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Introduction

INTRODUCTION

Les infections associées aux soins (IAS) représentent un probleme de santé publique majeur
qui fait peser une lourde charge sur les systemes sanitaires et 1’économie. En raison de
I’apparition et la propagation des souches bactériennes résistantes aux antibiotiques,
I’antibiothérapie seule n’est plus suffisante. Il est donc nécessaire de renforcer les mesures

préventives afin de réduire la transmission des germes [1].

Les surfaces environnementales jouent un role primordial dans la propagation des IAS. Ces
surfaces sont définies comme étant toute surface pouvant étre touchée par les patients, le
personnel médical ou les visiteurs de malades [2]. En effet, dans plus d’un cas sur trois, les
IAS sont contractées ou transmises suite a un contact avec des objets ou des surfaces

contaminees par des agents pathogénes [3].

Pour diminuer la contamination de I’environnement hospitalier, une solution pourrait étre
envisagée est celle du remplacement des matériaux habituellement utilisés sur les surfaces
environnementales par un autre matériau qui aurait des propriétés antimicrobiennes

permettant d’éliminer les microorganismes entrant en contact direct avec ces surfaces [2].

Différentes études ont testé le pouvoir antimicrobien de plusieurs métaux, tel que I’argent et
le titane. Cependant, le métal qui démontre les résultats les plus prometteurs est le cuivre [2].
Les propriétés antimicrobiennes du cuivre sont connues depuis 1’ Antiquité. En effet, un intérét
croissant s’est porté sur ce métal depuis plus d’une décennie. Ses propriétés biocides ont fait
I’objet de nombreuses études publiées portant sur ’efficacité de ce matériau sur divers

microorganismes [4].

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés aux propriétes antibactériennes et antifongiques
du cuivre en essayant de répondre & la question a savoir si I'utilisation du cuivre comme
matiére couvrante des différentes surfaces environnementales pourrait étre une solution

efficace contre la transmission d’infections ou du moins réduire leur fréquence.



Introduction

Objectifs :

L’objectif principal de ce travail est d’évaluer I’efficacité antimicrobienne des surfaces en
cuivre ainsi que I’intérét de leur utilisation comme moyen pour la prévention et le controle de
la transmission des IAS. Pour cela, nous étudierons conjointement les propriétés
antibactériennes et antifongiques de ce métal ; in vitro sur plusieurs microorganismes isolés
des prélevements des malades hospitalisés au niveau de 1’établissement hospitalier Didouche
Mourad, et in situ sur les flores microbiennes colonisant des surfaces en cuivre installées dans
I’environnement des malades en les comparant avec celles présentes sur les surfaces contréles

(inox, bois, plastique ..etc).

Nous avons également comme objectif secondaire d’étudier le pouvoir des bactéries a

développer une résistance au cuivre lors d’un contact continu avec ce métal.
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1. GENERALITES SUR LE CUIVRE :

1.1. HISTORIQUE :

L’usage du cuivre par les civilisations humaines date du V™ millénaire avant. J.-C. c’est le
plus ancien métal utilisé par I’homme, probablement parce qu’il pouvait étre trouvé a 1’état
natif ne nécessitant pas de fusion [5]. Dés I’an 5 000 avant I’ére chrétienne, on a trouvé des
preuves archéologiques de I’existence de la fusion du cuivre et de son raffinage a partir de la
malachite ou de I’azurite antérieurement a la découverte de I’or datant de 4 000 ans avant. J.-
C [6]. Avec I’invention de la fusion, 1’ére métallurgique a commencé et I’intérét de la

combinaison du cuivre avec d’autres métaux a été découvert [5].

Le cuivre, combiné a I’étain ou a dautres metaux, donne lieu a « I'age du bronze », les
premiéres ceuvres d’art en bronze emanant de la civilisation sumérienne datent de 3000 ans
avant. J.-C [7]. Cependant, ce n’est qu’au deuxiéme millénaire avant. J.-C que I'utilisation du
bronze était généralisée dans toute I’Europe. Dés I’an 1000 avant. J.-C, I’homme était capable
de fondre et de forger le fer. Cette découverte a marqué le début de 1’age du fer et la fin de

I’age du bronze [5].

