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1. Introduction

Avec ’apparition de la pandémie de COVID-19, les masques de protection des voies
respiratoires sont devenus un outil essentiel en santé publique. A ce titre, leur contribution
a la lutte contre les maladies infectieuses respiratoires au niveau du grand public a fait
l'objet d'une attention accrue, tant de la part des autorités sanitaires que de la communauté
scientifique. Au fil des siccles et a travers plusieurs épidémies et pandémies qui ont surgi,
le masque a €té, et reste encore percu, comme une barrieére de protection efficace pour la
population générale (1,2). Il a donc fait partie intégrante de la vie quotidienne de millions
de personnes a travers le monde. Qu'ils soient a usage médical ou grand public, ils ont été
fabriqués dans le but de limiter la transmission des agents pathogeénes par voie aérienne.
Néanmoins, leur performance intrinséque et leur efficacité a limiter la propagation des
infections respiratoires dépendent de nombreux facteurs : type de masque, durée
d’utilisation, conditions environnementales, nature du pathogéne etc. La question de leur
efficacité sur le long terme et dans différents contextes d’usage constitue un défi

scientifique et de santé publique majeur.

En raison de la pénurie de masques et pour satisfaire la demande extrémement importante
durant la pandémie mondiale de Covid-19, différents types de masques sont apparus tels
que des masques artisanaux en tissu. Grace a leur réutilisabilité aprés lavage, ces masques
contribuent a diminuer la quantité de déchets générés par les masques a usage unique
constitués de maticre plastique tels que les masques chirurgicaux. Un enjeu
environnemental est donc apparu puisque le nombre de masques a usage unique jetés
représente des milliers de tonnes de déchets chaque année. Cependant, il est a remarquer

que les masques a usage non sanitaire en matiére textile offrent généralement une
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protection amoindrie par rapport aux masques a usage médical. Les personnes utilisant
les masques en tissu ont ainsi plus de risque de développer une infection que les personnes

utilisant des masques a usage médical (3).

L’une des interrogations concernant les masques chirurgicaux porte sur leur capacité a
maintenir leurs performances au fil du temps. Selon les recommandations officielles, il
est conseillé de changer de masque toutes les quatre heures afin de maintenir une
efficacité optimale. Cependant, avec les activités du porteur, la quantité de bactéries
excrétée ainsi que le taux d’humidité, ce temps de port optimal pour maintenir la
protection offerte par le masque peut varier. Méme si de nombreuses études ont analysé
l'efficacité initiale des masques, en particulier dans des contextes médicaux, peu d'entre
elles ont mesuré leur performance en cours d’utilisation, notamment en condition
d'utilisation prolongée ou récurrente. En outre, la question de l'amélioration de ces
dispositifs médicaux, tant au niveau des matériaux que de la conception, demeure en

suspens et un enjeu important.

Pour rappel, le virus du coronavirus ou appelé SARS-CoV-2 apparu en 2019 est
responsable de I’infection de plus de 700 millions de personnes et a entrainé le déces de
presque 7 millions de personnes dans le monde. Il a eu un impact sans précédent tant par
sa rapidit¢ de propagation et son ampleur. La réponse des différents gouvernements
mondiaux était fortement attendue résultant a la mise en place d’un confinement des
personnes a leur domicile sans possibilité de se déplacer ou de se rassembler dans un lieu
clos. D’autres mesures de protection ont également €té instaurées comme la distanciation
sociale, le lavage des mains ou encore la désinfection régulieére des surfaces et des lieux

publics. Tout ceci a contribué a limiter la propagation du virus et le port du masque s’est
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largement démocratisé que ce soit dans les pays asiatiques ou cette pratique était déja
existante ou bien en Europe ou en Amérique du Nord ou le port du masque n’était pas

recommandé pour un usage général (4).

L’acceptation du masque s’est donc révélée imposée dans la vie de milliards de personnes
mais ce ressenti différe selon les cultures. Par exemple, dans les pays asiatiques le fait de
porter un masque est généralement trés courant puisque la population étant plus dense,
elle est plus sujette a I’apparition de maladies infectieuses. Les personnes voulant éviter
la propagation de la maladie portent donc un masque et ceci est souvent chose commune
dans ces pays. En revanche, dans les pays européens par exemple, ce genre de pratique
¢tait quasiment inexistant avant 1’apparition de la pandémie de COVID-19. Cette
obligation a pu €tre percue comme étant une entrave a la liberté et la bonne utilisation du
masque que ce soit son port ou son renouvellement a ainsi pu étre perturbée et diminuer

I’efficacité collective de cette mesure.

Tous ces €léments ont contribué a dépeindre un nouveau paysage mondial avec 1’usage
démocratisé des masques et une conscience collective renforcée concernant les gestes
barrieres en cas d’infection respiratoires. L’évaluation de I’efficacité de performances des
masques reste donc d’actualité et la question de leur effet barrieére peut se poser d’autant
plus que le nombre de couches de tissu ou d’autres types de matériaux a I’intérieur differe

entre les types de masques.
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2. Contexte

2.1.Historique de I’utilisation des masques de protection respiratoire

Les masques de protection des voies respiratoires sont des objets dont 1’existence
remontent a plusieurs siecles. Cependant, ils n’ont pas toujours eu la forme que nous leur
connaissons actuellement et leur usage, initialement réservé au personnel médical, s’est
progressivement élargi a la population générale. En effet, au Moyen-Age, en Europe
centrale, pendant 1’épidémie de peste, les médecins utilisaient des masques en forme de
de bec d’oiseau remplis de clous de girofles et de cannelle afin de purifier 1’air qui les
entourait (5). Ces masques portés par ces médecins que 1’on surnommait « médecins de
la peste » étaient mis a ’avant du nez et couvrait le visage (6). Une représentation d’un
médecin portant ce masque peut étre observée en figure 1. Avec I’émergence de la
conscience sur la notion de micro-organismes et de germes introduite par Louis Pasteur
au 19°™ sigcle ainsi que la notion d’antisepsie introduite par le chirurgien britannique
Joseph Lister en 1867, I’apparition des masques sous la forme de voile de tissu couvrant
le nez ainsi que la bouche s’est déroulée au cours du 20°™ siécle. Lors de la pandémie de
grippe espagnole de 1918-1919, le port du masque était obligatoire pour le personnel
médical, les forces de 1’ordre ainsi que pour I’ensemble de la population générale, malgré
certaines protestations (7-9). La figure 2 représente cette obligation du port du masque

sous peine d’aller en prison.
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Figure 1 : Doctor Schnabel von Rom, Kleidung wider den Tod zu Rom, print,
broadside, Nuremberg, The British Museum, London, UK, 1656
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Figure 2 : Photographie montrant le port du masque durant la grippe espagnole. Sur
la pancarte portée par la femme a droite est écrit ""portez un masque ou allez en
prison”. C.Raymond. Californie, 1918

Les masques étaient utilisés principalement par les médecins lors des opérations
chirurgicales avec comme fonction premicre d’éviter la projection de gouttelettes envers
le patient. IIs étaient constitués de plusieurs couches de gaze de coton avec a I’intérieur
une couche d’un matériel imperméable. La structure du masque était formée par une
armature métallique. Le tissu était lavable et I’armature métallique pouvait étre stérilisée
permettant ainsi une réutilisation du masque (9). Ils étaient réutilisables jusqu’a
I’apparition dans les années 30 des masques jetables en papier, a usage unique puis des
masques composés de matériel synthétique dans les années 60. Ces masques
contrairement aux masques réutilisables filtraient I’air entrant en plus de 1’air sortant.
Considérés comme étant plus performants, ils sont devenus la référence en termes de

protection.
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Ces masques qu’on appelle plus communément « masques chirurgicaux » sont
dorénavant désignés comme étant le dispositif de protection de référence utilisé par le
personnel médical délaissant ainsi ’'usage du masque en tissu réutilisable jugé comme
étant moins efficace.

Cependant, lors de 1’épidémie de COVID-19, avec la pénurie de masques chirurgicaux,
les masques en tissu ont connu un regain d’intérét, notamment aupres de la population
générale. Les matériaux utilisés différent mais c’est principalement le coton qui compose
ces masques. Préconisés pour I’ensemble de la population, ils permettent une réduction
significative de la transmission de projections respiratoires (10). Un nombre conséquent
de couches peut limiter cette propagation mais est néanmoins contraignant notamment au
niveau de la respirabilité et du confort lors d’un effort physique par exemple (11,12).
Aujourd’hui, un nombre ¢élevé de masques existe mais le masque de référence reste le
masque chirurgical qui est un dispositif médical contr6lé en termes de normes et de niveau

d’efficacité attendu (13).

2.2.Classification et caractéristiques des masques de protection

respiratoire existants

Un dispositif médical désigne tout instrument, appareil, équipement, matiere, produit (a
I’exception des produits d’origine humaine), y compris les accessoires et logiciels, utilisé
seul ou en association, a des fins médicales chez I’homme, et dont I’action principale
voulue n’est pas obtenue par des moyens pharmacologiques, immunologiques ou
métaboliques. En Europe, il existe quatre catégories de dispositif médical allant du
caractere invasif le plus faible au plus élevé. La classe I est la classe le moins a risque

potentiel pour la santé et regroupe par exemple les compresses, les fauteuils roulants ou
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les lunettes correctrices. La classe Ila regroupe les dispositifs dont le risque potentiel pour
la santé est modéré tels que les lentilles de contacts, les agrafes cutanées ou les couronnes
dentaires. La classe IIb est celle attribuée aux produits de désinfection des lentilles ou
préservatifs par exemple et dont le risque pour la santé est élevé. Et enfin la classe 111, qui
est la classe la plus a risque pour la santé, contient les implants mammaires, les stents
coronaires ou encore les protheses de hanche par exemple (14). Les masques chirurgicaux
appartiennent aux dispositifs médicaux de classe I. La mise sur le marché en France de
ces dispositifs médicaux nécessite 1’obtention d’un marquage CE (Conformité
Européenne) qui prouve que le produit est en régle par rapport aux directives européennes
concernant la sécurité, la santé et la protection du consommateur. Par ailleurs, d’autres
types de masques existent a I’heure actuelle comme les masques en tissu ou encore les
masques FFP (Filtering Face Piece), qui cependant eux ne sont pas considérés comme
¢étant un dispositif médical mais comme équipement de protection individuel (EPI) selon
le réglement européen 2016/425. Nous pouvons catégoriser en deux groupes les usages
des masques : les masques a usage médical et les masques a usage non médical. Les
masques a usage médical regroupent différentes catégories de masque avec différents
degrés d’efficacité de filtration.

Tout d’abord, nous retrouvons les masques chirurgicaux qui sont des masques
considérés comme un dispositif médical et sont les plus répandus a travers le monde que
ce soit dans le milieu médical ou dans la population générale. Ils sont soumis au réglement
européen 2017/745 et la norme européenne EN 14683 :2019+AC (13). Initialement, ils
ont pour but de réduire la propagation de projections émises par le porteur envers
I’environnement et ont également comme utilit¢ de protéger le porteur d’éventuelles
projections provenant de D’extérieur. Ils se composent trois couches de fibres de

polypropyléne non tissées. Le polypropyléne est un type de plastique trés utilisé pour ses
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propriétés de filtration, de résistance aux fluides et de confort. Trois types de masques a
usage médical existent. IIs sont différenciés en fonction de leur efficacité de filtration des

bactéries en suspension dans I’air (EFB) et de leur pression différentielle (DP) (15) :

- Typel : avec une efficacité de filtration bactérienne supérieure a 95% d’un aérosol
de taille moyenne de 3 um.

- Type II: avec une efficacité¢ de filtration bactérienne supérieure a 98% d’un
aérosol de taille moyenne de 3 pm.

- Type IR : avec une efficacité de filtration bactérienne supérieure a 98% d’un
acrosol de taille moyenne de 3 um et qui résiste aux éclaboussures (d’ou 1’ajout

de la lettre R).

Le type I est généralement utilis€¢ pour des patients dans le but de réduire le risque de
propagation des infections dans un contexte d’épidémie ou de pandémie. Le masque de
type II est utilisé par des professionnels de santé lors d’actes chirurgicaux au bloc

opératoire par exemple.

Ensuite, les masques FFP ne sont pas des masques a usage médical. Ce sont des masques
de protection respiratoire de niveau €levé qui sont régis par la norme NF EN 149+A1
(16). Leur utilisation est applicable conformément a la Directive 89/686/CEE relative aux
équipements de protection individuelle (EPT) (15,16).
Ils sont divisés en trois classes :

- FFPI : filtration d’au moins 80% des aérosols de taille moyenne 0.6 um (avec une

fuite totale vers I’intérieur inféricure a 22%)
- FFP2 : filtration d’au moins 94 % des aérosols de taille moyenne 0.6 um (avec

une fuite totale vers I’intérieur inférieure a 8%)
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- FFP3: filtration d’au moins 99% des aérosols de taille moyenne 0.6 um (avec une
fuite totale vers I’intérieur inférieure a 2%)

Les masques FFP peuvent présenter ou non une valve respiratoire protégeant les porteurs
des agents infectieux extérieurs.

