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Chambre implantable

 Utilisée dans les traitements de chimiothérapie a long terme
pour I'administration de médicaments et éventuellement pour
une alimentation parentérale
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* Composée d’un réservoir de quelques dixiemes de ml fermé
par un septum en silicone et reliée a un cathéter dont
I'extrémité est placée dans la veine cave

Veines "~ Veine
jugulaires sous-claviere

(int. et ext.) \-\
|

'./..‘]
4 )

Septum
Chambre

Verrou

www.helioscopie.fr et wwww.imm.fr



Chambres implantables et
infections nosocomiales

* Utilisation des chambres implantables de plus en plus importante
(env. 400000/an en France) MAIS risques d’infections nosocomiales
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* Nombre d’infections Cl (pour 1000 jours/ cathéter)

Utilisation classique 0,11-0,37

Avec nutrition parentérale 0,33 -3,20

* Principaux microorganismes responsables de la contamination :
Staphylocoques a coagulase négative
Staphylococcus aureus

Entérobactéries (E. coli, K. pneumoniae, enterobacter...)
Candida

Candida
albicans

Staphylococcus
aureus

Dupond C, Guide pratique des chambres a cathéter implantables, 2012, Lebeaux, D., et al., Lancet Infect Dis, 2014. 14(2)
Bouza, et al.,Clinical microbiology and infection, 2004. 10(9)




Etat de l'art

Criteres d’adhérence et formation du biofilm

* Sur une surface libre, organisation des bactéries et levures en

biofilm
O
o o Transport et o
Colonisation vers ~ adhésion o
?‘i ge‘& de nouvelles réversible des -
H surfaces bactéries a la
surface
o 1D/ Formation du Adhésion irréversible des o
%P‘ 4& biofilm et bactéries a la surface, '
H différenciation début de la formation de g
des bactéries la matrice extracellulaire

Développement
de la matrice

extracellulaire H

Seddiki et al., Applied Surface Science, 2014. 308, Desrousseaux et al., Journal of Hospital Infection, 2013. 85(2), Katsikogianni et al.,
European cells & materials, 2004. 8, Crawford et al., Advances in Colloid and Interface Science, 2012. 179, Busscher et al., Plos

| Pathogens, 2012. 8(1)
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Etat de I'art

Différents types de surfaces antimicrobiennes

=
=
>
(%)
)
e
C
RS
)
((°)
o+
(-
(D}
()
“‘Q
p -
(a

* Modifications de surface possible :
* Physique : hydrophobicité, charge de surface, topographie, rugosité
* Chimique : composition chimique, charge de surface

* Différentes études menées :

Whitehead, et al., Colloids Surf B Biointerfaces, 2005; Diaz, et al., Materials Research, 2007; Giordano et al., Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 2011, Ivanova et al., Langmuir, 2010; Harris, et al., ] Mater Sci Mater Med, 2004, Ma et al., Antimicrobial Agents and
| Chemotherapy, 2012; Palumbi, et al., Science, 2001.




Etat de I'art

Différents types de surfaces antimicrobiennes
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* Modifications de surface possible :
* Physique : hydrophobicité, charge de surface, topographie, rugosité
* Chimique : composition chimique, charge de surface

* Différentes études menées :

Surfaces structurées

(Meilleure adhésion des\

bactéries si beaucoup
de points de contact
\ avec la surface )

Whitehead, et al., Colloids Surf B Biointerfaces, 2005; Diaz, et al., Materials Research, 2007; Giordano et al., Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 2011, Ivanova et al., Langmuir, 2010; Harris, et al., ] Mater Sci Mater Med, 2004, Ma et al., Antimicrobial Agents and
| Chemotherapy, 2012; Palumbi, et al., Science, 2001.




Etat de I'art

Différents types de surfaces antimicrobiennes

* Modifications de surface possible :
* Physique : hydrophobicité, charge de surface, topographie, rugosité
* Chimique : composition chimique, charge de surface
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* Différentes études menées :

Surfaces structurées

Adhésion des bactéries

Rugosité 4 N\ .

