de la suspension initiale.

Le nombre d’unités formant des colonies par ml ou CFU/ml, est égal au
nombre de colonies apparues sur la boite de Pétri divisé par le produit du

volume et de la dilution inoculés.
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Figure 10 : Comptage des unités formant des colonies.

Nombre de colonies
Dilution inoculée x Volume inoculé

Nombre de CFU/ml =

5.4.2 Relation entre la charge bactérienne et I’absorbance de la suspension :

La turbidité d’une suspension de particules diluée est proportionnelle a
sa concentration. Elle peut étre déterminée a 1’aide d’un spectrophotométre
dans le visible dont le r6le est de comparer la quantité de lumiére qui traverse
la suspension trouble & la quantité de lumiere qui traverse la suspension
controle limpide. Un photometre convertit la lumi¢re détectée et la transforme
en impulsions électriques qui peuvent étre quantifiées™.

Dans cette étude, la suspension correspond au milieu de culture MH liquide
ol les bactéries ont poussé et la suspension standard correspond au milieu de
culture MH stérile.

Un probléme relié & Iutilisation du spectrophotométre est sa capacité de
mesurer uniquement le faisceau lumineux primaire qui passe a travers un
échantillon et qui atteint la cellule photonique sans subir de déviation. Un
autre probléme d’utilisation du spectrophotométre est la variation de
I’absorbance en fonction de la taille et de la forme des cellules microbiennes,

ceci pour un age donné de la culture.
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Une courbe de calibration reliant I’absorbance a la charge bactérienne est
capable de résoudre ces deux problemes. Pour cela, une série de dilutions est
faite a partir d’une suspension préalablement agitée de Staphylococcus aureus
et de Pseudomonas aeruginosa respectivement.

La lecture de I’absorbance se fait au spectrophotometre dans le visible

(650 nm) et le plus rapidement possible tout en plagant la suspension
concentrée alternativement dans un bain de glace afin que la croissance
bactérienne n’affecte pas les mesures nécessaires™.

La figure 11 montre un exemple de calibration reliant la concentration
microbienne en ug/ml, déterminée relativement au poids sec des bactéries, a
I’absorbance mesurée par spectrophotométrie.

Théoriquement, cette relation se traduit par 1’équation d’une droite qui passe
par ’origine :

A=K xC,

ou, A : Absorbance lue au spectrophotomeétre ;
K : Pente de la droite théorique ;

C : Concentration bactérienne exprimée en ug/ml.

La figure 11 montre que la courbe expérimentale dévie légérement de la

linéarité”.
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Figure 11 : Courbes théorique et expérimentale de I’absorbance
(2 420 nm) en fonction de la concentration bactérienne®®.

Dans la présente étude, la détermination de la charge bactérienne du
départ est effectuée par analogie 2 la méthode mentionnée ci-dessus ; il s’agit

de trouver une relation entre 1’absorbance et la charge bactérienne de départ.
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5.4.3 Mode opératoire :

La détermination de la CMI a été effectuée selon les normes fixées par le
NCCLS. Les microorganismes sont inoculés dans une série de tubes contenant
une gamme de concentration de chitosan qui décroit selon une fonction
logarithmique a base 2 jusqu’a la plus faible concentration a tester. La plus
faible concentration capable d’inhiber toute croissance visible de
microorganismes correspond a la cMmr’.

Pratiquement, 1 ml de la suspension bactérienne obtenue apres 24 heures
d’incubation, dont la charge est ajustée a 4.10° CFU/ml, est ensemencé dans 1
ml du milieu de solution acétique & 0.03125% de chacun des dérivés a
3.2 mg/ml, dont la concentration décroit selon un logarithme a base 2 par
dilution 2 I’aide du milieu de culture MH liquide. Les tubes sont laissés en
incubation durant 16-18 heures a 35°C puis retirés de ’étuve. La lecture se

fait & I’ceil nu : la CMI correspond 2 la plus faible concentration en soluté qui

empéche 1’apparition de la turbidité.

20 N

1ml de OJON®

I’échantillon I I I
de fibres ~ kY +1lmldela
1ml MH ' ' ' suspension

bactérienne
12 V4 18 116 1/32

Figure 12 : Exemple de détermination de la CML.

Dans I’exemple de la figure 12,

CMI= 1/4 x Cy, ol Cy : Concentration initiale de 1’échantillon étudié.