Les masques a usage non médical regroupent tous les masques fabriqués a partir de
matériau textile. Ils ne sont pas considérés comme étant des dispositifs médicaux mais
sont régis par la norme AFNOR SPEC S76-001 (17). Nous retrouvons deux catégories de
masques a usage non médical ou plus communément appelés « usage non sanitaire »
(UNS) : UNSI et UNS2. L’Institut frangais du Textile et de I’Habillement (IFTH) et la
Direction Générale de I'Armement (DGA) dans son rapport du 25 mars 2020 établissent
les protocoles et les méthodes d'essai des masques AFNOR S76-001 UNS 1 et 2 (18):

- UNSI : Defficacité de filtration particulaire pour les particules de 3 pum est
supérieure a 90%. Ces masques sont destinés a prévenir la projection de
gouttelettes pour les professionnels rencontrant de nombreuses personnes lors de
leur activité comme les hotes et hotesses de caisses ou encore les forces de 1’ordre.
L’usage de ces masques aupres de patients est cependant déconseillé.

- UNS2: T’efficacité de filtration particulaire pour les particules de 3 pum est
supérieure a 70%. Ces masques de protection sont a visée collective pour protéger
I’ensemble d’un groupe portant ces masques.

Ces masques sont lavables et peuvent étre réutilisés au moins 5 fois pour étre certifiés
UNSI ou 2. La durée de port est limitée a quatre heures. Ainsi, un port supérieur a cette
durée ne garantit pas une efficacité compléte de ces masques.

Lors de I’épidémie de COVID-19, les masques textiles « artisanaux » se sont largement
répandus au sein de la population générale avec une grande variabilit¢ de composition

ainsi que de nombre de couches. Cette solution a été I’'un des moyens mis en place dans
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I’urgence pour lutter contre la propagation de I’épidémie dans la population générale. Les
différents masques textiles existants sont composés majoritairement en coton et sont
formés de deux ou trois couches généralement issues du méme composant.

De plus, afin d’augmenter 1’efficacité des masques dans la lutte contre la propagation des
micro-organismes, des molécules antibactériennes et antivirales ont été ajoutées a leur
surface. Nous pouvons notamment citer I’argent, le cuivre, le zinc et le graphéne qui sont
les matériaux les plus utilisés (19-21). Ces molécules vont ainsi inhiber la prolifération
des micro-organismes et ainsi permettre de protéger le porteur de leur potentielle
inhalation et les personnes environnantes de potentielles projections. Une représentation

de ces masques se trouve en figure 3.

— - B .

‘a

Figure 3 : (a) Masque chirurgical et (b)(c) masques textiles réutilisables (d)(e)
masques FFP2 et (f) masque FFP3 d’aprés Fernandez-Arribas.J et al., 2021 (22)
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3. Normes relatives a la performance des masques

3.1.Norme EN 14683 :2019+AC pour les masques a usage médical

Les masques a usage médical sont soumis a la norme européenne EN
14683 :2019+AC :2019 en ce qui concerne leur exigence de fabrication, de conception et
de performance. Selon cette norme, le masque médical est un dispositif médical composé
d’une couche filtrante enclavée entre des couches de non-tissé. Il doit s’ajuster de maniére
correcte au niveau du nez, de la bouche et du menton de la personne qui le porte.
Concernant les exigences de performances, le test d’efficacité de filtration bactérienne
(EFB) est un moyen de mesurer la performance de filtration de ces masques. Il mesure
I’efficacité des matériaux constituant le masque comme barriére contre la pénétration
bactérienne.

Le principe de ce test consiste a tout d’abord fixer un échantillon du matériau du masque
entre un impacteur en cascade a six étages et une chambre aérosol. Les six étages de
I'impacteur en cascade sont séparés par un plateau percé de trous de différentes sections.
Ces trous sont plus larges dans les étages supérieurs, mais plus étroits dans la partie
inférieure de I'impacteur. Par conséquent, les particules de petite taille se retrouvent dans
les étages les plus inférieurs. Une quantité connue de bactérie Staphylococcus aureus est
nébulisée pendant une minute via la chambre aérosol et aspirée sous vide a travers
I’échantillon du masque et I’impacteur en cascade. Chaque étage est équipé d'une boite
de Pétri contenant une boite de gélose afin que les colonies de bactéries puissent se
développer. Le nombre de colonies formées au sein des différents étages de I’impacteur
est comptabilisé témoignant ainsi de 1’efficacité de filtration du matériau constituant le

masque en fonction de la taille de la particule. L’EFB est exprimée en pourcentage du
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nombre d’unités formant colonie (UFC) présentes dans 1’aérosol de I’inoculum. Le

fonctionnement du test avec I’ensemble des appareils utilisés est résumé dans la figure 4.

Un schéma du montage est représenté en figure 5.

Suspension Air 2 haute Er}trée S(l)rtie Solrt.ie

bactérienne pression d 13“ d efﬂl d iur
P°?“pe' —» Nébuliseur Echant{llpnneur —» Condenseur —»{ Débitmetre Porppe a Filtre HEPA
seringue d’air vide

Figure 4 : Principe de l'appareillage pour ’essai d'efficacité de filtration bactérienne

Légende

filtre

N O U WN

d'aprés la norme EN 14683 :2019+AC (13)

nébuliseur

chambre aérosol
source d’air a haute pression 13 compresseur (pompe a vide)
échantillon pour essai

[SRSPNS)
00)0 =1
o0

C
)

mécanisme d’entrainement
suspension bactérienne

8  impacteur en cascade
9 sortie vers I'évier
10 condenseur

11 entrée d’eau froide
12  débitmetre étalonné

Figure 5 : Exemple d'appareillage réel pour essai d'efficacité de filtration bactérienne
(EFB) d'apreés la norme EN 14683:2019+AC (13)
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Deux témoins positifs qui consistent a nébuliser la bactérie sans masque filtrant sont

effectués. Un témoin négatif ou aucune bactérie n’est nébulisée est également effectué.

D’apres la norme, le calcul de I’EFB s’exprime par :

C-T

EFB = ————
C x 100

Avec C, la moyenne des totaux du dénombrement des colonies sur les boites des deux
processus témoins positifs et T, le total du dénombrement des colonies sur les boites pour

’échantillon.

Par ailleurs, la respirabilité est également un critére important permettant de mesurer la
performance d’un masque. Le test qui I’évalue est la mesure de la pression différentielle.
La différence de pression a travers le masque est évaluée dans des conditions spécifiques
de débit d’air, de température et d’humidité. Nous pouvons également citer les exigences
de résistance aux projections qui statue sur la capacité d’un masque a résister a la
pénétration de sang synthétique a une pression donnée et la propreté microbienne ou la
charge microbienne est mesurée. Ce sont des critéres a prendre en compte lors de
I’évaluation d’un masque pour qu’il puisse se conformer aux exigences de la norme. Les
protocoles des tests dédiés a 1’évaluation de ces paramétres existent et se trouvent au sein

de la norme EN 14683 :2019+AC.

3.2.Norme AFNOR SPEC S76-001 pour les masques a usage non

médical

En raison d’une propagation rapide du virus COVID-19 et d’une pénurie de masques
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chirurgicaux en France, la fabrication de masques a usage non médical a rapidement été
mise en place. Cependant, leur fabrication n’était pas officiellement réglementée. La
norme AFNOR SPEC S76-001, publiée le 27 mars 2020, recense toutes les spécificités
associées aux masques a usage non médical, que nous pouvons également nommer
« masque barriére ». Les exigences minimales, les méthodes d’essais, de confection et
d’usage sont listées dans ce document. Ces indications ne concernent pas les masques
utilisés par le personnel médical comme les masques chirurgicaux ou FFP2 et ils ne sont
pas considérés comme des EPI. Ils ne sont dont pas concernés par la réglementation
européenne UE/2017/745 (pour les dispositifs médicaux) et UE/2016/425 (pour les EPI).
L’usage des masques barrieéres est réservé aux personnes saines ne présentant pas de
signes cliniques d’infection et n’étant pas en contact avec des personnes malades. Leur
durée de port est de maniere générale plus limitée par rapport aux masques a usage
médical. Cependant, la conception des masques barricre est telle qu’elle permet leur
réutilisation si le masque est retiré et stocké dans un environnement propre tel un sac
plastique par exemple ou bien si le masque est lavé. La durée maximale d’utilisation est
limitée a quatre heures pour une seule journée. Une résistance a cinq lavages au minimum
est préconisée. L’exigence concernant la capacité de filtration des particules au sein de la
couche des masques est soumise au rapport de la DGA pour les masques UNS1 et 2 (17).
Afin de mesurer cette efficacité de filtration, le masque ou le matériau est découpé a
I’emporte-piece pour obtenir un disque de 48 mm de diameétre. Celui-ci est disposé dans
une veine contenant un aérosol de poudre de Holi polydisperse. Les concentrations
d'aérosols dans la veine ainsi que dans le flux traversant 1'échantillon de l'intérieur vers
I'extérieur sont mesurées. Le résultat communiqué correspond au pourcentage de

particules de diamétres 3 micromeétres retenus par le matériau.
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Le calcul de ’efficacité de filtration est :

Caval

Camont

La lettre C désigne la concentration d’aérosol de poudre.

L’efficacité de filtration peut également étre évaluée selon la norme NF EN 13274-7 pour
la méthode d’essai au chlorure de sodium et a I’huile de paraffine. De plus, la respirabilité
est mesurée a I’aide d’un perméabilimétre sur un échantillon de 20 cm? du masque. Un

débit minimal de respirabilité de 96 L.m™.s™! est imposé.

I1 faut également savoir que le port du masque barriére ne dispense pas 1’utilisateur de
I’application des mesures barricres telle que la distanciation sociale et le lavage des mains
régulier. L’aération des pi¢ces pendant 10 minutes toutes les heures ou bien le mouchage
du nez dans un mouchoir a usage unique sont également des mesures recommandées afin
d’éviter la transmission des agents pathogenes. Ces gestes barrieéres ont été recensés par

le ministére de la santé et de la prévention lors de I’épidémie de COVID-19.

Les matériaux recommandés pour la confection de ces masques barriéres sont le coton, la
viscose, le polyamide, le polyester et le polypropyléne. Pour pouvoir étre accrédités de la
norme AFNOR SPEC S76-001, les masques doivent étre soumis aux laboratoires notifiés

pouvant réaliser ces essais. Une liste est fournie en annexe de la norme.

3.3.Norme EN 149+A1 pour les masques FFP

La norme européenne 149+A1 est le document de référence concernant les demi-masques

filtrants contre les particules utilisés comme appareils de protection respiratoire. Leur

32

(CC BY-NC-ND 4.0) KHENG



fonctionnement se base sur une épuration de I’air ambiant contaminé. Ils sont considérés
comme EPI et non comme dispositif médical puisqu’ils sont congus pour protéger le
porteur contre les particules environnementales et non pour une utilisation médicale
directe. Un demi-masque filtrant couvre le nez, la bouche et le menton et peut avoir dans
sa composition une ou plusieurs soupapes inspiratoires et/ou expiratoires. Le matériau le
composant est filtrant ou contient un filtre. On parle alors de « piece faciale filtrante »
(FFP). L’air est expiré¢ directement dans 1’environnement par le biais du matériau filtrant
ou la soupape expiratoire. Nous parlons ainsi de « ventilation libre » lorsque le passage
de I’air au travers du filtre s’effectue uniquement via les échanges respiratoires du porteur
de I’appareil (23). Une protection contre les aérosols solides et liquides est prévue a cet
effet. Comme énoncé précédemment, il existe trois classes d’appareils classés selon leur
efficacité de filtration et leur fuite totale vers 1’intérieur maximale : FFP1, FFP2 et FFP3.
Cette fuite totale vers I’intérieur résulte de la conjugaison de la pénétration du filtre et de
la fuite au visage de la picce faciale (étanchéit¢ du masque). Elle correspond a la
pénétration totale des aérosols par le filtre et les joints faciaux.

Le calcul pour mesurer la fuite totale vers I’intérieur est :

) e Concentration du contaminant a I'intérieur de la piéce faciale
Fuite totale vers l'intérieur =

Concentration du contaminant a I'extérieur de la piéce faciale

Les performances de filtration sont définies dans la norme NF 149 + Al vis-a-vis d’un
aérosol de chlorure de sodium composé¢ de particules dont le diameétre médian en masse
est de 0,6 um et vis-a-vis d’un aérosol d’huile de paraffine dont le diametre médian de
Stokes est de 0,4 um. Le diamétre de Stokes correspond au diamétre d’une sphére ayant
la méme vitesse de sédimentation dans un fluide qu’une particule réelle en prenant en

compte la densité de la particule et la viscosité du fluide.
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Les appareils de protection respiratoire peuvent €tre a usage unique ou réutilisables. La
réutilisation n’est conditionnée que si le fabricant a spécifi¢ des produits et des méthodes
de nettoyage et de désinfection et que cela est notifi¢ avec la lettre « R» pour
« réutilisable ». Les masques non réutilisables sont spécifiés par les lettres « NR ». La
teneur en dioxyde de carbone généré a la suite de 1’expiration ne doit pas excéder une
moyenne de 1% (en volume).