Résultats 0,9 ——Giordano
eps § 08 Ti

différents 2 07 < o ciordan
selon les % o6 Ti grade 5
4 ; 0,5 Harris Ti
etUdeS 0,4 \ polished

0,3 ¢
\ / 0,15 0,65

Rugosité Ra (um)

Whitehead, et al., Colloids Surf B Biointerfaces, 2005; Diaz, et al., Materials Research, 2007; Giordano et al., Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 2011, Ivanova et al., Langmuir, 2010; Harris, et al., ] Mater Sci Mater Med, 2004, Ma et al., Antimicrobial Agents and

| Chemotherapy, 2012; Palumbi, et al., Science, 2001.




Etat de I'art

Différents types de surfaces antimicrobiennes
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* Modifications de surface possible :
* Physique : hydrophobicité, charge de surface, topographie, rugosité
* Chimique : composition chimique, charge de surface

* Différentes études menées :

Surfaces structurées

Rugosité

(" Forte diminution de )

I'adhésion de S. Aureus
avec une surface
\_  superhydrophobe )

Fonctionnalisation de la
surface

Whitehead, et al., Colloids Surf B Biointerfaces, 2005; Diaz, et al., Materials Research, 2007; Giordano et al., Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 2011, Ivanova et al., Langmuir, 2010; Harris, et al., ] Mater Sci Mater Med, 2004, Ma et al., Antimicrobial Agents and
| Chemotherapy, 2012; Palumbi, et al., Science, 2001.




Etat de I'art

Différents types de surfaces antimicrobiennes
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* Modifications de surface possible :
* Physique : hydrophobicité, charge de surface, topographie, rugosité
* Chimique : composition chimique, charge de surface

* Différentes études menées :

Surfaces structurées s N
Bonne alternative mais

risque de résistance des
souches

Rugosité

J

Fonctionnalisation de la \-
surface

Revétement polymere

bactéricide

Whitehead, et al., Colloids Surf B Biointerfaces, 2005; Diaz, et al., Materials Research, 2007; Giordano et al., Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 2011, Ivanova et al., Langmuir, 2010; Harris, et al., ] Mater Sci Mater Med, 2004, Ma et al., Antimicrobial Agents and
| Chemotherapy, 2012; Palumbi, et al., Science, 2001.
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Description des echantillons

* Préparation d’échantillons modeles a base de TiO,,
* Objectifs :

— Créer des échantillons a rugosité et topographie controlées

* Mise au point des protocoles
* Elaboration de surfaces ultra-lisses
* Elaboration de surfaces micro-structurées

- Modifier la tension de surface des échantillons
* Greffage de molécules rendant les surfaces hydrophobes
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Echantillons ultra-lisses

* Dépot de Ti par pulvérisation cathodique sur des wafers de

silicium

* Optimisation des conditions de dépot pour obtenir une

couche mince de TiO,
* Puissance

Pression de travail

Composition des gaz

Température

Temps de dépot

/ cathode \

ih
cihle / » ioms +
de rsuhstrats anode

C

AT

'

Principe de fonctionnement de la
pulvérisation cathodique

- Obtention d’une couche mince (épaisseur nanométrique) de

rugositeé inférieure au nm
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Echantillons a rugosite controlée

* Attague chimique de substrat de silicium orientés <100> par KOH

Protocole

* Elimination couche SiO, native avec HF
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* Attaque basique du Si : Utilisation d’'une solution de KOH

* Différents parametres a contrbler

*  Température
*  Concentration en KOH
*  Temps d’attaque

Image obtenue par MEB

* Puis dépot de TiO, par pulvérisation cathodique sur ces surfaces
structurées

Sato et al, Sensors and Actuators a-Physical, 1999, Matsuoka et al, J. of Chem Eng of Japan, 1992,
VGosaIvez et al, New Journal of Physics, 2003




Surfaces hydrophobes

* Utilisation de deux molécules synthétisées par Surfactis

0 CF; CFs o CFs F, CFs F, F,
H.O.P E LY T - H,04R N F.o. ¢ _CFo. G .CFO .C.
H EC:I 3F H-JJ\Fro‘.E#EHOFCM?HDH(F:fE“-DfGHEfC 3 HZOSP H (I> (F:z F O 9 gz F o C gz CF3
] 2 2 2 OH CF CF CF
OH CF; CF; 201 ’ P = 202
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* Greffage des molécules surle TiO,
* Activation de la surface par UV-O,
* QGreffage par immersion de I'échantillon dans la solution
- Augmentation tres significative de I'angle de contact

Angles de contact avant et apres

SurfaC|S fonctionnalisation




Plan de la présentation

V.