La premiere utilisation antimicrobienne du cuivre était citée dans le Smith Papyrus, un ancien
livre médical égyptien, qui date de 2600 av. JC., ce métal était utilisé sous plusieurs formes
(sels, oxydes, copeaux et éclats de cuivre) pour désinfecter les plaies thoraciques et pour

stériliser I’eau de boisson.[8]

Les Grecs utilisaient également le cuivre pour stériliser les plaies fraiches. Ils saupoudraient
ces plaies d’un mélange de sulfate de cuivre et d'oxyde de cuivre. Un autre reméde
désinfectant des plaies était utilisé a 1’époque est celui du mélange d’oxyde de cuivre et du

miel.

Les romains ont remarqué que I’utilisation des ustensiles de cuisine en cuivre prévenait la
transmission des maladies infectieuses. lls utilisaient également des canalisations en

cuivre pour ameliorer la qualité de 1’eau potable.

Pline I’ancien (23 a 79 apres JC), un écrivain et naturaliste romain, a décrit plusieurs remedes
a base de cuivre. A cette époque, le mélange d'oxyde de cuivre noir et du miel était utilisé

pour traiter les vers intestinaux, désinfecter le nez et comme purgatif de I'estomac.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Ve_mill%C3%A9naire_av._J.-C.
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89tain
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%82ge_du_bronze
https://fr.wikipedia.org/wiki/Papyrus_Edwin_Smith
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A 1’époque moderne, une observation publiée en 1867 a rapporté que les chaudronniers de
cuivre étaient "immunisés" contre la choléra lors des épidémies de 1832, 1849 et 1852 a
Paris.[8]. En 1895, une revue sur l'action pharmacologique des composés de cuivre a été
publiée. Dans cette revue, on a cité ’utilisation de I’arséniate de cuivre dans le traitement du
choléra et de la dysenterie. Plusieurs composés inorganiques de cuivre ont été également
utilisés dans le traitement des anémies, de I’eczéma, de l'adénite chronique, du lupus et de la

syphilis.

Bayer a développé un complexe organique a base de cuivre pour traiter la tuberculose.
Ce traitement au cuivre de la tuberculose s'est poursuivi jusqu'aux années 1940. L’utilisation
du cuivre comme antimicrobien a été delaissee apres la commercialisation de la pénicilline G
en 1945 [8].

Cependant I’utilisation des antibiotiques commence a montrer ses limites face a la résistance
de plus en plus grande de certains microorganismes, cette situation est particulierement
inquiétante dans les structures de santé ou les germes multi resistants sont responsables des
infections associés aux soins (IAS). Face a ce probleme, I’apparition de nouvelles approches

pour limiter la transmission des germes est nécessaire.

Actuellement un intérét croissant s’est porté sur I’utilisation du cuivre comme surface

antimicrobienne dans les structures de soins pour lutter contre la diffusion des IAS [5].

1.2. LAPLACE DU CUIVRE DANS LE TABLEAU PERIODIQUE :

Le cuivre est un métal de transition appartenant au groupe 11 et a la quatrieme période du

tableau périodique des éléments, ¢’est un élément du bloc d.

C’est le neuvieme des métaux de transition situés entre le calcium et le gallium, il posséde un
électron unique sur son orbitale s externe et des sous-couches p et d entierement occupées, ce
qui favorise la formation de liaisons métalliques. Le cuivre appartient au méme groupe de

I’argent et I’or. la noblesse et la rareté des éléments de ce groupe croit du cuivre a I'or [9].


https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89l%C3%A9ments_du_bloc_d
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Figure 01 : la place du cuivre dans le tableau périodique [Chemica essentiels Photo Stock -
Alamy].