69

Facteurs qui affectent les résultats de ’activité anti-microbienne :

- Facteurs liés au solvant :

L’utilisation d’un solvant différent de 1’eau pourrait influencer I’activité
anti-microbienne, soit par une toxicité inhérente au solvant, soit par son effet
sur I’activité thermodynamique de I’agent anti-microbien®®.

En effet, I’acide acétique glacial est un agent bactéricide qui entraine une
baisse du pH du milieu jusqu’a une valeur critique qui empéche la survie des
micro-organismes. Le pH du milieu affecte la dissociation des groupements
fonctionnels au niveau des molécules protéiques et I’activité enzymatique est
optimale au pH correspondant a un degré de dissociation particuliergg.

L’intérét réside donc dans la détermination de la CMI de ’acide acétique
afin de dissoudre les dérivés du chitosan dans une solution aqueuse d’acide
acétique a une concentration inférieure a la CMI. Ce fait évite I’interférence
de I’acide acétique avec les résultats.

La détermination de la CMI de I’acide acétique a été faite selon le méme
protocole de détermination de la CMI des dérivés du chitosan. A partir d’une
solution d’acide acétique a 1%, on a effectué une série de dilutions
géométriques. La CMI correspond a la plus faible concentration en acide

acétique qui empéche I’apparition de la turbidité.

- Facteurs liés aux dérivés :

Les dérivés acétique, butyrique et caproique en solution acétique
pourraient précipiter. Ceci dépendrait de leur solubilité dans I’acide acétique a
0,03125% (pH3.54), de leur concentration dans cette solution et de
I’incubation de ces solutions dans le milieu de culture MH liquide. L’effet
des facteurs liés au solvant a été étudié en préparant pour chacun des dérivés,
une gamme de tubes blancs ol le dérivé en question est incubé a 35°C
pendant 18 heures, en présence d’un volume égal du milieu de culture MH

liquide.
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- Stérilisation des solutions :

La préparation des fibres de chacun des dérivés acétique, butyrique et
caproique se fait dans des conditions ordinaires sans atmosphere de travail
stérile. 1l faut donc penser a stériliser les produits dont on veut tester I’activité
microbiologique, afin de ne pas voir émerger des bactéries indésirables qui
pourraient biaiser les résultats de 1’étude.

La stérilisation des solutions acétiques de chacun des dérivés a €t€ faite
par filtration stérilisante. Selon le USP XXII, la filtration dans des buts de
stérilisation se fait & travers des membranes de porosité inférieure ou égale a
0.22 pum. L’utilisation d’un tel filtre dans la présente étude est impossible a
cause de la viscosité élevée, qui empéche le passage des échantillons a travers
des pores de 0.22 pm de diametre.

La filtration a été réalisée a I’aide d’un filtre de porosité égale a 0.45 um a
cause de la viscosité des solutions dont on veut déterminer I'effet anti-
microbien.

Le procédé de synthése des différents dérivés, une incubation de 100 mg
d’échantillons de fibres dans le milieu de culture MH liquide a 35°C pendant
24 heures, le mode de préparation des échantillons ayant servi a I’étude
microbiologique et la préparation d’une gamme de tubes blancs correspondant
aux différentes concentrations des dérivés dans la solution acétique sont
analysés. Cette analyse a pour but de voir si I’utilisation des filtres de 45 pm
de porosité permet de contourner le probléme primordial de la viscosité tout

en satisfaisant aux besoins de 1’étude.
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III. RESULTATS ET DISCUSSION

1. Exemple de validation du degré de substitution :

La validation du degré de substitution par spectroscopie RMN ('H) a été
développée dans d’autres études effectuées au sein de nos laboratoires. Notre travail
sert a confirmer la validité de cette méthode a I’aide de 1’exemple du dérivé N-butyryl

chitosan a 50% de substitution (annexe).

R; (2 100% de substitution)=2.35/1 = R;=2.35;
R, (2 50% de substitution)= 0.1/0.08 = R,=1.25;
d.d.s.= (1.25/2.35)x 100

= d.d.s.=53.19% .

2. Obtention de fibres :

La visualisation de la structure fibreuse est rendue possible grce au

microscope optique au grossissement 60. Les figures 13, 14, 15 et 16 représentent les
différents aspects des fibres de N-butyryl chitosan & 20% de degré de substitution.
Ces fibres sont préparées conformément aux deux procédés de lavage. Les
échantillons sont placés entre lame et lamelle et les photos sont prises a I’état humide
et a I’état sec.