Présentation du sujet

Préparation des échantillons

Analyses des surfaces

Analyses microbiologiques

Conclusion et perspectives




Analyse de la rugosité

* Etude de la rugosité des surfaces lisses par AFM

laser beam

¢ ‘ Y N 2 8.9nm
Photodiode i Ra =0,66 nm: g |50
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http://www.freesbi.ch/

piezo-electric
scanner

Principe de fonctionnement
de 'AFM




Analyse de la rugosité

* Etude de la rugosité des surfaces lisses par AFM

laser beam

Photodiode
detector

“Ra=0,66rm  [IB
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cantilever

Sample

http://www.freesbi.ch/

piezo-electric
scanner

Principe de fonctionnement
de 'AFM

* Etude de la topographie / rugosité des surfaces micro-structurées
par reconstruction 3D a partir de 2 images MEB
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Analyse de I'epaisseur de la
couche de titane

* Détermination des épaisseurs des couches déposées
— Utilisation de la réflectivité des rayons X

1,E+00

| 1(0 00/\ 0,1 0,2
° R = % 1(O) 1,E-01
(0]
v ‘k\ AQ=2n/e - Expérimental
6 > 1E02 -
2 —Modélisation

1,E-03
e 1 \/T‘OZ

1,E-04

Réflectivité Absolue R

1,E-05

1,E-06
Q (A7)




Analyses chimiques de la couche
de titane

* Analyse XPS pour vérifier le degré d’oxydation du titane
* Obtention des pics caractéristiques du TiO,
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Spectres XPS
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Kumar et al. Thin Solid Films, 2000. 358, p. 122-130.
| McCafferty et al, Surface and Interface Analysis, 1998. 26(8): p. 549-564.




Analyses chimiques de la couche
de titane

* Analyse XPS pour vérifier le degré d’oxydation du titane
* Obtention des pics caractéristiques du TiO,

* Lors du dépdt de TiO, par pulvérisation cathodique, possibilité
de déposer du TiO, amorphe ou cristallisé (phase anatase)
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* Vérification par spectroscopie Raman

E Spectres XPS R Pic anatase Spectres Raman
so0] - 145 cm?
2500 §

Ej- g 2000

220+
200
180
1 ) B
Way
] 1500
10 1000

5]
5001
—
—— 77— T
472 458 454 436 452 243 —————
T T T

H——“ I 4(|)0 I G(I)O I S(IJO 1 OIOO
Kumar et al. Thin Solid Films, 2000. 358, p. 122-130. Wavenumber (cr)
McCafferty et al, Surface and Interface Analysis, 1998. 26(8): p. 549-564.




Analyses physiques de la
monocouche moléculaire

* Etude de la rugosité de surface par AFM
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* Rugosité inférieure au nm pour un greffage sur les surfaces ultra-
lisses

6.7 nm




Analyses physiques de la
monocouche moléculaire

* Etude de la rugosité de surface par AFM

* Rugosité inférieure au nm pour un greffage sur les surfaces ultra-
lisses

* Mesure de I’épaisseur de la couche par réflectivité de rayons X
* Obtention d’'une épaisseur de 1,9 nm pour les deux molécules

Réflectivité des RX pour la couche 201

0,2 0,3 0,4

e Expérimental

Modélisation
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Analyses chimiques de la
couche moléculaire

* Vérification de la composition chimique de la couche par XPS
* Présence des différents éléments sur le spectre
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* Pas de différences entre les deux molécules

B

Sl amees 2sa0 oa 1ne- Ols | |

©1ls 3310 2783 1987 3330 H
5 3 5 53 T [ TIZ
e I T T P

Nls 4010F 3340 003 1.35

Tilp 4500 1326 177 1799 0 CF EF
0] 3 Fsp I

H,04P Fo oF
HED 3F HJJ\C, RE,FRO, HF,DHE,%,GHE,
E1s 8 #7% OH CFy ' 2 CFy 2 2
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‘Jjj_ :
20 N
Cls Angles de contact avant et apres
fonctionnalisation
N 1s P 2p - - ,
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Reésultats de I'adhérence des
microorganismes sur les surfaces structurées

Bactéries

Staphylococcus aureus

Levures

Candida albicans

Concentration bactérienne

(UFC/cm?)

Résultats test adhésion
Bactéries

4,E+05

3,E+05

2,E+05

1,E+05 '
0,E+00 j

0,006

Rug05|te Ra (um)

Nombre d'UFC adhérentes/cm?