1.3. LE CUIVRE A ETAT NATUREL :
Le cuivre est un métal d’une abondance moyenne dans la croute terrestre. Ses gisements sont

répartis d’une fagon inégale a la surface de la terre. lls sont essentiellement localisés dans
I’hémisphére sud du globe.

Il est parmi les rares métaux qui existaient durant I’antiquité a 1’état de corps simple Sous
forme de cristaux de maille cubique. L’homme de la préhistoire avait accés a ce métal facile
a travailler, en le martelant légérement. Actuellement, I’abondance du cuivre natif est assez
faible. Il se trouve essentiellement combiné a d’autres éléments pour donner des sels
contenants de 30% a 90 % de cuivre [9].

On connait actuellement prés de 165 minerais de cuivre répartis en deux classes : les minerais
sulfurés et les minerais oxydés. Les sulfures ou les sulfo-sels sont les plus fréquents, la
covelline (CuS), la chalcosine (Cu,S), la chalcopyrite (CuFeS,), la cubanite (CuFe,Ss) et la
bornite (CusFeSs) représentent les principales ressources de cuivre. On les retrouves surtout

dans le Nevada et I’Arizona aux Etats Unis et en Cornouailles au Royaume Uni.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Cubique_%C3%A0_faces_centr%C3%A9es
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Les carbonates naturels de cuivre : la malachite (Cu2CO3(OH)z2) et I’azurite (Cuz(COz)2(OH)2)
se trouvent en France, en Australie et dans les Monts Oural. Tandis que la cuprite, oxyde de

cuivre (Cu20), se trouve a Cuba.

Le cuivre se trouve également dans I’enargite, arséniate sulfureux de cuivre, dans la
chrysocolle, silicate hydraté de cuivre et dans la tétraedrite, sulfure de cuivre, d’antimoine et

d’autres métaux [11].

Figure 2 : Malachite [Vignes ,2023 ]. Figure 03 : azurite [Vignes ,2023].



Partie théorique et recherche bibliographique

1.4. ’EXTRACTION DU CUIVRE :
L’extraction du cuivre a partir de ses minerais dépend de la composition de ces derniers [6].
1.4.1. La Pyrométallurgie du cuivre :

Les minerais sulfurés ont une teneur allant de 1% a 12% en cuivre, ils sont a 1’origine
d’environ 80 % de la production mondiale, le cuivre est extrait de ces minerais par un procédé

appelé pyrométallurgie.

Ces minerais sont d’abord tamisés, concassés, broyés puis triés, avant d’étre concentrés en
cuivre par flottation. Ce produit concentré d’une teneur de 20 % a 40 % de cuivre subit un

grillage oxydant dans un four en présence de silice :
3CU2S liquide + 3 O2 gaz — 3 SO2 gaz + 6 CU métal liquide-

On obtient alors du cuivre d’une pureté de 98% , qui sera ensuite purifié en utilisant un
procédé d’affinage électrolytique durant 14 jours; la pureté du métal obtenu dépasse les
99.95% [6].

1.4.2. L’Hydrométallurgie du cuivre:

L’oxyde et les carbonates de cuivre (cuprite, malachite et azurite) sont pré-concentrés par
lixiviation acide (une technique d’extraction liquide-liquide). La solution contenant le cation
Cu?* est ensuite récupéré soit directement soit par décantation en cascade. La purification va
permettre de concentrer les solutions en ions Cu?*, qu'ils seront ensuite séparés par
électrodéposition, un procéde électrolytique permettant d’obtenir du cuivre d’un degré de
pureté de 99,9 % (cuivre rouge). On peut séparer le cuivre également par cémentation en
utilisant les déchets d'acier. Cependant, il en résulte du cuivre impur, contaminé par le fer, il

est donc nécessaire d’éliminer ces impuretés par un procédé d’ affinage électrolytique [6].


https://fr.wikipedia.org/wiki/Extraction_liquide-liquide
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acier
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1.5. LES ALLIAGES DE CUIVRE :