La comparaison des figures 13 et 14 permet de constater que le lavage des
fibres & 1’alcool isopropylique (Fibres A) provoque une perte de I’aspect fibreux
obtenu lors de la préparation des fibres et donne lieu a un gel. Cette structure est
totalement différente de celle observée aprés séchage, ot le gel coll€ a la surface de la
lame et de la lamelle se rétracte aprés évaporation de 1’alcool isopropylique. Une telle
situation pourrait étre expliquée par la solvatation des molécules de N-butyryl

chitosan provoquée par 1’alcool isopropylique.
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La solvatation provoque une rupture du réseau cristallin du polymére. Des liaisons du
type van der Waals, ponts hydrogéne ou encore un transfert de charges s’établissent

par la suite entre les molécules du solvant et celles du soluté'®.

Les figures 15 et 16 correspondant aux fibres de N-butyryl chitosan a 20% de
substitution lavés a 1’éther éthylique (Fibres B) sont identiques. Dans ce cas, 1’éther
éthylique s’avére étre un vrai déshydratant des fibres. Il permet de conserver la

structure fibreuse depuis la dispersion jusqu’au séchage.
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Figure 13: Fibres A mouillées.

Figure 14: Fibres A séches.




Figure 15: Fibres B mouillées.

Figure 16: Fibres B séches.
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Dans le but de coaguler les dérivés du chitosan en suspension sous
Ieffet du flux laminaire induit par agitation, 1'utilisation de la solution
méthanolique de diéthylamine 2N repose sur les faits suivants :

- La solution méthanolique de diéthylamine 2N est utilisée durant le
processus de purification du chitosan en tant que milieu faiblement
alcalin capable de coaguler le chitosan par déprotonation des
groupements amines libres™.

- La coagulation du chitosan effectuée en milieu fortement alcalin
d’hydroxyde de sodium a 50% p/p ne permet pas d’obtenir des fibres
prétes a former des pellicules, mais conduit a la formation de fibres
macroscopiques ou « fibrides » qui doivent étre broyées afin de servir
a la préparation des pelliculesg9. La coagulation du chitosan a I’aide de
la solution méthanolique 2N permet d’éviter le broyage avant la
compression parce qu’elle est capable de donner des fibres de petites

tailles prétes a la compression.

3. Formation des pellicules :

3.1 Effet de la nature du dérivé de chitosan et du degré de substitution sur la
densité des pellicules :

La quantité nécessaire pour préparer une pellicule a base d’un dérivé du
chitosan dépend, pour un volume donné de la pellicule, de la nature du dérivé
utilisé et de son degré de substitution. Le tableau III montre la masse (M) et la
densité (d) correspondant a chacune des pellicules de dérivés acétiques,
butyriques et caproiques a 20% et a 80% de d.d.s.. Un exemple du N-butyryl
chitosan a 50 % de degré de substitution a été aussi étudié. Le volume de ces

pellicules est de 400 mm’.
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Degré de 20% 50% 80%
substitution
M@mg)| d |[M@mg)| d [M@mg | d

N-acétyl 397 0.99 - - 281 0.71
chitosan

N-butyryl 369 0.92 304 0.76 269 0.67
chitosan

N-caproyl 424 1.06 - - 300 0.75
chitosan

Tableau I1I : Effet du degré de substitution sur la densité des pellicules.

Le tableau III permet de conclure que la densité diminue lorsque le degré de
substitution augmente, et la masse nécessaire pour préparer des pellicules d’épaisseur

identique devrait par conséquent diminuer.

3.2 Evaluation des pellicules :

Les photos des pellicules agrandies cing fois de N-butyryl chitosan a 20% de
substitution ont été observées a ’aide du microscope optique type Leica. Les
figures 18 et 19 correspondant aux pellicules obtenues apres dispersion des fibres
dans I’alcool isopropylique (Pellicule A) et dans I’éther éthylique (Pellicule B)
respectivement permettent de constater que I’arrangement des fibres dans le cas
des pellicules A et B se fait selon des directions prédéterminées par les fils du
tissu en polyester employé lors de 1’essorage par compression (Figure 17). Cet
arrangement est d{l & la pression qui oblige les fibres & subir I’empreinte du tissu.
En comparant la figure 17 aux figures 18 et 19, on constate que 1’impact de cette
pression sur la microstructure de la pellicule A est supérieur a son impact sur la

pellicule B.
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Figure 19: Pellicule B

L’observation des photos agrandies vingt fois du tissu (Figure 20) et des
échantillons de fibres A (Figure 21) et de fibres B (Figure 22), montrent que les
fibres A sont quasi-parfaitement alignées, rappelant la microstructure
filamenteuse du tissu employé lors de la compression (Figure 20). La
reproduction de la surface du tissu est d’une part due a la solvatation qui renforce
I’adhésion entre les molécules par établissement de liaisons de faible énergie, et
d’autre part 2 la fusion des fibres provoquée par la compression lors de I’essorage.
Les fibres B (Figure 22) montrent une microstructure différente qui garde
difficilement I'empreinte du tissu. Ceci prouve que les fibres n’ont pas été

solvatées et qu’elles ont conservé leur structure fibreuse individuelle.
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Figure 20: Photo agrandie du tissu en polyester.
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Figure 21: Photo agrandie de la pellicule A.
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Figure 22: Photo agrandie de la pellicule B.