Des tests concernant la pénétration du matériau filtrant, la compatibilité avec la peau,
I’inflammabilité¢ doivent également étre effectués. Si des soupapes respiratoires sont
présentes, celles-ci doivent étre protégées contre toutes salissures ou dommages
mécaniques ainsi qu’a 1’effort de traction si la soupape est fixée a la jupe du masque. De
plus, les trois catégories de masques doivent avoir une résistance respiratoire adéquate en
fonction de leur catégorie.

Les masques réutilisables sont soumis au test de colmatage et aprés colmatage les
résistances respiratoires pour un débit continu a 95 1/min des masques FFP1, FFP2 et
FFP3 a soupapes ne doivent pas dépasser 4 mbar, 5 mbar et 7 mbar respectivement. Pour
les masques sans soupapes, les résistances maximales sont pour les masques FFP1, FFP2

et FFP3 de 3 mbar, 4 mbar et 5 mbar.

4. Mécanisme de filtration des masques

4.1.Filtration mécanique

La sédimentation par gravité, la collision/impaction inertielle, l'interception, la diffusion
sont les différents mécanismes de filtration des particules biologiques a travers les

couches des masques (24). Ils sont qualifiés comme étant des phénomenes mécaniques
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contrairement a la filtration électrostatique. La figure 6 schématise ces différents

mécanismes de filtration des aérosols.

)

gravrry (e)

Figure 6 : Schéma des mécanismes de filtration d'aprés Adanur.S et al., 2022 (24)

4.1.1. La sédimentation par gravité et ’'impaction inertielle

La sédimentation par gravité est un phénomene se produisant pour les particules
qui possedent une taille se situant entre 1 et 10 um avec une forte densité et ou une faible
densité¢ de flux d’air est présente. Au fur et a mesure que ’air s’écoule, les grosses
particules sont déposées sur le tissu par gravité et aucune interaction entre la particule et
la fibre du masque ne se produit. Il faut savoir que les effets de la gravité sont négligeables
pour les éléments de taille inférieure a 0,5 pm.

L’impaction inertielle se produit lorsque 1’inertie de la particule est supérieure a
celle de la fibre du masque. Elle est retrouvée majoritairement pour les particules de taille

supérieure a 1 um, de vélocité et de densité importante. En raison d’une grande inertie de
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la particule, celle-ci dévie de la trajectoire du flux d’air et rentre en collision directement
avec la fibre du masque. Plus I’inertie et la taille des particules augmentent, plus le
nombre de particules capturées croit. Ce phénomeéne peut également étre négligé pour les
nanoparticules et les particules ultrafines (25-27).

Le nombre de Stokes (St) est un facteur déterminant concernant I’impaction inertielle et

2
ppd pU

s’exprime par St = snd, 2veepr la densité de la particule, dp le diamétre de la particule,
f

u la viscosité dynamique du fluide dans lequel la particule circule, U la vitesse

d’écoulement et drle diamétre de la fibre du masque (28).

4.1.2. L’interception et la diffusion

Contrairement a I’impaction inertielle, ’interception est un phénomeéne ou la particule
suit les lignes de flux d’air. Elle se produit pour les particules de taille inférieure a 0,6 pm
dont la vélocité est faible. Les particules sont interceptées par les fibres filtrantes lorsque
la distance qui les sépare est inférieure au rayon de la particule. Les forces mises en jeu
sont celles de Van der Waals et ici la vitesse ne joue pas un role prédominant mais c’est

plutdt la taille des particules qui est importante. Le parameétre d’interception donné par

RZ% avec Rp le rayon de la particule et Rf le rayon de la fibre est déterminant lors de ce

phénomene (29).
Par ailleurs, 1’effet de tamisage fait également partie du phénomeéne d’interception ou les
particules ont un diameétre supérieur a I’espace entre deux fibres et ne peuvent donc pas

passer mimant ainsi I’action mécanique d’un tamis (30).

La diffusion impacte les particules de taille inférieure a 0,1 um. Elle se caractérise par
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des mouvements Browniens. Les particules ne se déplacent pas le long du flux d’air mais
entrent en collision aléatoirement entre elles. Elles ont donc plus de probabilité de se fixer
aux fibres du masque. Plus la taille des particules ou la vélocité diminue, plus le taux de
diffusion est important et par conséquent un temps de rétention plus élevé peut étre

observé.
. . . . \ dfu
Le nombre de Péclet de la fibre est déterminant lors de ce phénomeéne avec Pe = % (avec

dr le diametre de la fibre, U la vitesse d'écoulement et D le coefficient de diffusion). Ce

nombre représente le rapport du transfert par convection et du transport par diffusion.

Les masques en fibres de coton composés de plusieurs couches se caractérisant par des
pores crois€s permettant ainsi une capture plus facile des particules de grosse taille (26).
Le diamétre des fibres et les pores étant de taille plus importante que les masques
chirurgicaux, ils sont généralement connus pour étre moins efficaces en termes de

filtration.

4.2.Filtration ¢électrostatique

Lorsque deux entités sont de charges opposées, il se produit un phénoméne d’attraction
¢lectrostatique. Cela peut concerner des particules de grande ou de petite taille et de
vélocité similaire a celle de la respiration. Les filtres sont composés de matériau de
charges opposée aux particules afin que celles-ci soient directement fixées a elles. Les
filtres chargés utilisant la fixation électrostatique sont désignés sous le terme de filtres a
¢lectrets. Nous pouvons citer le masque chirurgical, N95 et les masques respiratoires

filtrants qui utilisent cette filtration électrostatique en plus de la filtration mécanique (31).
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Les masques chirurgicaux sont fabriqués a 1’aide la technique de fusion-soufflage qui se
caractérise par 1’injection de charges ¢électriques au sein du matériau permettant de créer
un champ électrique quasi-permanent. Une différence de charge se crée entre les
particules et le matériau. Cette méthode assure ainsi une rétention des particules par le
biais d’une force électrostatique (24,32). Cependant, plus la vélocité augmente et moins
la fixation des particules se fait. Il a ¢galement ét¢ démontré que ces fibres non tissées
¢taient plus efficaces en termes de filtration et de rétention des particules par rapport aux
filtres a fibres traditionnels (33,34). Plus les fibres des masques sont chargées et moins

les particules passent a travers (35).

Ainsi, les forces électrostatiques peuvent considérablement améliorer I’efficacité de
filtration d’un filtre de type fibreux. Cela est notamment efficace pour la capture de
particules de taille située entre 0,15 um a 0,5 um et pour les nanoparticules qui ont une
faible vélocité. Ainsi, plus la taille des particules diminue et plus ce phénomene de
filtration est mis en jeu (36). Il faut savoir que le rapport entre le volume total de toutes
les fibres d’un filtre et le volume du filtre, appelé densité de tassement est de I’ordre de 1
a 15%. Un filtre chargé possede une densité de tassement plus faible. Le matériau le plus
utilisé¢ possédant des propriétés électrostatiques pour les masques sont le polypropylene
que I’on retrouve dans les masques chirurgicaux (37). Concernant les masques en tissu,
il a ét¢ démontré que les matériaux les plus chargés permettaient une augmentation de
I’efficacité de filtration (38).

Un tableau récapitulatif des forces mises en jeu lors des différents mécanismes de
filtration est présenté en figure 7. L’ensemble de tous ces mécanismes forme I’efficacité

de filtration d’une fibre du masque.
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Mechanism Particles Size Range Main Force

Gravity sedimentation 1-10 um The force of gravity
Inertial impaction >1 pum or larger Inertia force
Diffusion <0.2 pm (20 nm—400 nm) Concentration gradient
Interception <0.6 um Van der Waals force
Electrostatic attraction Large or small size Electrostatic attraction

Figure 7 : Tableau récapitulatif des forces mises en jeu lors des mécanismes de
filtration d’aprés Wang and al., 2023 (26)

5. Passage des micro-organismes a travers les masques

5.1.Passage actif

Le mot « aérosol » désigne toute suspension de particules, qu’elles soient solides ou
liquides, présentes dans un milieu contenant du gaz et dont la vitesse de chute est
négligeable. Ces suspensions peuvent contenir des particules biologiques telles que des

virus ou des bactéries. On les appelle alors bioaérosols (23).

Le terme « gouttelette aéroportée » est utilisé pour définir le mode de transmission par
I’air d’un pathogene. Il est important de faire la distinction entre la propagation par
gouttelettes aéroportés et non aéroportées. Généralement, la transmission d’un pathogene
se fait de manicre directe par le biais d’un contact avec une personne infectée ou bien de
maniere indirecte par le contact avec un objet ou surface ayant été en contact avec ces
gouttelettes contenant le virus ou la bactérie. Les gouttelettes aéroportées sont de petite
taille et peuvent parcourir jusqu’a plusieurs dizaines de métres sur de longues distances
dans l'air intérieur (39). Les plus lourdes et volumineuses gouttelettes que 1’on nomme
«non aéroportées » tombent rapidement au sol et se déposent a proximité du point

d'émission. Leur potentiel infectieux est ainsi plus limité puisqu’un contact rapproché est
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nécessaire.

La manicre dont les particules sont déposées a travers le filtre d’un masque joue un role
majeur dans leur passage. Un premier mécanisme de filtration que nous allons nommer
« filtration directe » existe et celui-ci dépend de la taille des particules et de leur vélocité.
Plus la vélocité augmente et plus le passage des particules se fait de maniere immédiate.
La taille du pathogene (virus ou bactérie) est négligeable car c’est celle des gouttelettes
qui les transportent qui joue un role majeur. La taille du vecteur est donc le facteur
déterminant (40). La toux, le fait de parler ou encore éternuer sont également considérés
comme un moyen de propagation actif des bactéries. Le test EFB est le parfait exemple
de I’évaluation du passage actif des bactéries puisque celles-ci sont nébulisées de maniere
continue et active pendant une minute a travers la surface d’un masque. Le débit utilisé
est de 28,3 L/min ce qui fait que ces particules acquieérent une vélocité¢ non nulle. Le
passage ou non des bactéries aéroportées a travers la couche filtrante se fait de maniere

immeédiate.

5.2.Passage passif

Le passage passif ou « filtration passive » des vecteurs contenant les micro-organismes
est le second mécanisme de filtration. Il se caractérise par une accumulation dans le temps
du nombre de micro-organismes a la surface du masque permettant le passage des
particules a travers les couches. Le seuil de saturation étant dépassé, plus le nombre de
bactéries augmente au cours du temps, plus elles ont de probabilité¢ de passer. Nous
parlons dans ce cas de figure de particules non aéroportées puisqu’elles ne sont pas

projetées dans I’air mais qu’elles sont directement apposées sur le feuillet du masque. Ce
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mécanisme est appelé passif puisque qu’aucune action de projection n’est mise en jeu et
les particules ne sont pas aérosolisées. Par exemple, le dépdt de particules par le biais de
la respiration est considéré comme étant un mécanisme passif puisqu’il n’est pas effectué
de manicre active. Le flux d’air n’a pas de vélocité élevée contrairement a un éternuement

ou des gouttelettes peuvent étre projetées sur plusieurs metres par exemple.

L’accumulation de bactéries sur le masque se produit sur une durée d’exposition longue
(40). Elle se déroule majoritairement au sein de la surface interne du masque avec une
quantité de bactéries retrouvées en plus grand nombre du c6té interne par rapport au coté
externe sur les masques chirurgicaux (41). Le sens de migration est donc de ’intérieur a
I’extérieur et peut s’expliquer par le sens de I’expiration du porteur méme si une migration
des particules provenant de I’environnement partant du feuillet externe au feuillet interne
est possible. De plus, un effet de gravité peut s’exercer di a I’accumulation de micro-
organisme si un masque préalablement porté est posé€ sur une surface plane favorisant

ainsi le passage.

Actuellement, aucune quantification du passage passif des bactéries a travers les couches
des masques n’a été réalisée. Le test EFB est I’'un des seuls tests permettant de mesurer
I’efficacité de filtration d’un masque. Cependant, il ne s’intéresse qu’au mécanisme actif
et ne prend pas en compte le mécanisme passif de pénétration des bactéries. Nous pouvons
alors nous interroger sur la maniere dont les bactéries pénetrent (ou non) les différentes
couches du masque lors de ce phénomeéne passif, et si certains parametres peuvent jouer

un role dans cette répartition.
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6. Contexte de I’étude

Ce travail de recherche a été réalisé au sein du Centre Ingénierie et Santé (UMR INSERM
U1059) et a permis I’écriture d’un article scientifique intitulé « Evaluation of the
penetration capacity of bacteria through layers of different face mask types and wearing
conditions » publi¢ dans le volume 14 du journal Scientific reports le 29 octobre 2024.