Le cuivre et ses alliages constituent la plus importante famille de métaux non ferreux apres
I’aluminium. Ces alliages sont plus durs, plus fusibles et plus facile & mouler que le métal pur
improprement appelé cuivre rouge. 1l existe actuellement plus de 200 alliages de cuivre dont

les principaux sont :

= Les laitons : ce sont des alliages de cuivre et de zinc. lIs constituent la famille la plus
utilisée. Communément appelé cuivre jaune, plus la teneur en cuivre est élevée plus
leur coloration doré est intense. L’addition du zinc au cuivre diminue le codt,
augmente la résistance et permet d’abaisser la température de fusion ce qui rend les
laitons plus facile a mouler.

= Les bronzes : ce sont des alliages de cuivre et d’étain. L’étain joue le méme role que
le zinc dans les laitons mais en agissant plus fortement, il est également plus colteux.
L’addition du phosphore (P < 1%) augmente fortement leur dureté, améliore leur
aptitude au moulage, et réduit leur oxydabilite. Le plomb (Pb) les rend plus facile a
usiner et le zinc diminue leur co(t.

= Les maillechorts : alliages ternaires de cuivre, nickel et zinc. Ils sont utilisés dans la
fabrication des articles ménagers, des pieces de monnaie et d'instruments d'optique de
précision. Ce sont des laitons additionnés de nickel. Cependant, ils ont une excellente
résistance a la corrosion par rapport aux laitons conventionnels.

= Les cupronickels : alliages de cuivre et de nickel, la présence du nickel les rends trés
malléables, plus résistants a la corrosion et améliore leur résistivité électrique. Ces
alliages sont utilisés dans la fabrication des piéces de monnaie, des résistances de
précision et du matériel de laboratoire.

= Les cuproaluminiums : alliages de cuivre et d’aluminium, une teneur en aluminium
entre 10 et 11% permet d’améliorer leurs caractéristiques mécaniques et leur
résistance a la corrosion. Ils sont surtout utilisés dans les fonderies.

= En plus du zinc, de I’étain, du nickel et de I’aluminium le cuivre peut étre allié
également au plomb, a I'argent et a l'or, ou a degré moindre au silicium, au chrome et

au béryllium. Au total, on peut compter plusieurs centaines d’alliages différents [11].
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1.6. LES PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES :

1.6.1 Les isotopes :

On connait 23 isotopes de cuivre dont le nombre de masse varie de 57 a 79. Deux d’entre eux
sont stables, %3Cu et %°Cu, ce sont des isotopes naturels. Le 53Cu est le plus abondant, il
représente a lui seul 69.17% du cuivre naturel. Les deux isotopes naturels ®3Cu et ®°Cu
possedent un spin nucléaire de 3/2.

Le reste des isotopes sont produits artificiellement, ils sont radioactifs. Le radio-isotope le
plus stable est ®’Cu, il posséde une demi-vie de 61,83 heures. Alors que **Cu est le moins
stable avec une demi-vie de 75 ns seulement. Les autres isotopes radioactifs possédent des

demi-vie ne dépassant pas une minute [11].

1.6.2. Les propriétés physiques et mecaniques :

numéro atomique. ..... 29
masse atomique....... 63,54
isotopes stables ....... 63 et 65
radio-isotopes......... b2 362,64 a 80
densité............... 8,9 g/cm?
température de fusion .. 1083,0°C
température d'ébullition. . 2570°C
structure électronique . . 15?,25?p"%,35°psd"°,4s
valence............... Tou?2
premier potentiel
d'ionisation........... 772 eV
deuxieme potentiel
d'ionisation ........... 20,2 eV
potentiels
élecrochimiques
CulCut............. 0,552V
CulCu®* ............ 0,345V
résistivité électrique. . .. 1,73x 1080. m
conductivité thermique . . de 400 3
412W.m1.K!