Des photos (Figures 25, 26, 27 et 28) de microscopie a force atomique (AFM)
prises a l’aide d’un nanoscope a image tridimentionnelle 3100 refletent 1’aspect
topographique et 1’état de phase d’une petite superficie (100 pm?) de pellicule de
N-butyryl chitosan a 20% de substitution.

La performance de ’AFM favorise une détection treés sensible des forces
moléculaires telles que les liaisons hydrogene, les forces du type van der Waals et les

forces électrostatiquesgz.

La topographie de surface du tissu en polyester (Figure 23) montre une surface
parfaitement lisse qui explique en partie celle de la pellicule A (Figure 25).
La topographie de surface de la pellicule A indique une ultrastructure faiblement
rugueuse et presque lisse, parcourue par des bandes claires et alignées. Ceci est dii a la

perte de la structure fibreuse, provoquée d’une part par la solvatation des fibres qui



81

conduit & la formation d’un gel, et d’autre part par la fusion des fibres produite lors de
I’essorage par compression.

Contrairement & ce qui précéde, la topographie de surface de la pellicule B (Figure 27)
représente une ultrastructure nettement rugueuse qui correspond a I’enchevétrement des

fibres ; comportement normal des fibres essorées par compression.

Les photos de phase du tissu en polyester (Figure 24) et des deux pellicules
(Figures 26 et 28) traduisent des différences de consistance et de composition chimique
au sein de la méme pellicule. Elles montrent des zones claires traduisant une structure
chimique différente de celle des zones sombres.

Dans le cas du tissu en polyester (Figure 24), la photo de phase est uniforme; un fait qui
s’explique par la nature homogeéne du matériel utilisé dans sa fabrication.

La photo de phase de la pellicule A (Figure 26) montre des régions sombres et d’autres
claires nettement distinctes. Ce phénomeéne pourrait étre di a la gélification des fibres
sous l’effet de I’alcool isopropylique. La gélification permet un réarrangement
moléculaire adéquat des dérivés et produit une différence de consistance au sein de la
méme pellicule. La compression permet une séparation nette entre les différentes
structures moléculaires produites.

Les différences de phase observées dans la pellicule B sont moindres (Figure 28), ce qui
traduit I’absence de réarrangement moléculaire et de séparation entre les différentes

structures. La structure de cette pellicule est par la suite plus homogene.




Figure 24: Phase AFM du tissu en polyester
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Figure 26: Phase AFM de la pellicule A.
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Figure 28: Phase AFM de la pellicule B.
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La fusion des fibres explique pourquoi les pellicules des dérivés acétique,
butyrique et caproique obtenues 2 partir des fibres lavées et dispersées dans 1alcool
isopropylique adhérent au tissu en polyester lors de 1’essorage par compression. Cette
adhésion peut-étre évitée en mouillant le tissu par 1’alcool isopropylique tout le long du
processus de détachement de la pellicule.

La friabilité de ces pellicules pourrait constituer un obstacle a leur utilisation en tant que
pansements des plaies vu qu’elles seraient incapables de se maintenir en place et
d’épouser la surface cutanée. Cependant, elles pourraient servir de pansements des plaies
apres trempage dans une solution saline.

En se basant sur les données de la littérature'”’, et dans le but d’améliorer ces propriétés,
un essai a eu lieu 4 I’aide du glycérol. Cet essai consiste & ajouter le glycérol au milieu
dispersant d’alcool isopropylique dans une proportion de 2:1, et de faire couler le tout
sur le tamis. L’échec de la compression de ce mélange pourrait étre justifi€ par une forte

solvatation des dérivés du chitosan, provoquée par le glycérol.