Le but de I’é¢tude est de comparer la migration potentielle des bactéries (ici du
Staphylococcus epidermidis) a travers les couches de différents types de masques
(chirurgical, textile sans biocide, textile avec biocide) et selon différentes conditions de
port (4h et 6h de port, port lache et étanche, cycle respiratoire normal et a 1’effort)
concernant le masque chirurgical. Ces conditions ont ét¢ simulées a 1’aide d’une réplique
anatomique des voies aériennes supérieures reliée a une pompe respiratoire préalablement
validée. La réplique a été placée au sein d’un poste de sécurité microbiologique afin
d’éviter tout risque de contamination externe. Les différentes couches des masques ont

¢été séparces et filtrées au sein du laboratoire d’hygiene du CHU de Saint-Etienne.
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Abstract

The aim of this study was to quantify the number of non-airborne bacteria that can
passively penetrate the layers of four mask types (surgical mask, community face mask
type 1 (CFM1), biocidal CFM1 and CFM2) and to determine the influence of wearing
conditions for the surgical type. A mask wearer simulator consisting of a 3D anatomical
replica of the upper airway connected to a breathing pump was used. Wearing time,
filtration quality of the mask, fit (loose vs. tight) and breathing parameters (tidal volume,
respiratory rate) were tested. A Staphylococcus epidermidis inoculum was applied to the
inner layer. After the wearing simulation, the layers were separated and the bacteria
counted. After four hours, no or only a few bacteria were present in the middle and outer
layers. Most remained in the inner layer. Surgical mask and CFM1 retained more bacteria
and provided a breeding ground for germs. The biocidal CFM1 rapidly reduced the
number in the inner layer. The breathing parameters had no influence, in contrast to fit
and wearing time. These results confirm that the standard test for bacterial filtration
efficiency, which includes the active penetration of airborne bacteria into aerosol droplets,
is the most objective measure of the ability of bacteria to penetrate through the mask

layers, as the passive penetration ability of non-airborne bacteria is insignificant.

Keywords: Face mask layers, non-airborne bacteria passive penetration, wearing

conditions, mask wearer simulator, biocidal mask, bacterial load
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7.1.Introduction

With the emergence of COVID-19, the use of masks as a protective device has become
widespread among the general population and has become one of the most important
recommendations during the pandemic (42,43). A breathing mask is a device that reduces
the spread of splashes to the wearer, while protecting him or her from potential splashes
in the environment (44). Indeed, surgical masks are not primarily designed to protect the
wearer from airborne particles but are initially used to reduce bacterial spread from the
mouth, nose, and face. Surgeons, for example, use medical masks to prevent
contamination of the patient in the operating room. However, this measure is only
effective if they change their mask regularly (45). Besides, the same masks are also used
by the general population to reduce the risk of transmission and spread of disease through
their bioaerosol filtering capacity. They are regulated by the European standard
EN14683+AC:2019, which classifies them into three categories according to their
airborne bacterial filtration efficiency (BFE) and differential pressure (DP) (15) : type I
masks (BFE > 95% and a DP < 40 Pa cm ), type II masks (BFE > 98% and a DP < 40
Pa cm2) and type IIR masks (BFE > 98% and a DP < 60 Pa cm ). In addition, there are
other types of masks, such as the Community Face Mask (CFM) type 1, CFM type 2 and
the biocidal CFM1 (46). These masks differ in their composition, manufacturing process
and filtering effect (40). Given the wide variety of textile masks, the filtration properties
may differ depending on the type of fabric and the manufacturing process (47). They are
not categorized as medical devices but are regulated by the AFNOR SPEC S76-001
standard for example (17). CFM1 have an expected filtration efficiency of 90% for
particles with a size of 3 um, while CFM2 have an expected filtration efficiency of 70%
for the same particles (48,49). The protection offered by the CFM2 mask is therefore

lower. CFM or cloth masks have lower filtration requirements and are not used by medical
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personnel, but by the general population as the level of protection required is not the same.
Bacteria in airborne droplets can be spread in several ways. The infected person can
cough, sneeze, speak or breathe, throwing particles of different sizes into the air, from
large droplets (with a diameter of about 100 um) to small droplets (with a diameter of
about 0.1 um) (50,51). The surgical mask is thus known to provide better protection to
reduce the spread of bacteria as it reduces the number of airborne microorganisms
excreted by the infected person when the mask is worn. It is even three times more
effective at blocking bioaerosol droplets than a cotton mask (52). As a result, the first
mechanism of bacteria penetration capacity through the layers of a mask can be
considered as an active passage when the bacteria can be transmitted by aerosol droplets
(53). Of course, the issue of bioaerosols penetrating through the layers of a mask can also
be considered from the point of view of the wearer's health. The situation analysed would
be the risk that the air inhaled by the wearer through a mask is contaminated by
microorganisms suspended in the ambient air. In this case, the risk would arise from the
active passage of an airborne bacterium through the different layers of the mask from the
outside layer, and eventually penetrating the mucous membranes of the respiratory tract.
In these two exposure scenarios, the active passage of bacteria through the layers of a
mask is tested with the BFE standard test, in which a bioaerosol of Staphylococcus aureus
is blown into the inner layer of a mask. The BFE is performed to determine the filtration
efficiency of the masks by comparing the number of colonies of a standardized inoculum
before and after filtration through the mask. A sample of the mask is clamped between an
aerosol chamber and a six-stage Andersen cascade impactor. This impactor allows the
particle size to be analyzed step by step, as the six stages do not allow particles of the
same size to pass through (54). The second mechanism of bacterial penetration through

the layers of a mask can be considered a passive passage, as it does not involve active
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passage via airborne droplets. Indeed, in this study we consider the case where the air
exhaled by the mask wearer can contaminate the inner layer of the mask. The non-
airborne bacteria in the inner layer of the mask can then migrate through the different
layers of the mask and eventually contribute to the spread of microorganisms in the
environment (e.g. the air in an operating room). Of course, the issue of the bacterial
penetration through the layers of a mask can also be seen from the point of view of the
wearer's health. In this case, the study situation would be the risk of the air inhaled by the
wearer through a mask contaminated on its outer layer with microorganisms from the
environment. In this case, the risk would come from the migration of a non-airborne
bacterium that is deposited on the outer layer of the mask, passes to the inner layer of the
mask and possibly penetrates the mucous membranes of the respiratory tract (55). In these
two exposure scenarios, this passive mechanism can extend over a long period of time,
depending on the duration of the migration of non-airborne bacteria through the mask
layers and the conditions under which the mask is worn (mask fit, wearing time,
respiratory parameters) (40,56). A description of the two mechanisms is shown in Figure

8.
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Figure 8 : Description of the active (via airborne droplets) and passive (via non-
airborne droplets) mechanisms of bacteria penetration capacity through the layers of
a mask. Image created with BioRender.com

Our study focused exclusively on the passive mechanism of the penetration capacity of
non-airborne bacteria through the layers of a mask. We investigated the extent to which
bacteria penetrate the different layers of the mask or not, depending on the type of mask
and the conditions under which it is worn, such as the fit of the mask (loose or tight), the
wearing time (from four to six hours) and the breathing cycle (simulation of normal
breathing at rest or during exercise). We designate by the term "inner layer" the layer of
the mask in contact with the wearer's mouth, "middle layer" the intermediate layer if there
is one and "outer layer" the outermost layer in contact with the environment. Figure 9

illustrates this structure.
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Figure 9 : Designation of the different layers of the mask. Here we take the example
of the surgical mask which has three layers. The inner layer is the one in contact with
the mouth, the outer layer is the one exposed to ambient air, and the middle layer is
enclosed inside the mask. The arrow indicates the direction of air exhalation. Image
created with BioRender.com

7.2.Material and method

7.2.1. Face masks

Four types of masks were used in this study: surgical mask type IIR, CFM type 1, CFM
type 2 and a biocidal CFM type 1. The surgical mask (Bioserenity company, type IIR,
France) consists of three layers of non-woven polypropylene SMS fibers (SMS for
spunbound, meltbound, spunbound). The CFM consists of two layers (Oriol & Fontanel,
CFM type 1, France; CJ Textile, CFM type 2, France) and the biocidal mask consists of
three identical layers of cotton treated with silver and copper zeolite and silver zeolite
(DIM company, CFM type 1, France). The experiments were performed with five samples
for each mask type and condition. The surgical mask, CFM type 1 and 2 were previously
characterized (40). The measures and the microscopic images of these masks are shown
from column two to four of Table 1.

The images of the masks were taken using an upright microscope (DM750 LED,
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Leica Microsystems) with a 4x magnification C Plan objective (ref 506226) and a Leica
ICC50 HD camera. The images of the scanning electron microscope were taken with a
JEOL JSM-6500F. A surface area of approximately 1 cm? was placed on a brass support.
The samples were fixed with a double-sided carbon tape and coated with a 14 nm thick
gold layer (Quorom Q 150R ES). The accelerating voltage of the beam was 5 keV. The
observed fibers of the biocidal CFM1 were not round, but rather flat. They were
intertwined, but some of them were disordered. The measures and the microscopic images

of this mask are shown in the last column of Table 1.

50

(CC BY-NC-ND 4.0) KHENG



Medical Face
Mask Type IIR
(MFM)

Community Face
Mask Type I (CFM1)

Community Face
Mask Type 11
(CFM2)

Community Face
Mask Type I Biocid

3 layers of non-
woven
polypropylene fibres
(spunbond,
meltblown and
spunbond layers)
Pore size of the

CFM is composed of 2
different layers

Pore size of the inner
layer ~ 300 um

CFM is composed of

The CFM consists of
3 identical layers
Pore size :

Width = 174 um
Length ~ 357 um
Size of the fibres = 17

Key features of spunbonded layer =~ Pore s~12e of the outer 2 identical layers um 3 of the width
100 pm layer = 50 um o
the mask . : . Pore size = 200 pm
Pore size of the Fibre diameter of the . . -
structure - . -~ Fibre diameter = 18 +
meltblown layer ~ inner layer =31+ 5
0 um
20 um pm
Fibre diameter of Fibre diameter of the
the spunbonded outer layer = 18+ 1
layer =25+ 1 pum pm
Fibre diameter of
the meltblown layer
=6+3 um
Spunbound Inner layer
Electron
micrographs of
the
microscopic
structure Scale
bar
corresponds to
30 um (MFM)
or 10 pm
(CFM) 400x
magnification
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Inner layer

Spunbound

Light

microscopic
images of the

microscopic
structure Scale Meltblown

bar

corresponds to

300 pm 4x
magnification

Expected >98% of BFE >90% of PFE >70% of PFE >90% of PFE

conformity in
terms of
filtration EN14683:2019

efficiency by standard
the

manufacturer

AFNOR SPEC S76-001 requirement

Table 1 : Key features of the masks tested in this study. PFE refers to Particle
Filtration Efficiency and BFE refers to Bacterial Filtration Efficiency. The
measurements and images for the surgical mask, CFM1 and CFM2 were taken from
reference (40) . The information in the last column was obtained during our study

7.2.2. Simulator of mask wearing

To simulate wearing conditions as realistic as possible, a simulator was previously
developed, validated and used to assess the variation of BFE of surgical masks as a
function of wearing time (57). An anatomical replica of the upper airway of an adult was
used. All masks were attached to the replica with a knot at the back of the head. The
trachea was represented by a 15 cm long, ring-shaped tube connected to a medical heated
humidifier (Fisher&Paykel MR410). The humidifier is also connected to a respiratory

pump (Pari Compas II, Pari GmbH, Starnberg, Germany). The work plan is shown in
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Figure 10a and a focus on the replica is shown in Figure 10b. The parameters of the
pump are varied, such as the tidal volume, the duration of exhalation and inhalation, or

the number of respiratory cycles per minute.

Hose connecting

the respiratory Anatomical replica
pump to the of the upper airway
medical heated
humidifier
Microbiological safety
station
Medical heated
humidifier
Sinusoidal
respiratory pump
Pump connection
point
Anatomical replica of
the upper airway
Stand with clamping nut
Absolute PALL filter S S+ AR
Pipe simulating the
Medical heated trachea
humidifier,

Figure 10 : Photographs of the working environment and the simulation bench (a)
Mask-wearing simulation set-up (b) Experimental set-up showing of the anatomical
replica of the upper airway.
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7.2.3. Microbiological procedures

S. epidermidis RP62a strain was transformed with the pSK265::DsRed plasmid as
previously described (58). DsRed-expressing S. epidermidis RP62a (designated as S.
epidermidis STAH43) emit red fluorescence and turn red on agar plate after 48h, which
make them easier to recognize. S. epidermidis STAH43 was grown in Tryptic soy agar
(TSA) (PO5012A, Thermo Fisher Scientific) supplemented with 10 mg/ml of
chloramphenicol when required. A stock solution was prepared at a concentration of 1.6
x 10° colony-forming units (CFU)/ml and stored frozen at -80°C. For each experiment,
fresh working solution was prepared by adding 100 pL of the bacteria in a final volume
of 2 mL of peptone water (as recommended for BFE analysis in EN14693:2019). The
working solution was then stirred for 15 minutes prior to be used to allow the bacteria

recover and the two components to mix.

7.2.4. Experimental protocol for investigating the influence of

wearing conditions

Face masks were first pre-inoculated with the working solution of S. epidermidis
STAH43. Drops of two microliters of working solution of S. epidermidis STAH43 were
applied to the inner layer of the different masks (Figure 11). The position of the drops
was chosen to cover the entire surface concerned when transported through the simulator.
They have the shape of a rectangle that is 5 drops wide and 10 drops long (Figure 11).
Then, different conditions for wearing the mask were tested to assess their impacts on the
amount of non-airborne bacteria penetration through the different layers of the mask. A

check of the viability of the bacteria in the mask without wearing through the simulator
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was carried out at t=5 min and t= 240 min. The tests were performed with a sample of
five masks for each type. A negative control was performed to ensure that no S.
epidermidis STAH43 remains in the simulator after the experiments. A brand-new
surgical mask was placed on the simulator and loosely secured, i.e. air leaks were
possible. The respiratory parameters of the pump were previously modelled and were
based on physiological respiratory parameters (59).