Figure 04 : propriétés atomiques du cuivre [Vignes ,2023].

Le cuivre est un métal de couleur rougeatre. Cependant, 1’exposition a l'air pendant une
longue durée pourrait 1’altérer en surface avec formation d’une couche de carbonates de

cuivre basique de couleur verte [11].

10
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Ce métal a une structure cristalline de type cubique a faces centrées avec un parametre de
maille (a=0,366 nm). Il a également une excellente conductivité thermique et électrique. Il
occupe la deuxiéme place dans la liste des meilleurs métaux conducteurs d’électricité et de
chaleur aprés 1’argent. Cependant, la présence des impuretés comme 1’arsenic, le phosphore
et surtout I’aluminium pourrait altérer cette conductivité. En effet, ces ¢léments étrangers

génent le transport des électrons en déformant le réseau.

Le cuivre pur possede des propriétés mécaniques moyennes ; il est situé avant des métaux
mous comme I’étain, le zinc et le plomb, mais loin derriére I’acier par exemple. Sa dureté est
égale a 3 dans I'échelle de Mohs. Ces propriétés favorisent la mise en forme de ce métal a
froid et a chaud. Il se travaille facilement, étant ductile et malléable [9].

Le cuivre et ses alliages sont largement utilisés dans l'industrie des gaz liquéefiés comme
matériaux cryotechniques. Cela est di a I’amélioration de leurs propriétés mécaniques aux

basses températures.

Par contre, aux températures élevées, leur résistance a l'oxydation diminue lorsque la
température augmente ainsi que les propriétés mécaniques du cuivre pur décroissent a partir
de 200° C. Cependant, les cupro-aluminiums et les cupronickels présentent une résistance
meilleure par rapport aux autres alliages a hautes températures. La température limite, pour

ces alliages, est située entre 400 et 500 °C suivant le temps qu'ils restent & ces températures

[9].
1.6.3. Les propriétés chimiques :

1.6.3.1. Action de Pair :
Le cuivre, chauffé au rouge, s’oxyde a l’air pour former I'oxyde (II) CuO noir. A des
températures plus élevées on obtient ’oxyde (I) Cu20 rouge.

CU solige + %2 O2 gaz — CuO solide noir-

2Cu solide t Yo 02 gaz — CUZO solide rouge-

L'air sec n’altére pas le cuivre. Cependant, dans une atmosphére ordinaire (en présence
d'’humidité et de CO,), un film vert d’hydroxycarbonate de cuivre basique Cu2COs3 Cu(OH)z,
appelé vert-de-gris, commence a se former lentement. 1l protége le métal contre la corrosion.

Ce film, on le trouve souvent sur les toitures en cuivre des constructions anciennes ou sur les

sculptures en bronze, telle que la Statue de la Liberté.

11
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La composition de cette couche différe selon le milieu. En présence de chlorures (milieu salin
ou marin) il se forme I'hydroxychlorure de cuivre Cu>Cl>,Cu(OH). , alors qu’ en présence de

sulfates ( milieu industriel), il se forme I'hydroxysulfate de cuivre Cu2SO4,Cu(OH)2 [12].

1.6.3.2 Réactions avec les acides :

L’eau et les acides non oxydants dilués n’attaquent pas le cuivre. Ce sont les acides oxydants
qui peuvent I’attaquer. Cependant, ce métal réagit avec I’acide chlorhydrique en présence
d’oxygéne pour donner les chlorures de cuivre. Il peut réagir également avec une solution

acide de peroxyde d'hydrogéne pour former le sel correspondant :

Cu + H202+ 2 HCI — CuCl, + 2 H20.
L'acide nitrique est un excellent solvant de cuivre. Il I’attaque pour donner le nitrate de cuivre
en solution et un oxyde d’azote. La nature de ce dernier dépend de la concentration de 1’acide.
L’acide nitrique dilué¢ donne le monoxyde d’azote alors que 1’acide concentré donne le

dioxyde.
3Cu solide métal T 8 HNO3 aqueux, dilu¢ — 3 Cu(NO3)2 agueux + 2NO gaz +4 HZOeau-
Cu solide métal + 4 HNO3 agueux, concentré —> CU(NO3)2 aqueux + 2NOZ gaz +2 HZO eau-

L'acide sulfurique concentré n’attaque pas le cuivre a froid, il I’attaque uniquement a chaud.