La déshydratation des fibres a 1’aide de 1’éther éthylique permet I’obtention de
propriétés mécaniques supérieures 2 celles obtenues par dispersion dans I’alcool
isopropylique. Les pellicules des dérivés acétique, butyrique et caproique ainsi préparées
sont dotées d’une meilleure flexibilité et d’une plus grande résistance a la déchirure. En

plus, elles n’adhérent pas au tissu en polyester lors de I’essorage.
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4. Ftude in vitro de I’activité microbiologique-Détermination de la CMI :

4.1 Relation entre la charge bactérienne et I’absorbance :

On a constaté que la courbe expérimentale de 1’absorbance en fonction de la
charge bactérienne de chacun de Staphylococcus aureus et de Pseudomonas
aeruginosa se rapproche d’une droite qui passe par I’origine. Cette courbe a été
réalisée 2 partir d’'un inoculum mis en incubation durant 16 a 18 heures a la

température de 35°C. Le nombre de CFU/ml a été déduit selon des dilutions

effectuées sur cette suspension.

» Pour Staphylococcus aureus :

Absorbance

x 10® CFU/ml

Figure 29 : Courbe de calibration de 1’absorbance en fonction
de la charge bactérienne en Staphylococcus aureus.

- Equation de la droite dans le cas de Staphylococcus aureus :
A = (799xCFU/mlx 10®+124)x 10,
avec R*=0.978
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» Pour Pseudomonas aeruginosa .

0.6
0.5
0.4

0,3 1

Absorbance

0,2 1

0,1 1

x 108 CFU/m1

Figure 30 : Courbe de calibration de 1’absorbance en fonction de la
charge bactérienne en Pseudomonas aeruginosa.

- Equation de la droite dans le cas de Pseudomonas aeruginosa :
A = (968xCFU/mlx10®+22)x 10,
avec R*=0.990.

4.2 Détermination de la CMI de I’acide acétique :

La CMI de I’acide acétique qui empéche la formation de la turbidit€ a été
obtenue & la quatriéme dilution logarithmique de base 2, soit a la concentration de
0.125%. Donc, I’acide acétique utilisé a la plus faible concentration capable de
dissoudre les dérivés a étudier (0.03125%) écarte la possibilité que cette solution

interfere avec le résultat des différentes CML.
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Molarité des solutions acétiques de chacun des dérivés a 20% et a 80% de

substitution :

- Le chitosan 2 15% d’acétylation a été substitué a 20% ou a 80% par chacun
des anhydrides acétique, butyrique et caproique ;
- Masse molaire du chitosan a 15% d’acétylation : 70 000 ;
- A :masse molaire d’'un monomere non acétyl€,
A=189;
- na : nombre de moles du monomere non acétylé ;
- X a: fraction molaire en monomere acétylé ;
- B : poids moléculaire d’un monomeére acétyl€,
B=231;
- ng : nombre de moles du monomere acétylé ;
- Poids moléculaire d’un monomere butyl€ : 259 ;
- Poids moléculaire d’'un monomere caprylé : 273.

N

- X=
A na + ng

- Poids moléculaire du chitosan =na x A + ngx B

A partir de ces deux équations a deux inconnus, on détermine le nombre de
monomeéres par molécule de chitosan, qui n’est autre que le nombre de
monomeres par molécule de chacun des dérivés :

N = 360.

Connaissant le nombre de monomeéres par molécule, le poids moléculaire de
chacun des monomeres, le degré d’acétylation et de substitution du chitosan, on
détermine le nombre de moles par litre (molarit€) de la solution a I’aide de
I’équation suivante :

C (g1 = Molarité (molen x Poids Moléculaire
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Le tableau IV présente le poids moléculaire et le nombre de moles par litre de
chacun des dérivés acétique, butyrique et caproique a 20% et a 80% de d.d.s.. 1l
montre une faible différence entre la molarité des différentes solutions utilisées,

ce qui permet la comparaison entre les différentes CML

N-acétyl chitosan | N-butyryl chitosan | N-caproyl chitosan

Degré de 20% 80% 20% 80% 20% 80%
substitution
Poids 73332 | 82404 | 75348 | 90486 |76500| 95076
moléculaire
M (x 10° mole/l) | 0.043 | 0.038 0.042 0.035 0.041 0.033

Tableau IV : Concentration molaire des solutions a 3.2 mg/ml.

4.3 Détermination proprement dite de la CMI :

La lecture des résultats se fait en examinant les tubes a I'ceil nu. La CMI
correspond 2 la plus petite concentration de soluté capable d’empécher I’apparition
de la turbidité. Les différentes valeurs de CMI pour les trois dérivés a 20% et a 80%

de substitution sont présentées dans les tableaux V, VI et VIL

La turbidité observée dans les tubes servant a la détermination de la CMI dépend
de la croissance bactérienne. Un dérivé a une concentration inférieure a la
concentration minimale inhibitrice n’inhibe pas la croissance bactérienne dans le
milieu de culture MH liquide utilisé. Cette derniére est a I’origine de la turbidité
apparente.