To observe the influence of mask type, a biocidal CFM1, CFM1 and CFM2 were used
and compared with the performances of a surgical mask considered as a reference. To
assess the influence of the fit of the mask, possible air leaks were prevented with adhesive
tape. Finally, the respiratory cycle is characterized by the mobilized tidal volume, the
duration of exhalation and inhalation and the number of respiratory cycles. For the normal
cycle: tidal volume = 500 ml, inhalation time: 2s, exhalation time: 3s. For the effort cycle:
tidal volume = 900 mL, inspiratory time: 1.2s, expiratory time: 1.8s. A summary of the
conditions can be found in Table 2. The experiments on the simulator were repeated five

times for each condition.

e e o o o o o o o o Droplet containing
S.epidermidis STAH43

Inner layer of
the mask ° ° ° ° ° ° ° ° ° .

Figure 11 : Scheme of the location of droplets on the inner layer of the mask.
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Parameter studied Mask type Bacteria Mask fit  Wearing Respiratory

deposit on duration conditions
the inner
layer
Negative control* Surgical No Loose 4h Normal
Reference - Surgical Yes Loose 4h Normal
Recommended
mask use
Impact of wearing ~ Surgical Yes Loose 6h Normal
duration
Impact of mask Biocidal Yes Loose 4h Normal
type CFM1
CEMI
CFM2
Impact of mask fit ~ Surgical Yes Tight 4h Normal
Impact of breathing  Surgical Yes Loose 4h Effort
parameters™*

Table 2 : Summary of the experimental conditions investigated using the simulator of
mask wearing.

* Verification of the absence of S.epidermidis STAH43 beforehand.
** The tidal volume, inhalation and expiration duration were modified (normal/effort:

500mL/ 900 mL, 2 s/1,2 s and 3 s /1,8 s).

7.2.5. Mask cutting and filtration

The masks were cut in such a way that only the unbound layers were preserved. The
tweezers and scissors were autoclaved prior to use to avoid any external contamination.

Each layer of the mask was placed in 200 ml of extraction liquid (as recommended for
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microbial cleanliness in EN ISO 14683:2019) and stored overnight at +4°C. The 200-ml
volume of extraction liquid was filtered on 0.45 pum membrane (Millipore, Ref.
HAWGO047S).

The membrane that retained the bacteria was then transferred aseptically onto tryptone
soy agar (TSA) plate and incubated up to 72 h at 37°C to let the colonies grow on the

filter.

7.2.6. Statistical analysis

GraphPad Prism 9 (Dotmatics, USA) was used to perform the statistical analyses. They
were carried out on the data of the inner layer of each mask type, as the data of the other
layers were too small or not available. To determine the effects of the different parameters
such as mask fit and respiratory cycle, the results were compared with the reference
condition (surgical mask worn for four hours on the simulator). A parametric Student's t-
test with a 95% confidence interval was used to compare the effects of mask fit and
respiratory cycle. The difference is considered significant if the p-value is less than 0.05.
A Student's t-test was used for the effect of mask type, except when comparing CFM2

with other types of masks, where a Mann-Whitney test was used.

7.3.Results

7.3.1. Viability test

The percentage of bacteria found in the mask after five minutes and 240 minutes is shown
in Figure 12. The average percentages are given in relation to the theoretical number of
colonies deposited at the beginning i.e. 8,000 (CFU). Five minutes after the bacteria were

deposited, the percentages of culturable bacteria in the inner layer are close to the number
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of bacteria previously deposited in the surgical mask, CFM1 and CFM2 (97.8 + 0.9%,
93.5 + 8.5% and 87.6 + 4.0%, respectively). With the biocidal CFM1, the percentage of
bacteria found in the inner layer drops to 69.2 + 2.3% after five minutes. A small
percentage of bacteria have crossed the inner layer to remain in the middle layer of the
biocide CFM1 (0.9 + 1.3%) and in the outer layer for CFM1 (0.9 + 1.0%) and CFM2 (2.6

+0.8%).

After 240 minutes, the percentage of bacteria found in all mask types decreases, both on
the test bench and when worn on the simulator. The surgical mask is the mask type that
enable the recovery of the highest (45.0 + 13.4% on the test stand and 30.2 + 18.3% with
the simulator) and the CFM2 the lowest (0.7 £ 0.9% on the test stand and 0.15 + 0.2%
with the simulator) proportion of the initial bacterial load at the inner layer. The number
of colonies found on the masks with and without simulator wearers after 240 minutes

showed no significant differences for the individual mask types.
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the onthe with the on the with the on the with the on the with

bench bench simulator bench bench simulator bench bench simulator bench bench simulator

Surgical Biocidal CFM1 CFM1 CFM2

Figure 12 : Viability rate of bacteria on masks with or without wearing through the
simulator. A rate of 100% corresponds to the entire dose of inoculum initially
deposited on the inner layer of the mask.

7.3.2. Impact of mask type and wearing conditions

The results of the influence of the mask type are shown in Figure 13 (a). The surgical
mask and CFM1 are the ones that retain the most bacteria in the inner layer with 2416 +
1466 CFU and 2104 + 923 CFU, respectively. CFM2 is the mask that retains the least
bacteria in its layers with 12 = 18 CFU. No bacteria were found in the other layers of the
masks of all types. There is a significant difference concerning the number of CFU found
in the inner layer between the surgical mask and biocidal CFM1 (p<0.05), biocidal CFM1

and CFM1 (p<0.01), CFM1 and CFM2 (p<0.01), surgical mask and CFM2 (p<0.01). No
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significant difference was found between the surgical mask and CFM1 and between
biocidal CFM1 and CFM2.

Figure 13 (b) shows the number of bacteria detected on the layers as a function
of the fit of the mask. There is a significant difference in the number of bacteria retained
in the inner layer between the loose fit and the tight fit. The number of CFU found when
air leakage through the mask was prevented was 700 = 370 CFU. No CFUs were found
in the other layers.

There is no significant difference in the number of CFU found in the inner layer
between a normal and effort breathing cycle, as shown in Figure 13 (c¢). The number of
bacteria in the inner layer of the mask where the breathing parameters take place during
effort is 1008 + 960 CFU. No CFUs were found in the other layers.

A difference in the number of CFU can be observed in relation to the influence of
the gestation period (Figure 13(d)). Indeed, 432 + 203 CFU are present after six hours
instead of 2416 + 1466 CFU after four hours of wear. No CFUs were found in the other

layers.
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Figure 13 : Graphs showing the number of CFU according to the layers of the mask
during 4h (240 min) of wear (a) Impact of mask types. These results are the same as
Figure 12 concerning the column “240 min with simulator” but quantified in number
of colonies formed. (b) Impact of mask fit (c) Impact of breathing cycle. (d) Impact of
wearing time. Results of (b), (c) and (d) were collected on the surgical mask type
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7.4.Discussion

The passive migration of non-airborne bacteria in the mask caused by breathing is an
unknown phenomenon in contrast to the active passage of airborne bacteria, which is
assessed using the BFE standard method. Interestingly, our study is one of the first to
investigate the distribution of non-airborne bacteria through the layers of masks over time
for different mask types and wearing conditions. The decision to use S. epidermidis as
bacteria is explained by the fact that this species ranks among the most frequently
encountered on masks and its concentration in the experimental condition is similar to
that observed under actual wearing conditions (60—62).

Our results demonstrate that the non-airborne bacteria remain mainly in the inner layer
showing no or very low penetration capacity. After five minutes without the use of the
simulator, the percentage of bacteria in the inner layer of all types of masks is close to the
quantity initially deposited on the inner layer for each mask, except for the biocidal
CFM1, which shows a significant decrease. The biocidal effect of the CFM1 can be easily
explained by the silver and copper zeolite molecules and the silver zeolite already present
on the fabric, which enable the bactericidal effect (63). While the exact mechanism of
deactivation remains unknown, most theories postulate that positively charged silver ions
disrupt the wall and membrane of bacterial cells, leading to a metabolic pathway
alteration that results in cell death (19,64,65). In addition, S. epidermidis have been shown
to be sensitive to the bactericidal effect of silver nanoparticles as their quantity increases
(66). We can therefore observe an efficient action of these molecules after five minutes
which is a short period of time. However, the fact that a few colonies can pass through
the middle (for the biocidal CFM1) or the outer (for CFM1 and CFM2) layer shows that
the efficiency of filtration depends on the type (polypropylene or textile fibers) and

manufacture of the masks. Polypropylene is known to have a hydrophobic surface and
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does not absorb liquid, whereas textile fibers such as cotton are known to be hydrophilic
materials (67,68).

Unlike the BFE test, our study focuses on the migration of bacteria already present within
the mask and not aerosolized. The filtration mechanism depends on mechanical and
electrostatic phenomena (69,70). For particles in the size range of 1 to 10 um, mechanical
filtration in the form of gravitational sedimentation and inertial impaction are the most
involved in the capture of particles. Particles of larger size exhibit greater inertia, thus
moving in a more linear trajectory and failing to circumvent the mask fibers.
Consequently, they adhere to the fibers and are incapable of passing through the filtration
barrier. For small particles ranging in size from 0.1 to 1 um, interception and Brownian
motion represent the most prevalent mechanical filtration mechanisms (36,71). Then,
electrostatic filtration utilizes charged fibers, referred to as electrets, endowed with a
quasi-permanent electric field, thereby employing electrostatic attraction to filter
particles. The more charged a material is, the more its filtration performance increases
(72). The combination of mechanical and electrostatic filtration enhances the filtration
efficiency of masks, since a higher number of particles will be retained. However, cotton
is considered to be less charged compared to other fabrics and retain less particles (36).
CFM2, which is made of cotton, is the mask where the number of CFU found in the outer
layer was the higher after five minutes on the bench. Bacteria were thus less retained and
pass through the fibers. Moreover, concerning textile masks, the more layers there are,
the greater the filtration efficiency is, since the volume of droplets transmitted through
the layers decreases (73). This fact can also explain why more bacteria can pass through
the inner layer of CFM2 compared to the biocidal CFM1 after a short period of time since
the last one is composed of three layers instead of two.

After the masks were left on the bench or worn in the simulator for 240 minutes, two
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main behaviors can be observed:

- The hydrophobic nature of the inner layer of surgical and CFM1 masks can keep
the bacterial droplets relatively intact and keep them alive under good conditions.
Therefore, the bacteria do not migrate and a high proportion of culturable bacteria
remain on the inner layer.

- CFM2 masks have a high moisture absorption capacity, which makes the bacteria
susceptible and more likely to die due to lack of moisture and exposure to dryness.
This behaviour leads to a very similar bactericidal effect as the molecules added
to the biocidal CFM1. As a result, the bacteria cannot migrate and a small number
of culturable bacteria remain on the inner layer.

It has also been shown that respiratory droplets have a very low survival capacity in masks
with a hydrophilic surface where absorption occurs, resulting in less droplet residue after
evaporation at the mask surface compared to a hydrophobic surface (74). This therefore
supports the theory of a «natural bactericidal» action of textile fibers.

In addition, the lack of nutrients over time could also explain the absence of
bacteria, as there are molecules in saliva that allow bacteria to stay alive. Indeed, the
salivary pellicle which is formed inside the oral hard and soft tissues determines the initial
adhesion and proliferation of micro-organisms (75,76). Proteins, glycoproteins and
gingival crevicular fluid that are present in the saliva offer a favorable environment for
bacteria. Thus, saliva plays a key role in the formation and maintenance of the ecological
balance of the resident oral microbiota (56,77). This could explain why the number of
colonies in the inner layer of the mask decreases on the inner layer after six hours of wear
since there was no bacterial renewal within our experimental design over time.

Besides, the fit of the mask plays a role in the amount of CFUs found. In the

general population, the mask is worn with a degree of laxity, permitting the potential
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release of air through the mask's lateral openings. By eliminating any possibility of air
leakages, the mask retains moisture of the breath and keeps it inside the different layers.
By absorbing moisture, the mask deprives bacteria of the environment they need, making
it difficult for them to thrive. This would explain why the results showed a decrease in
the number of CFUs.

Although it might be thought that with a higher respiratory frequency and tidal
volume, the mask fibers would allow more bacteria to pass through, we observed no
significant difference between a breathing cycle at rest and at exertion. This demonstrates
that it is not a parameter influencing the passage of bacteria between the layers of the
mask.

It would also be interesting in routine clinical practice to analyze the mortality of
the bacteria by placing the layers of the mask under investigation in broth and seeing
whether the bacteria are dead or just unable to be cultivated. Moreover, the reuse of textile
mask can impact the filtration efficiency of the mask and may facilitate the passage of
bacteria through the layers after a short period of time. Finally, a study focusing on viral
particles would also be interesting in the future to see whether the type of microorganisms

has an impact on their distribution within the different layers of the mask.