Ils se forment alors du sulfate de cuivre et du dioxyde de soufre [12].
Cu + 2H2804 concentré achaud — CuSO4 + 2 H20 + SO2 gaz-

L'évaporation de la solution donne des cristaux bleus, anciennement appelés vitriol bleu, de
formule steechiométrique CuSQO4,5 H20 [13].

1.6.3.3 Réaction avec ’ammoniaque :

L’ammoniaque concentrée dissout le cuivre avec formation d’une solution bleue, appelée
« liqueur de Schweitzer ». cette solution contient le cation complexé [Cu(NHs)s]** ou
[Cu(NH3)4(H20)]?* en milieu basique.

[Cu(H20)6]** (aq) leu + 2 NH3(ag) — [Cu(OH)2(H20)4]s) poreu + 2 NHa* ag)

En présence d’un excés d’ammoniaque, le précipité bleu se dissout :

[Cu(OH)2(H20)4]( + 4 NH3(@g) — [Cu(NHz)a]**(aq) leu fonce) + 2 H2Oq) + 2 OH (aq [9,12].
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1.6.3.4. Réactions avec les halogénes :

Le cuivre est rapidement attaqué par les halogénes. Le fluor I’attaque superficicllement a
froid, les autres halogenes attaquent également le cuivre a froid en formant les halogénures
correspondants :

Cus) + Fag) = CuFz(s) [planq
Cu(s) + Clag) — CuCly(s) [jaune brun]
Cus) + Bragg) — CuBras) [noir]

En milieu chlorhydrique concentré, le Cu(ll) se combine avec 4 CI™ pour donner le chloro-
complexe jaune [CuCls]* :
[Cu(H20)6]**(aq) wievy + 4 Cla) — [CUCL]* (ag) fjaunes + 6 H200)

En présence d’un exces d’iodures (I') le Cu(Il) se réduit en Cu(I) avec formation d’un
précipité blanc de Cul
2[Cu(H20)6]** g oteu) *+ 4 1" (aqy ——— 2 Culls) potancy + 2@ + 6 H20() [12].

1.6.3.5 Réaction avec les sulfures :
Le cuivre peut réagir avec I’hydrogeéne sulfuré H»S ainsi qu’avec les solutions des sulfures,
pour former plusieurs sulfures de cuivre qui se déposent a sa surface. Cette réaction est
souvent utilisee pour la detection de ce metal, ils se forment alors des précipités noirs des
sulfures de cuivre. La vitesse de cette réaction augmente avec la température. A 550 °C, elle
est tres rapide. On peut 1’écrire simplement :

2Cu solide + HZS gaz — CUZS solide noir HZQaz-[lZ]-

1.6.3.6 Réactions avec les métaux et les ions métalliques :
Le cuivre réagit avec les métaux ayant des potentiels électrochimiques différents, en
particulier en présence d’humidité.

Le cuivre métallique est oxydé par les ions Hg?* :

H9* @)+ Cuy — (Hg)2** + Cu**(ag)

Cependant I’ion cuivrique se réduit par Zn et Fe :

Cu*(aq) + Zny — 3 Cugy + Zn**aq)
3 Cu?*(aq)+ 2 Fe) —3 Cugs) + 2 Fe* 5 [12].
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1.6.3.7 Formation des complexes :

1.6.3.7.1. Complexes et composés organométalliques du cuivre (1) :

Les complexes du cuivre (1) sont nombreux et de structures trés variées. Nous citons a titre
d’exemple : [CuCl] linéaire, [Cu(CN)4] * tétraédrique , [Cu(CN)s] # trigonal plan et
[CuCls] # chaine de tétraédres CuCls unis par deux sommets.