La concentration des dérivés ne joue pas un role dans 1’apparition de la turbidité.
Un polymeére précipite normalement lorsque sa concentration en solution augmente.
Dans le tube ol la concentration en polymere est élevée (3.2 mg/ml), la croissance
bactérienne est inhibée et le milieu correspondant est limpide, ce qui prouve que le
polymere utilis€ a des concentrations inférieures ou égales a 3.2 mg/ml n’est pas en

mesure de provoquer la turbidité.
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La solubilité des dérivés du chitosan dépend du degré de substitution. Le milieu
acide dans lequel ces derniers sont solubles provoque la protonation des
groupements amine primaire. Plus le degré de substitution est grand, plus le
groupement amine est protégé par des groupements non-ionisables. Ainsi, la
solubilité des dérivés devrait diminuer lorsque le degré de substitution augmente.
L’étude de I’effet du degré de substitution sur la solubilité des dérivés a 3.2 mg/ml
dans la solution acétique a 0.03125% permet de déduire son effet sur la turbidité des
milieux de culture servant a la détermination de la CMI. L’observation de telles
solutions & 35°C aprés 18 heures d’incubation montre 1’absence de turbidité, donc de
précipitation. Ces résultats prouvent que les dérivés a 20% et a 80% tels qu’ils sont
utilisés n’affectent pas, par leur solubilité, les résultats de la CML

Les dérivés du chitosan, solubles dans 1’acide acétique a 0.03125% (pH3.54),
sont insolubles en milieu alcalin. L’incorporation de la solution acétique a 0.03125%
de I’un de ces dérivés dans le milieu MH liquide tamponné a pH7.4 n’influence pas
leur solubilité. Ceci est dii au pouvoir tampon du milieu qui maintient la neutralité du
pH et empéche par la suite la précipitation des dérivés.

Le blanc servant a éliminer I’effet des différents dérivés sur 1’apparition de la
turbidité dans les tubes employés dans la détermination de la CMI, vient confirmer
les données mentionnées ci-dessus. Quelle que soit la concentration du dérivé dans le
milieu de culture MH liquide, I’incubation des tubes sans ajout d’inoculum pendant

16-18 heures a 37°C n’aboutit pas a ’apparition de la turbidité.




CMI (mg/ml)
Degré de Staphylococcus Pseudomonas
substitution (%) aureus aeruginosa
20 0.8 0.8
80 1.6 1.6

Tableau V: CMI du N-acétyl chitosan a 20% et a 80%
de substitution

CMI (mg/ml)
Degré de Staphylococcus Pseudomonas
substitution (%) aureus aeruginosa
20 0.8 0.8
80 1.6 1.6

Tableau VI: CMI du N-butyryl chitosan a 20% et a 80%
de substitution

CMI (mg/ml)
Degré de Staphylococcus Pseudomonas
substitution (%) aureus aeruginosa
20 0.8 0.8
80 1.6 1.6

Tableau VII: CMI du N-caproy! chitosan a 20% et a 80%
de substitution
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Au méme degré de substitution, les trois dérivés étudiés semblent avoir la méme
CMI vis-a-vis de Staphylococcus aureus et de Pseudomonas aeruginosa, ceci pour
un méme degré de substitution. En d’autres termes, la CMI de Staphylococcus
aureus et de Pseudomonas aeruginosa est indépendante de la nature du groupement
aliphatique substitutif utilisé.

La CMI passe du simple au double lorsque le degré de substitution passe de 20% a
80%. Autrement dit, le pouvoir inhibiteur d’un dérivé dépend de son degré de
substitution : la CMI augmente lorsque le nombre de groupements substitutifs
augmente. Le pouvoir inhibiteur diminue en conséquence. Ce fait peut étre expliqué
par le blocage des groupements amines primaires a l’aide des groupements
substitutifs. La substitution des groupements amine primaires diminue le pouvoir
polycationique du dérivé utilisé au fur et a mesure que le degré de substitution
augmente. Ceci diminue le pouvoir agglutinant qui contribue a I’activité anti-

microbienne du chitosan et de ses dérivés®® 7.

4.4 Etude de la stérilisation des échantillons :

Dans les études de microbiologie in vitro, la stérilisation débarrasse 1’échantillon
a tester de tous les contaminants microbiens qui peuvent interférer avec les résultats.