7.5.Conclusion

The results of the study show that the non-airborne bacteria remain mainly on the surface
of the mask and do not easily pass through the layers over time, especially in the surgical
mask and CFM1. However, the number of bacteria found in the layer decreases very
significantly after four hours, especially for the biocidal CFM1 and CFM2. Surgical
masks and CFM1 are more capable of binding bacteria and creating a breeding ground

for germs. The biocidal nature of the biocide CFM1 proved to be effective, especially
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within a short period of time. The breathing parameters have no influence, but the fit of
the mask and the duration of wearing could impact the number of bacteria found in the
inner layer. These results confirm that the standard test for bacterial filtration efficiency
(using the penetration of airborne bacteria in aerosol droplets) is the best test that can
objectively measure the penetration ability of bacteria through the layers of a mask, as we
have shown that under our experimental conditions the penetration ability of non-airborne

bacteria is insignificant.
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8. Discussion approfondie de I’étude

8.1.Impact du type de masque

Le type de masque joue un role fondamental dans 1’efficacité de filtration du masque. En
effet, en fonction du type de matériau utilisé, la filtration des particules ne sera pas la
méme. Pour les masques chirurgicaux, le matériau utilis€¢ dans leur fabrication est le
polypropyléne (PP) qui est une mati¢re hydrophobe. La couche externe des masques est
composée de PP non tissé et filé-li¢. Elle a pour role d’empécher les pathogenes externe
de pénétrer dans le masque. La couche intermédiaire est constituée d’un tissu non tissé
chargé électrostatiquement. Cette couche permet d’attirer et de filtrer les particules en
suspension. Enfin, la couche interne est composée de PP non tissé également. En contact
direct avec la peau, cette couche permet d’absorber 1’humidité produite par la respiration
de I'utilisateur tout en offrant un certain confort. La couche interne du masque UNSI est
¢galement fabriquée avec une matiere hydrophobe. Sur ces deux types de masque, les
gouttelettes déposées restent intactes et mettent plus de temps a sécher par rapport a celles
déposées sur les masques en tissu. Ainsi, les bactéries ont plus de probabilité de rester sur
la surface interne des masques plutdt que de traverser les différentes couches puisqu’elles

restent au sein des gouttelettes déposées.

La taille des pores joue également un rdle important dans le passage ou non des bactéries
a travers la maille. Plus les pores sont larges et plus ils laissent passer les particules
acrosolisées a travers. La taille du vecteur contenant le pathogéne, qui dans notre cas est
la gouttelette d’aérosol, est considéré comme étant le seul facteur déterminant dans
I’efficacité de filtration du masque. En effet, la taille du pathogene en lui-méme n’a pas

d’influence puisqu’il est contenu dans la gouttelette qui le transporte. Les gouttelettes
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déposées sur les différents types des masques ayant tous la méme taille, les efficacités de
filtration peuvent étre comparées entre elles. De plus, le terme « couverture » désigne la
surface couverte par I’ensemble des fibres d’un masque sur un espace. Le facteur de
couverture peut ainsi exercer une influence sur 1’efficacité de filtration puisque plus la

couverture est ¢levée et moins les particules ont de risque de passer entre les mailles.

Par ailleurs, il existe une taille de particule pour laquelle I’efficacité¢ de filtration est
minimale. On ’appelle « Most Penetrating Particle Size » (MPPS). Sa valeur dépend des
caractéristiques du matériau filtrant. Par exemple, 1’efficacit¢ de filtration sur les
particules neutres est plus élevée si elles se trouvent sur des fibres chargées que sur des

fibres neutres comme le montre la figure 14.
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Figure 14 : Effet de la charge portée par les fibres du filtre sur la capture des
particules d'aprés Guimon. M, INRS (23)
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L'association de la filtration mécanique et électrostatique permet d'améliorer I'efficacité
de la filtration des masques, car un plus grand nombre de particules sera capturé.
Toutefois, le coton est per¢u comme moins chargé que le polypropyléne et retient moins
de particules comme le montrent les résultats de notre étude ou nous pouvons retrouver
des bactéries sur la couche externe des masques UNS2 cinq minutes apres le dépot des

bactéries.

La taille moyenne des particules requise pour le test EFB est de 3 um. L’impaction est un
des phénomenes le plus prédominant. Cependant, les plus petites particules sont retenues
par les forces électrostatiques notamment au sein du masque chirurgical puisque le PP
¢tant trait¢ avec du diméthyl-dioctadecyl-ammonium bromide, il acquiert des charges
positives permettant d’attirer les bactéries (78,79). Celui-ci est donc le plus apte a retenir
le plus de bactéries.

De plus, il a également été démontré qu’en additionnant le nombre de couches, I’efficacité
de filtration des masques en tissu pouvaient tre satisfaisante. Plus le nombre de couches
augmente et plus I’efficacité de filtration croit (36,80,81). C’est un effet mécanique de
superposition. Les masques chirurgicaux et biocides possédant trois couches
contrairement a deux pour les masques UNSI et UNS2, leur efficacité¢ de filtration se
retrouve augmentée. Ce mécanisme se vérifie dans notre étude puisque les masques UNS1
et UNS2 (qui ne sont constitu¢ que de deux couches) sont les seuls masques ou I’on
retrouve des bactéries dans la couche externe et qui ont donc pu traverser la couche interne

et intermédiaire.

Par ailleurs, en raison de leur matériau, les masques textiles ont une efficacité de filtration

bien moindre et augmentent le risque d’infection par rapport aux masques chirurgicaux.
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Néanmoins, ils fournissent une protection contre les particules. Leur utilisation n’est donc
pas réservée en milieu médical mais plutdt dans des lieux publics accueillant du monde
(3,82). Le type de matériau textile joue un role dans I’efficacité de filtration. En effet, il
a été¢ démontré que le coton est le matériau textile le plus efficace en termes de filtration
contre les particules nanométriques (12). Il possede un pouvoir électrostatique plus élevé
permettant d’attirer un plus grand nombre de petites particules par rapport a d’autres
textiles. Les masques textiles hybrides utilisant des matériaux tels que coton/mousseline
de soie, coton/soie seraient plus efficace en termes de filtration (36). Ils utilisent I'effet

combing de la filtration mécanique et électrostatique.

Certains masques utilisent un procédé secondaire de protection contre les virus et les
bactéries. La filtration est le critére principal concernant la protection du porteur du
masque contre les pathogeénes mais 1’ajout de molécules biocides est également un moyen
utilis€ pour lutter contre les micro-organismes. Les nanoparticules d’argent sont les
molécules les plus utilisées sur les masques pour €éliminer le plus possible les virus et les
bactéries. Elles sont efficaces contre le virus du VIH (virus de I’immunodéficience
humaine) ou encore le virus de I’herpes simplex (83,84). Cet effet biocide est donc un
outil en plus pour éradiquer la présence de pathogeénes au sein du masque et permet
d’éviter une accumulation de bactéries au fil du temps puisque la présence bactérienne
initiale sera diminuée. Ce phénomene est confirmé dans notre étude puisque que le taux
de bactéries retrouvé au sein de la couche interne du masque biocide est significativement
diminué cing minutes aprés le dépdt des bactéries, contrairement aux autres types de
masques ou aucune différence de quantité n’est observée. Les molécules de zéolithe
d’argent et de cuivre et le zéolithe d’argent sont les molécules mises en jeu dans notre

cas.
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Cependant, nous pouvons nous demander si I’efficacité de filtration est toujours la méme
apres le lavage du masque. Le lavage en machine apres 20 cycles de lavage a 60°C ne
change pas la taille des fibres des masques médicaux chirurgicaux. Il modifie la
respirabilit¢é des masques en coton et permet également d’augmenter ’efficacité de
filtration des masques en tissu dii au rétrécissement des fibres. Pour les particules
submicroniques, le lavage peut altérer les fibres et influer sur I’efficacité de filtration. Les
charges ¢lectrostatiques présentes au sein des matériaux peuvent se détacher réduisant
ainsi la capture des molécules via les forces ¢lectrostatiques (85). Un nombre moins élevé
de particules sera retenu. Ce phénoméne est néanmoins relativement négligeable et
permet donc une réutilisation des masques médicaux et textiles avec des performances
tout a fait correctes et semblables a un masque neuf. Concernant les masques avec effet
biocide, les molécules biocides peuvent se retirer du matériau a la suite de plusieurs cycles
de lavage. L’effet serait amoindri et une baisse de 1’efficacité antimicrobienne sera

observée.

8.2.Impact de la durée de port

La durée de port est un facteur déterminant a prendre en compte lors de la mesure de la
performance d’un masque quel que soit son type. Au fil du temps, des particules
s’accumulent au sein des couches du masque que ce soit sur la face interne avec la flore
cutanée et buccale du porteur ou bien sur la face externe avec les particules provenant de
I’environnement. D’apres les recommandations de I’OMS, la durée de port du masque est
limitée a 4 heures. Cette limite a été fixée par les autorités au regard du risque de
contamination du porteur et de la perte d’efficacité de filtration du masque. Par exemple,

le personnel soignant doit régulierement changer son masque surtout dans une salle
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d’opération pour éviter que la personne opérée ne soit contaminée et ne développe
d’infections nosocomiales. Cependant, cette durée a été remise en cause dans le sens ou
les performances du masque ne sont pas altérées au bout de 8 heures de port. Par exemple,
I’efficacité de filtration ainsi que la respirabilit¢ du masque chirurgical sont des
parameétres dont les performances ne diminuent pas au cours de ce laps de temps (57).
Cependant, un inconfort peut étre ressenti, notamment pour le personnel médical devant
porter un masque de maniére plus régulicre et plus continue que le reste de la population.

Par conséquent, ce personnel change de masque plus fréquemment (86).

Une sensation d’inconfort peut également apparaitre au cours du temps lors d’un port
prolongé générant a I’intérieur du masque un fort taux d’humidité. Les masques
chirurgicaux limitent ce sentiment de géne notamment grace a leur couche interne
hydrophobe. En revanche, les masques en tissu, absorbant facilement 1’humidité, voient
leur interface se mouiller plus rapidement apres un laps de temps plus court. Ce sentiment

d’inconfort peut donc €tre accru pour ce type de masque.

Le microbiote oral est également un facteur pouvant faire varier 1’efficacité de filtration
des masques au cours du temps. En effet, celui-ci se renouvelle de manicre assez régulicre
en fonction des activités de la personne et du moment de la journée. Au fur et a mesure
du temps, des bactéries s’accumulent au sein de la face interne du masque. Dans le cas de
notre simulation, cela n’a pas été le cas puisqu’une quantité connue de bactéries a été
déposée sur la face interne. Il n’y avait donc pas de renouvellement du taux de bactéries
de maniere a connaitre précisément la quantité de bactéries déposées initialement pouvant
passer a travers les couches du masque. Nous pouvions avoir ainsi le ratio de pénétration

des bactéries passant a travers les couches a partir d’'une quantité connue d’autant plus
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que les bactéries utilisées devenaient rouges lors de la pousse facilitant ainsi leur
comptage. Les résultats de 1’étude montrent que le taux de bactéries présentes au sein de
la couche interne du masque apres 6 heures de port est en diminution par rapport a un port
de 4 heures. Comme énoncé lors de la discussion de I’article, la salive joue un role clé
dans la formation et le maintien de I’équilibre écologique du microbiote buccal. Ce
manque de salive au sein de de notre simulateur a donc pu favoriser la perte de bactéries
au fil du temps. Il aurait ét¢ donc préférable que notre simulateur soit équipé de salive
pouvant mimer la présence de protéines et de glycoprotéines nécessaires a la survie de
bactéries afin d’€tre au plus proche de la réalité. De plus, 1’air ambiant a pu favoriser
I’évaporation des gouttelettes contenant les bactéries les rendant fragiles et exposées a la
sécheresse et favorisant leur mort au fil des heures. Ce phénoméne entraine un effet

bactéricide du textile trés proche de celui des substances ajoutées au masque biocide.

8.3.Impact du cycle respiratoire

Le cycle respiratoire d’un étre humain au repos et a 1’effort differe. Le volume d’air
inspiré et expiré ainsi que la fréquence respiratoire augmentent a I’effort afin de permettre
une meilleure oxygénation de I’organisme. Le fait de porter un masque durant un exercice
physique induit des changements physiologiques comme I’augmentation de la pression
artérielle et de la fréquence cardiaque (87). Les résultats notre €tude montrent que
I’augmentation du cycle respiratoire n’est pas un parametre faisant varier la quantité de
bactéries au sein des différentes couches du masque. En effet, nous ne retrouvons pas de
différence significative concernant le nombre de bactéries présentes sur la face interne du
masque chirurgical. Ce cycle respiratoire n’a pas d’influence directe sur I’ouverture

potentielle de mailles ou de fibres du masque pouvant favoriser le passage des bactéries
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qui pouvait étre mise en jeu par I’augmentation du volume d’air inspiré et expiré.