Résultats test adhésion
Levures

5,E+04

4,E+04

3,E+04

2,E+04

N I I -
0,E+00
0,006 0,57

Rugosité Ra (um)

'adhérence des bactéries augmente
avec la taille des pyramides

Quand la taille caractéristique (1 um)
des bactéries est proche de la rugosité,
augmentation importante de
I'adhérence

LU'adhérence des levures sur ces surfaces
reste faible jusqu’a ce que la rugosité
deviennent proche de la taille
caractéristique des levures (2-3 um)
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Etude de lI'influence de la fonctionnalisation
sur I'adhérence de microorganismes

* Etude de I'adhérence des bactéries (Staphylococcus aureus)
sur les surfaces lisses (plusieurs types de surfaces)

Adhérence des bactéries sur des surfaces lisses
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2,5E+05

2,0E+05

1,5E+05

1,0E+05 T
- . I
0,0E+00

TiO2 amorphe TiO2 anatase TIO2 + 201 TiO2 + 202

Concentration bactérienne (UFC/cm?2)

* Pas de différences significatives entre les différents types
de surfaces




Etude preliminaire avec des
produits de chimiothérapie

* Etude des traces laissées par 4 produits utilisés en chimiothérapie, laissés
en contact pour une durée correspondant a 1 dose ou 6 mois de cure

« Tempsde  « Temps de

contact contact pour
pour 1 6 mois de
dose » cure »
Farmorubicine 10 min 6 x 10 min
Endoxan 30 min 6 X 30 min
Taxol 1h 12 x 1h
Eloxatine 2h 6 x 2h

@



Etude preliminaire avec des
produits de chimiothérapie

* Etude des traces laissées par 4 produits utilisés en chimiothérapie, laissés
en contact pour une durée correspondant a 1 dose ou 6 mois de cure

« Tempsde  « Temps de
contact contact pour

) Traces ? -
pour 1 6 mois de '
dose » cure » e
. . : : Oui pour 6 0.0
Farmorubicine 10 min 6 x 10 min mois de cure Aprés 6 mois de
traitement avec
Endoxan 30 min 6 X 30 min Farmorubicine
Taxol 1h 12 x 1h
Eloxatine 2h 6 x 2h

9.1 nm

Sans traitement
6.0

4.0

2.0

A

0.0



Etude preliminaire avec des
produits de chimiothérapie

* Etude des traces laissées par 4 produits utilisés en chimiothérapie, laissés
en contact pour une durée correspondant a 1 dose ou 6 mois de cure

« Tempsde  « Temps de
contact contact pour

) Traces ?
pour 1 6 mois de e
dose » cure » ©e
10.0
. . : : Oui pour 6 0.0
Farmorubicine 10 min 6 x 10 min mois de cure Aprés 6 mois de
traitement avec
Endoxan 30 min 6 x 30 min Non Farmorubicine
Taxol 1h 12 x 1h Non -
10.0
Eloxatine 2h 6 x 2h Non 8.0
6.0
9.1 nm 4.0
Sans traitement 2.0
" 0.0
40 Apres 6 mois de
2.0 traitement avec Taxol

A

0.0
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Conclusion

* Elaboration de différents types de surface de TiO, dites
modeles

* Surfaces lisses de TiO, amorphe ou anatase
* Surfaces de TiO, ayant une rugosité contrélée

* Surfaces fonctionnalisées par des molécules rendant les surfaces
hydrophobes

* Etude de l'adhérence de microorganismes (Staphylococcus
aureus et Candida albicans) sur ces différents types de
surfaces

- Adhérence plus faible des microorganismes sur les surfaces lisses
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Perspectives

* Greffage d’un autre type de molécules permettant d’étudier
I"'influence de la tension de surface sur l'adhérence des
microorganismes
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* Etudier l'influence de traces laissées par les produits de
chimiothérapie et de la nutrition parentérale sur I'adhérence
de microorganismes

Surfactis %




Perspectives

* Etudier linteraction entre des protéines et les surfaces
fonctionnalisées ou non (XPS et micro-balance a quartz) et
comparer les résultats a ceux obtenus avec les bactéries

* Début d’une collaboration avec Chimie Paris

ParisTech

* Elaboration de nouveaux types de surfaces en alliage de
titane (grade 2 et 5), lisses et rugueux, présentant de nouvelles
topographies de surface
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