Des études effectuées dans le but d’évaluer I’effet de la stérilisation sur les
propriétés physiques du chitosan ont démontré que la chaleur séche ou humide
employées dans la stérilisation est susceptible d’éliminer certains groupements
amines, de provoquer une dépolymérisation partielle et de créer des liaisons
intramoléculaires croisées. La chaleur pourrait &tre a ’origine d’une réduction de la
solubilité dans I’eau a travers un réarrangement significatif des chaines'®.
D’autres études ont pass€ en revue les différents procédés de stérilisation. Elles ont
démontré que la stérilisation par les rayons y provoque une réduction de la résistance
mécanique des films du chitosan solubilisé dans 1’acide acétique a 2%. Ceci serait di
a des changements dans la conformation des segments moléculaires qui résultent du
clivage de la chaine du chitosan. La molécule de chitosan subit une hydrolyse par les

molécules d’eau résultant de la stérilisation par ’oxyde d’éthyléne, véhicule de
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I’humidité. La stérilisation & 1’aide d’une solution de glutaraldéhyde a 2% pendant
trois jours semble étre responsable d’un clivage de structure de la glucosamineloz.

Tous ces effets, combinés 2 la nature visqueuse des échantillons disponibles, font de
la filtration stérilisante le mode de stérilisation le moins nocif et le plus adapté aux

besoins de cette étude.

La stérilisation 2 travers une membrane de 0.45 um de porosité€ est

principalement basée sur les faits suivants :

- La viscosité élevée rend impossible le passage des solutions a tester a travers
une membrane de 0.22 um.

- Les membranes 4 0.45 um de porosité laissent passer uniquement les
bactéries dites « Pseudomonas-like ». Elles retiennent des bactéries dont la
taille est inférieure au diamétre des pores a cause des liaisons van der Waals
qui s’établissent entre la solution a filtrer et la membrane filtrante'®.

- Le risque de contamination des solutions dont on évalue Iefficacité
microbiologique in vitro sont faibles. Les dérivés subissent durant leur
synthése, 'effet de plusieurs agents chimiques parmi lesquels: Pacide
acétique a 10% (concentration>CMI), la solution méthanolique de
diéthylamine 2N et ’alcool isopropylique. Dans les conditions d’utilisation
décrites précédemment, ces produits sont considérés comme agents anti-
bactériens et réduisent énormément les chances d’une éventuelle
contamination microbienne. L’incubation de 100 mg de chacun des dérivés
réduits en fibres dans 3 ml du milieu MH liquide & 35°C durant 18 heures
laisse le milieu de culture parfaitement limpide, €liminant ainsi le doute de la
stérilité des produits du départ.

Les échantillons testés microbiolgiquement ont été préparés dans des
conditions stériles : L’acide acétique glacial (2 99+%, lui-méme stérile)
servant a la préparation de la solution aqueuse a 0.3125% a €t€ dilu€ a I’aide
d’eau distillée stérile. Tout le travail relié a la détermination de la CMI a €té

effectué sous une hotte a flux d’air laminaire. La filtration a travers une
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membrane stérile de 0.45 um de porosité renforce 1’hypothése de stérilité€ des
échantillons, tout en éliminant la possibilit€ d’une contamination a I’aide de
particules solides inertes, survenue entre la préparation des fibres et le

déroulement du test microbiologique.

Afin de confirmer ’hypothése de stérilité des échantillons, une gamme de tubes
blancs, correspondant aux différentes concentrations en dérivés testées sans ajout
d’inoculum, montre 1’absence de croissance microbienne. Ce résultat écarte la
possibilité d’une croissance microbienne, en dehors de la croissance due a

I’inoculum, qui pourrait fausser les résultats de 1’étude.




IV.  CONCLUSIONS

L’influence des solvants sur I’aspect et les propriétés physiques des fibres et des
pellicules a été étudiée dans le but de choisir le mode de préparation des fibres le mieux
adapté a I’élaboration d’une forme topique a base des dérivés alkylés du chitosan. Le
r6le joué par ces dérivés dans I’infection bactérienne retardant la cicatrisation des plaies

cutanées a ét€ examiné.

Les dérivés préparés sont : le N-acétyl chitosan, le N-butyryl chitosan
et le N-caproyl chitosan. La préparation consiste a faire réagir I’anhydride d’acide
correspondant a chacun de dérivés avec le chitosan. Le degré de substitution de chacun
des dérivés a été limité 2 20% et a 80%. 1l a été déterminé en se basant sur les données
qui figurent dans le tableau II de la page 57. Le degré de substitution a été validé par
spectroscopie RMN ("H) d’un échantillon de N-butyryl chitosan & 50%

de substitution.