Nous pouvons alors nous demander si ces données sont é¢galement valables pour les
masques textiles. Tout d’abord, il a ét¢ démontré que les masques en tissu peuvent paraitre
plus étouffant en raison de leur matériau plus couvrant et générer une dyspnée accrue par
rapport a un non-port du masque. (11). Le temps d’exercice s’avere également écourté du
fait de la pénibilité du port du masque. Ainsi, fournir un effort physique nécessite une
mobilisation entiere du corps en raison d’une activation musculaire et d’une dépense
énergétique. Cette dépense génere une chaleur pouvant faire monter la température
corporelle jusqu’a 40°C. Avec un port du masque, les performances physiques délivrées
restent inchangées mais ’effort percu est plus important entrainant une fatigue accrue,
une dyspnée et donc une augmentation de température corporelle (88). Porter un masque
est considéré comme étant inconfortable puisqu’il devient progressivement humide en
raison de la sueur et de la vapeur d’eau provenant des expirations pulmonaires et ce qui
va empécher ou rendre difficile I’entrée d’air (89,90). Ce phénomeéne se caractérise de
maniere plus accrue sur un masque textile puisque celui-ci est fabriqué avec un matériau
hydrophile retenant plus facilement les liquides. Avec une sudation plus intense, le
feuillet interne du masque peut se retrouver plus humide que la normale et favoriser une
absorption plus rapide des gouttelettes contenant des bactéries. Ce phénoméne peut
engendrer le passage des bactéries au sein des feuillets suivants. Il peut étre plus prononcé
pour les masques UNS2 du fait de leur nature complétement hydrophile contrairement
aux masques UNSI1 de notre étude qui comporte une couche interne hydrophobe.
Concernant le masque biocide, des résultats montrant un nombre plus faible de bactéries
au sein des différentes couches auraient pu apparaitre du fait de la présence de molécules
bactéricides. Cependant, les caractéristiques décrites ci-dessus concernant les masques

textiles UNS2 peuvent également s’appliquer du fait que le masque biocide soit fabriqué
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en coton.

8.4.Impact de I’ajustement du masque au visage

Lorsqu’un masque chirurgical est ajusté¢ sur le visage, celui-ci ne peut pas étre
completement étanche. En effet, des flux d’air subsistent sur les cotés du visage du
porteur. Ainsi, lors de I’inspiration ou de I’expiration, des particules peuvent entrer ou
sortir au sein du masque. Notre étude, qui s’est exclusivement penchée sur le cas du
masque chirurgical concernant le parameétre de I’étanchéité, nous montre que celui-ci joue
un rdle sur le nombre de colonies retrouvées au sein de la face interne des masques. Nous
observons une réduction significative du nombre de bactéries sur la couche interne du
masque lors du port étanche. En empéchant toute fuite d'air, le masque retient 'humidité
produite par la respiration et la conserve a l'intérieur des différentes couches. Cela
empéche les bactéries de se développer dans I'environnement nécessaire a leur survie
puisque le liquide formant les gouttelettes est absorbé laissant les bactéries exposées et
vulnérables au sein du masque. La gouttelette servait de moyen de conservation,
protection de la bactérie pour qu’elle ne s’altére pas. En empéchant toutes fuites d’air vers
I’extérieur, nous aurions pu croire que le taux de bactéries au sein du masque serait
augment¢ puisqu’elles n’auraient pas eu de moyen de s’échapper au sein du masque mais
ce ne fut pas le cas.

Concernant la mise en place de 1’ajustement du masque au visage, nous avons utilis¢ du
ruban adhésif pour améliorer artificiellement son étanchéité. Ceci est vraisemblablement
peu réaliste dans le quotidien de chaque individu. Un masque complétement étanche n’est
actuellement pas possible dans la vie quotidienne. Néanmoins, un dispositif de retenue de

masque congu a I’imprimante 3D utilisé pour une étude concernant 1’amélioration des
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performances d'ajustement des masques existe mais n’est pas démocratisée (91).

Par ailleurs, changer I’ajustement d’un masque s’avere trés efficace pour augmenter ses
performances de protection contre la projection de gouttelettes provenant du porteur. Des
solutions comme 1’ajout d’un support de masque, de sangles auriculaires, de nouages ou
de plis peuvent étre des propositions (92). Concernant les fuites d’air, les masques textiles
laissent passer ’air plus facilement a travers leurs couches en raison de la nature du
matériau avec lequel ils sont fabriqués. Les mailles laissent entrer 1’air plus facilement et
donnent un coté aéré au textile. Nous pouvons nous demander si ce facteur d’étanchéité
aurait pu avoir un impact sur la migration des bactéries ou non au sein de ces masques. Si
nous reprenons les données recueillies dans notre étude sur I’impact du type de masque,
une premiere partie de réponse peut statuer sur le fait que comme les masques en tissu
laissent passer plus facilement les bactéries a travers les couches, nous aurions pu
retrouver une part plus importante de bactéries au sein de la couche intermédiaire et
externe du masque par rapport au masque chirurgical. Tout ceci n’est que suppositions

qui devront faire I’objet d’études complémentaires.

8.5.Limites et perspectives

Tout d’abord, I'utilisation de S.epidermidis en tant que bactérie étudiée s’explique par le
fait que cette espece est I'une des plus courantes sur les masques et que sa concentration
dans la condition expérimentale est comparable a celle observée dans les conditions de
port réelles. Cette bactérie est considérée comme commensale de I’humain et typique de
la flore de la peau. A l'inverse du test EFB, notre recherche se focalise sur la migration
des bactéries déja présentes au sein du masque et non aérosolisées. Il est donc nécessaire

d’apposer les bactéries directement sur les masques et non d’utiliser un nébuliseur ou une
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chambre aérosol qui sont des instruments utilisés pour le test EFB. Le comptage des
bactéries ne se fait pas au travers d’un impacteur en cascade mais par ensemencement
d’une membrane sur une gélose. Cette membrane est imbibée du liquide d’extraction dans
lequel la couche de masque concernée a été plongée. Des pertes de matieres peuvent donc
étre possible puisqu’un facteur humain rentre en jeu. Ces pertes auraient pu se situer lors
de manipulations sur la réplique anatomique des voies aériennes ou lors de la filtration

sur membrane.

Ensuite, parmi les interrogations qui peuvent se poser, nous ne pouvons pas savoir si les
bactéries sont mortes ou seulement non cultivables. Il aurait fallu récupérer les couches
des masques et les remettre en bouillon de culture afin de vérifier de la présence ou non
de bactéries encore viables.

De plus, nous avons testé les différents types de masques dans leur état neuf. Leurs
multiples utilisations ainsi que le passage a la machine peuvent altérer la taille des pores,
les fibres ou la charge électrostatique par exemple. La qualité de la filtration peut étre
impactée. Cela n’a dont pas été étudié¢ dans I’expérience menée.

Concernant I’impact patient, les résultats de notre ¢tude montrent qu’il serait ainsi
préférable de favoriser I'utilisation de masques chirurgicaux ou biocide pour limiter la
propagation des bactéries au sein de I’environnement du porteur. En effet, aucune ou tres
peu de bactéries n’ont été retrouvées au sein du feuillet externe cing minutes apres
apposition des bactéries sur le masque chirurgical et biocide contrairement aux masques
UNSI et UNS2. Ceci témoigne d’un faible passage immédiat des bactéries a travers les
couches de ces masques. Cependant, nous retrouvons le nombre le plus ¢levé de bactéries
au sein du feuillet interne du masque chirurgical aprés plusieurs heures de port. Le

compromis idéal serait d’avoir un masque fabriqué de la méme mati€re qu’un masque
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chirurgical sur laquelle on ajouterait une substance biocide. Ce type de masque existe déja
mais n’est pas encore largement démocratisé en raison d’une surveillance accrue de la
part I’ANSM et de la Direction générale de la Concurrence, de la Consommation et de la
Répression des fraudes concernant les substances biocides. Le masque traité serait donc
exempt de toutes bactéries et le porteur ne serait pas en contact prolongé avec des
bactéries au sein du feuillet interne de son masque. Mis en place, ce systéme se révélerait
utile pour les personnes immunodéprimées qui sont celles qui courent le plus grand risque

de contracter des infections si une de leurs bactéries commensales devenait opportuniste.

A T’avenir, il serait ainsi intéressant de tester 1’ensemble des conditions de port, ¢’est-a-
dire port lache/étanche, durée de port 4h/6h et cycle respiratoire normal/effort avec la
totalit¢ des types de masques afin d’avoir une vision d’ensemble de la capacité¢ de

pénétration bactérienne sur ces quatre types de masques.

9. Conclusion

En conclusion, cette étude a permis de constater que la majorité des bactéries restent
principalement au sein de la couche interne du masque et ne traversent pas facilement les
différentes couches au fil du temps. Le masque chirurgical et le masque UNSI étaient les
masques avec le nombre de colonies de bactéries le plus €élevé sur la couche interne et
constituaient un environnement favorable a leur survie. A I’inverse, le masque biocide a
démontré son efficacité en tant qu’antibactérien puisqu’il a rapidement fait diminuer le
nombre de bactéries présentes au niveau de la couche interne.

Aucune influence n'est attribuable aux parameétres concernant le cycle respiratoire, mais

l'ajustement du masque et la durée de port exercent un rdle sur le nombre de bactéries
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retrouvées dans la couche interne du masque chirurgical. En effet, un ajustement étanche
et une augmentation de la durée de port ont entrainé une diminution de la quantité de
bactéries sur la couche interne.

Ces résultats nous montrent que la capacité de pénétration passive des bactéries non
aéroportées est négligeable. Ainsi, nous pouvons confirmer que le test standard
d'efficacité de filtration bactérienne, qui repose sur la pénétration active des bactéries en
suspension dans l'air via des gouttelettes d'aérosol, est la méthode la plus objective

permettant d’évaluer la capacité des bactéries a pénétrer a travers les couches du masque.
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Le but de cette étude était de quantifier le nombre de bactéries non aéroportées pouvant
pénétrer passivement dans les couches de quatre types de masques (masque chirurgical,
masque a usage non sanitaire de type 1 (UNSI), biocide et UNS2) et de déterminer
l'influence des conditions de port pour le masque chirurgical. Un simulateur de port de
masque constitué¢ d’une réplique anatomique 3D des voies respiratoires supérieures reliée
a une pompe respiratoire a été utilisé. L’influence de la durée de port, de la qualité
intrinséque de filtration du masque, de 1'ajustement au visage (lache ou étanche) et des
parameétres respiratoires (volume courant, fréquence respiratoire) a été¢ examinée.

Un inoculum de Staphylococcus epidermidis a été appliqué sur la couche interne des
masques. Apres une simulation de port d’une durée de quatre heures, les couches ont été
séparées et les bactéries comptées. Un nombre extrémement faible de bactéries a été
quantifi¢ dans les couches intermédiaire et externe des masques, car la trés grande
majorité des bactéries est restée sur la couche interne. Le masque chirurgical et le masque
UNSI1 étaient les masques qui retenaient le plus de bactéries et constituaient un
environnement favorable a la survie des bactéries sur la couche interne. Le masque
biocide a rapidement réduit les bactéries présentes au niveau de la couche interne. Les
parameétres respiratoires n’ont exercé aucune influence, contrairement a I’ajustement
étanche et a ’augmentation de la durée de port, qui ont entrainé une diminution de la
quantité de bactéries sur la couche interne. Ces résultats démontrent que la capacité de
pénétration passive des bactéries non aéroportées est négligeable. Par conséquent, nous
pouvons confirmer que le test standard d'efficacité de filtration bactérienne, qui inclut la
pénétration active des bactéries en suspension dans l'air sous forme de gouttelettes
d'aérosol, constitue la mesure la plus objective de la capacité des bactéries a pénétrer a
travers les couches du masque.

A TPavenir, la démocratisation de I’utilisation de masques alliant les propriétés
hydrophobes du masque chirurgical et antiseptiques du masque biocide permettrait de
protéger de maniere efficace la population générale. Cela empécherait la propagation des
micro-organismes et diminuerait leur nombre au sein des masques, ce qui serait bénéfique

pour les personnes immunodéprimées. Leur potentiel risque pour la santé nécessite
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néanmoins une évaluation approfondie notamment en fonction des particules biocides

utilisées.
Le Président de la thése, Vu et permis d’imprimer, Lyon, le 19/12/2024
Nom : Professeur X. Armoiry Vu, le Directeur de I'Institut des Sciences
Pharmaceutiques et Biologiques, Faculté
de Pharmacie
Signature:

Pour e Président de I'Université Claude Bernard Lyon 1,
Professeur C){DUSSART.
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11. Annexes

11.1. Protocole de manipulation pour la simulation du port de

masque sur une réplique anatomique des voies aériennes supérieures

Montage et manipulation de la simulation :

Objectif

L’objectif de ce montage est de simuler au mieux et en se rapprochant des conditions
physiologiques le port du masque. Le protocole et le montage ont été réalisés avec I’aide

de Mme Lara LECLERC dans le laboratoire L314.

Matériel
- Humidificateur chauffant Fisher&Paykel MR410, dont le but est de chauffer

de I’eau pour produire de la vapeur d’eau.