La formation des fibres est possible en milieu faiblement alcalin par dispersion
d’une solution diluée a I’eau distillée du milieu réactionnel de synthése des dérivés. Le
flux laminaire obtenu par rotation du bain coagulant d’une solution méthanolique de
diéthylamine 2N est capable d’étirer et de précipiter les gouttelettes qui y sont versées.
Le précipité récupéré par filtration est lavé plusieurs fois a I’alcool isopropylique. Un
lavage supplémentaire a 1’éther éthylique a aussi €té fait.

La taille des fibres dépend de la nature des dérivés et des conditions
expérimentales. L’aspect microscopique de leur structure fibreuse dépend du liquide de
lavage. L alcool isopropylique employé permet 1’élimination de tous les solvants et les
réactifs résultant de la synthése et de la formation des fibres. Quand le lavage est limité a
I’alcool isopropylique, les fibres formées se solvatent a cause des liaisons de faible
énergie qui s’établissent entre les molécules des dérivés en question et 1’alcool
isopropylique. Un lavage supplémentaire a I’éther éthylique permet de déshydrater les

fibres et de conserver leur structure fibreuse apte a la compression.
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La formation des pellicules survient apres le lavage des fibres a I’aide de I’un ou
I’autre des solvants. Les fibres sont dispersées dans le solvant ayant servi a leur lavage,
étalées sur un tamis de 200 « mesh » puis essorées par compression a I’aide d’une presse
hydraulique 2 la pression de 2.3 tonnes métriques.

Un exemple de fibres et de pellicules de N-butyryl chitosan a 20% de substitution
a été examiné pour leurs propriétés mécaniques ainsi que pour leur ultrastructure. Cet
exemple a permis de constater que les pellicules lavées et dispersées a I’alcool
isopropylique sont friables et faiblement résistantes a la déchirure. L’ultrastructure
détectée par AFM montre des fibres fusionnées et parfaitement alignées. Le contraste de
phase indique une structure hétérogene de ces pellicules.
De telles observations peuvent étre tout de méme expliquées par le phénomene de
solvatation qui provoque une perte de structure des fibres et le fusionnement des
molécules.
Les pellicules lavées a I’éther éthylique sont nettement plus flexibles et plus résistantes a
la déchirure. L’amélioration de ces propriétés est due a la structure fibreuse conservée
apres lavage et dispersion dans 1’éther éthylique. L’ultrastructure des fibres est marquée
par leur enchevétrement et le contraste de phase est presque inexistant.
L’éther éthylique maintient donc la structure fibreuse des différents dérivés et n’altere

pas leur composition.

Les dérivés acétique, butyrique, et caproique en solution acide ont ét€ testés dans
le but d’évaluer in vitro leur propriétés anti-microbiennes.
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa, pris comme exemple de bactéries
Gram positif et Gram négatif, sont sensibles aux différents dérivés a la concentration de
0.8 mg/ml lorsque la substitution porte sur 20% des groupements amines libres du
carbone en C,, et de 1.6 mg/ml lorsque la substitution porte sur 80% de ces mé€mes
groupements.
L’effet inhibiteur des dérivés du chitosan vis-a-vis des deux bactéries est indépendant de
la nature du dérivé utilisé : il ne dépend que du degré de substitution.
L’effet inhibiteur serait df & leurs propriétés communes : ces différents dérivés alkylés

héritent leurs propriétés d’immobilisation cellulaire de leur molécule de base. Leur effet
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anti-microbien devient plus prononcé lorsque le degré de substitution diminue. La
propriété polycationique des dérivés a 20% de substitution est plus prononcée que celle
des dérivés a 80% de substitution, ce qui renforce 1’interaction entre les dérivés
faiblement substitués et la surface chargée négativement des cellules microbiennes. Le
pouvoir inhibiteur cellulaire est donc plus €levé pour les dérivés a 20% de substitution.
Les dérivés N-acétyl, N-butyryl et N-caproyl chitosan permettront une étude plus
approfondie dans le domaine de la cicatrisation cutanée. Leur présentation sous une
forme topique originale combinée a leur effet anti-microbien sont prometteurs.
Il serait aussi intéressant d’évaluer leur capacité d’affecter mécaniquement la

cicatrisation d’une plaie, a I’aide d’une étude in vivo chez des animaux d’expérience.
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