Pompe respiratoire sinusoidale Pari Compas 2 (ref : L308-Pompe respi-01)
- 5 filtres absolus de type PALL pour protéger la pompe de 1’humidité

- Réplique de téte avec les voies aériennes supérieures

- Tuyau de 15 cm annelé en plastique, représentant une trachée

- Statif avec noix de serrage et pince trois doigts

Montage
- Remplir 'humidificateur chauffant d’eau stérile jusqu’a la limite indiquée sur le
réservoir de I’humidificateur (trait horizontal sur le réservoir).
- Emboiter I’extrémité du tuyau provenant de la pompe respiratoire sinusoidale

avec un filtre absolu PALL.
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- Emboiter I’embout libre du filtre avec un des embouts de 1’humidificateur
chauffant.

- Fixer I’autre embout de I’humidificateur au tuyau représentant la trachée.

- Fixer ce méme tuyau représentant la trachée a la réplique anatomique des voies
aériennes supérieures.

- Fixer la réplique au pied de facon a positionner le tuyau représentant la trachée a
la verticale.

Placer le montage au sein du PSM (Poste de Sécurité Microbiologique).

la pompe respiratoire

Réplique anatomique
des voies aériennes

supérieures Statif avec noix et pince
3 doi

Filtre absolu de type o1gts

PALL

Tuyau de 15 cm

Humidificateur d’air représentant la trachée

thermostat 6

Figure A : Schéma du montage fini
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Tuyau reliant la
pompe
respiratoire a
I'humidificateur
d’air

Réplique anatomique
des voies aériennes
supérieures

Poste de sécurité
microbiologique

Humidificateur
d’air

Pompe respiratoire
sinusoidale

Figure B : Schéma du plan de travail

Manipulation
1. Enlever I’embout du filtre pour remplir ’humidificateur chauffant a la jauge
(jusqu’a la fleche).
2. Ré emboiter I’embout du filtre.
3. Brancher et allumer I’humidificateur chauffant 30 minutes avant le début de la
simulation du port du masque.
4. Fixer sur la réplique anatomique le premier masque de la série a tester en nouant
les ¢lastiques derriere la téte.
5. Allumer I’ordinateur avec D’interrupteur rouge sur la pompe respiratoire
sinusoidale PARI Compas 2.
6. Sur ’ordinateur controlant la pompe respiratoire sinusoidale, cliquer sur 1’icone
de la courbe sinusoidale.
7. Entrer les parametres suivants pour lancer une simulation a vide (sans masque) :
Paramétres : 1000 cycles, 2s d’inspiration, 3s d’expiration, VT = 500 ml.
8. Cliquer sur I’icone du triangle pour lancer la simulation.

9. Cliquer sur: Reset motor and start.
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10. Cliquer sur : Start Now!
11. De la méme fagon, paramétrer la pompe respiratoire selon les caractéristiques
liées aux parametres de simulation.
Attention : utiliser le clavier numérique pour utiliser un « . » comme séparateur décimal.
12. Lancer la pompe respiratoire.
13. Relancer la pompe respiratoire a I’arrét de celle-ci autant de fois que spécifié dans
I’annexe 1.
Vérifier le niveau d’eau dans I’humidificateur, remplir a la jauge (jusqu’a la fleche) si le
niveau est bas.
14. A la fin de la simulation du port du masque, changer le masque et répéter les étapes
5a6.
15. Eteindre et débrancher 1’humidificateur d’air.
16. Ranger la réplique anatomique des voies aériennes supérieures dans un placard

pour la protéger des UV car la résine est photosensible.
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Parameétres de simulation

Paramétres de Type de Temps de | Portage Cycle Inoculum
simulation masque port du respiratoire | initial face
masque interne
Témoin négatif Chirurgical | 4h sur Lache Normal Aucun
simulateur
Test de cultivabilité Tous Sminet4h |- - 10° UFC/mL
masques sur la avant
paillasse dilution
Référence- | Condition | Chirurgical | 4h Lache Normal 10° UFC/mL
Port 1 avant
standard dilution
recommandé
Impact de la | Condition | Chirurgical | 6h Lache Normal 10° UFC/mL
durée de 2 avant
port dilution
Impact du Condition | UNSI1 4h Lache Normal 10° UFC/mL
type de 3 avant
masque dilution
Condition | UNS2 4h Lache Normal 10° UFC/mL
4 avant
dilution
Condition | Masque 4h Lache Normal 10° UFC/mL
5 biocide avant
dilution
Impact de Condition | Chirurgical | 4h Etanche Normal 10° UFC/mL
I’ajustement 6 avant
dilution
Impact du Condition | Chirurgical | 4h Lache Effort 10° UFC/mL
cycle resp. 7 avant
dilution

Concernant les masques textiles (biocide, UNS1 et 2) une mise sous UV de 1h est
nécessaire de chaque coté du masque afin d’éviter tout risque de contamination

bactérienne ou fongique environnementale.

Pour mesurer I’impact du port étanche (condition 6), un ruban adhésif va étre utilisé pour

faire en sorte qu’aucune sortie d’air ne soit possible.
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Figure C : Montage du simulateur avec ajustement du masque en condition
« étanche »
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11.2. Protocole de préparation de la souche bactérienne de S.

epidermidis RP62a (STAH43)

Voici le protocole de préparation de la souche bactérienne suivi pour les manipulations.

Matériel

Inoculum bactérien : souche de S. epidermidis RP62a (STAH43) stockée dans le
congélateur a -80°C en salle L.320

- Eau peptonce

- Tube falcon de 50 mL

- Portoir

- Pipette graduée de 2 mL + pipette boy

- Micropipette de 100 pL

- Micropipette de 2 puL

- Agitateur orbital (vitesse de 350 tours/min)

- 2 ou 3 flacons de LEP (cela dépend du nombre de feuillets du masque concerné)

- Pinces et ciseaux stériles/désinfectées a 1’éthanol 70° ou & I’ Aniospray Quick

Méthode

Tous les prélevements se font sous PSM
- Prendre I’inoculum du congélateur et le laisser décongeler a température ambiante
- Désinfecter la surface de travail sous PSM
- A laide la pipette graduée, mettre 2 mL d’eau peptonée dans le tube Falcon posé

sur le portoir
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Prélever a I’aide la micropipette 100 uL d’inoculum bactérien et les verser dans
le Falcon contenant 2 mL d’eau peptonée

Mettre le mélange a agiter au niveau de 1’agitateur orbital pendant 15 minutes
Aprés agitation, remettre le Falcon sous PSM sur le portoir

Installer les flacons de LEP et une boite de Pétri rectangulaire préalablement
désinfectée a 1’éthanol 70% et a a I’ Aniospray Quick au niveau du poste de travail
sous PSM

Mettre le masque coté face externe sur la boite de Pétri

A T’aide de la micropipette, prélever 2 puL. du mélange contenu dans le Falcon et
le déposer sur la face interne du masque, dans la zone centrale

Répéter cette opération 50 fois en faisant 5 lignes de 10 dépots pour faire une
surface rectangulaire

Laisser les gouttelettes sécher 30 minutes si ¢’est un masque chirurgical ou UNSI
et positionner le masque sur le simulateur en faisant un nceud derricre

NB : Pour les masques en tissu, il n’y a pas de temps de séchage car le tissu
absorbe directement les gouttelettes

Aprés le temps de port adéquat, enlever le masque du simulateur (couper les
lanieres) et le déposer sur la boite de Pétri

A T’aide d’une paire de ciseaux stériles, découper les laniéres du masque et les
cotés du masque reliant les couches entre-elles

A T’aide de pinces stériles, séparer les feuillets et les insérer dans un flacon de LEP
(un flacon pour chaque feuillet) étiqueté

Remettre les flacons dans le frigo

Effectuer la filtration au sein du laboratoire d’hygiéne le lendemain
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Figure D : Mélange d’inoculum bactérien et d’eau peptonée posé sur ’agitateur
orbital

Figure E : Schéma des dépots des gouttelettes contenant ’inoculum bactérien sur le
masque
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11.3. Protocole de filtration sur membrane

Protocole de filtration issu du laboratoire d’hygiene du CHU de Saint-Etienne avec les

volumes adapté selon notre étude :

Matériel utilisé (réactifs, consommables)

Rampe milipore Ref: A1-RF-0004 (CHU-BIO-2000697) et Ref. A1-RF-0001
(CHU-1610291) ou rampe de remplacement Sartorius Ref. 0610173

Pinces stériles

Entonnoir a usage unique

Bac jaune de 4L

Membrane filtrante taille 0,45 um Ref. HAWG047S6 (lot F3BB50249, exp 02/25)
Géloses TSA (réference PO5012A)et Sabouraud-Chloramphénicol (référence

027949)

Mode opératoire de filtration

Allumer le PSM

Stériliser avec un chalumeau la rampe

En fonction du nombre de filtrations a effectuer, prendre une ou plusieurs
membranes filtrantes et les déposer c6té quadrillé en haut de la grille d’évacuation
en ne saisissant que le bord extérieur de la membrane a 1’aide de la pince stérile
Mettre un entonnoir plastique a usage unique sur 1’unité de filtration

Bien ajuster le montage pour éviter tout risque de fuites

Vérifier que les robinets inox situés sur les rampes sont fermés (position

horizontale)
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Mettre en route la pompe a vide (interrupteur rouge situé sur le c6té gauche du
manometre)
Remplir I’entonnoir avec la quantité d’eau a filtrer (si la quantité est inférieure a
10 mL, rajouter 20mL de tryptone sel afin de mouiller la membrane et filtrer un
plus grand volume)
Ouvrir les robinets inox situés sur les rampes (position verticale) et faire un vide
suffisant pour filtrer lentement I’eau a travers la membrane
Apres filtration compleéte :

o Fermer les robinets inox situés sur la rampe

o Arréter le moteur €lectrique de la pompe a vide
Désaccoupler I’entonnoir et sa base
Retirer, a 1’aide de pinces stériles, la membrane filtrante, puis la transférer sur le
milieu adapté (ici TSA) en s’assurant qu’il n’y a pas de bulle d’air entre la
membrane et le milieu
Pour filtrer un autre échantillon, stériliser avec un chalumeau la grille
d’évacuation et mettre une nouvelle membrane et un nouvel entonnoir puis
recommencer 1’opération
A la fin de la série de filtration, éteindre le PSM
Stériliser avec un chalumeau la rampe
Incuber les géloses TSA a 30°C pendant 3 jours (pour cette premicre filtration des
géloses Sabouraud-Chloramphénicol ont aussi été utilisées mais elles ne le seront

plus par la suite, elles sont incubées a 21°C pendant 7 jours)
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Membrane 0,45 um

Tuyau d’aspiration

Rampe d’évacuation

Pince

Gélose TSA

Figure F : Plan de travail de la filtration
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Figure G : Exemple de pousse de colonies bactériennes sur membrane
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L’ISPB - Faculté de Pharmacie de Lyon et I’Université Claude Bernard
Lyon 1 n’entendent donner aucune approbation ni improbation aux opinions
émises dans les théses ; ces opinions sont considérées comme propres a leurs
auteurs.

L’ISPB - Faculté de Pharmacie de Lyon est engagé dans une démarche
de lutte contre le plagiat. De ce fait, une sensibilisation des étudiants et

encadrants des theses a été réalisée avec notamment l'incitation a 'utilisation
d’une méthode de recherche de similitudes.
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Evaluation de la capacité de pénétration des bactéries non aéroportées a travers les
couches de différents types de masques et sous différentes conditions de port

Th. D. Pharm., Lyon 1, 2025, 103 p.

RESUME

L'objectif de cette étude était de quantifier le nombre de bactéries non aéroportées pouvant
pénétrer passivement les couches de quatre types de masques (masque chirurgical, masque a usage
non sanitaire de type 1 et 2 (UNS1 et UNS2) et biocide) et d’évaluer l'influence des conditions de
port pour le masque chirurgical. Un simulateur de port de masque composé dune réplique
anatomique 3D des voies respiratoires supérieures reliée a une pompe respiratoire a été utilisé.
L’influence de la durée de port, de la qualité intrinseque de filtration du masque, de l'ajustement
au visage (lache ou étanche) et des paramétres respiratoires (volume courant, fréquence
respiratoire) a ét¢ examinée. Un inoculum de Staphylococcus epidermidis a été appliqué sur la
couche interne des masques. Apres une simulation de port d’une durée de quatre heures, les couches
ont été séparées et les bactéries comptées.

Un nombre extrémement faible de bactéries a été quantifié dans les couches intermédiaire et
externe des masques, car la trés grande majorité des bactéries est restée sur la couche interne. Le
masque chirurgical et le masque UNSI étaient les masques qui retenaient le plus de bactéries et
constituaient un environnement favorable a la survie des bactéries sur la couche interne. Le masque
biocide a rapidement réduit les bactéries présentes au niveau de la couche interne. Les parametres
respiratoires n’ont exercé aucune influence, contrairement a I’ajustement étanche et a
I’augmentation de la durée de port, qui ont entrainé une diminution de la quantité de bactéries sur
la couche interne. Ces résultats démontrent que la capacité de pénétration passive des bactéries non
aéroportées est négligeable. Par conséquent, nous pouvons confirmer que le test standard
d'efficacité de filtration bactérienne, qui inclut la pénétration active des bactéries en suspension
dans l'air sous forme de gouttelettes d'aérosol, constitue la mesure la plus objective de la capacité
des bactéries a pénétrer a travers les couches du masque.
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Masque chirurgical
Charge bactérienne
Simulateur de port
Passage passif
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