Contrairement au cuivre (I), le cuivre (1) forme plusieurs composés organométalliques. En
particulier, CuCl dissous dans HCI concentré absorbe l'acétylene en donnant [CuCl, C2H:] et
[CuClz, CoH2]-.

Le complexe [Cu(NHs)2]" donne avec les acétyléniques vrais des précipités jaune ou rouge.

Certains composes organomeétalliques du cuivre (1) sont utilisés comme catalyseurs [13].

1.6.3.7.2. Complexes du cuivre (1) :

Le cuivre (1) peut donner de nombreux complexes de structures variées. Voila quelques
exemples :

Les carboxylates de cuivre a structure en cage, la phtalocyanine , le complexe violet avec le
Biuret permettant de déceler la présence d'une protéine (test du biuret) et les halocuprates

(1) qui ont une structure en chaine [13].
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1.7. LE CUIVRE DANS LE CORPS HUMAIN :
1.7.1 Les besoins en cuivre :

Le cuivre constitue un oligoélément essentiel chez ’homme et presque tous les organismes
vivants. Il joue un rdole fondamental dans de nombreux processus physiologiques et
métaboliques de 1’organisme [14]. L’apport journalier recommandé pour un adulte est
d’environ 0.9 mg [15].

La teneur en cuivre des aliments est plus au moins importante selon le lieu de production, elle
dépend de la concentration en cuivre des sols. Les meilleures sources alimentaire de cuivre
sont représentées par les abats et tout particulierement le foie et le rein, les crustacés, les
graines et les noix, les céréales a base de son de blé, les légumineuses ainsi que les produits
ceréaliers complets [16].

Le taux de cuivre dans I’eau potable varie selon le pH et la dureté de I’cau, la zone
géographique et le matériau des canalisations. La concentration de I’ecau potable en cuivre ne

doit pas dépasser 1,3 mg/l aux USA, et 2 mg/l en Europe [16].

La biodisponibilité du cuivre influence également I’approvisionnement en ce métal. Les
anions phytates d’origine végétale peuvent chélater les ions cuivriques en diminuant leur
biodisponibilité. De méme, la prise de médicaments a base de zinc ainsi que certaines

pathologies peuvent empécher 1’absorption du cuivre [16].
1.7.2 Le métabolisme du cuivre :

L’équilibre entre I’absorption intestinale du cuivre et son excrétion biliaire permet de

maintenir sa concentration a des niveaux constants dans 1’organisme.

1.7.2.1 Absorption :

L’absorption du cuivre est principalement assurée par l’intestin gréle. Son pourcentage
d’absorption est relativement élevé, il est situé entre 55% et 75% et il n’est pas altéré par
I’age [17].

En effet, c’est la perméase Ctrl, située dans I’iléon, qui I’achemine dans les entérocytes en
traversant la bordure en brosse. Il s’agit d’un transporteur de grande affinité pour le cuivre. Ce

métal est également absorbé par un transporteur non spécifique, d’une affinité plus faible, le
DMT1 [16].
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Ensuite, le cuivre est transporté dans le liquide interstitiel et la circulation sanguine a travers

la membrane basolatérale des entérocytes via 1’ATPase ATP7A [16].

1.7.2.2 Transport sanguin et distribution tissulaire :

Une fois transféré dans le sang portal, le cuivre se lie principalement a la transcupréine et a
I’albumine, il peut former également des complexes avec le glutathion ou I’histidine. La
concentration plasmatique moyenne du cuivre chez I’homme est de 1,2 mg/ ml [16].

Le cuivre est ensuite transporté via la veine porte vers le foie. 1l entre dans les hépatocytes a
travers le transporteur Ctrl hépatique. Etant li¢, ce transfert de cuivre ne peut pas étre assuré
par diffusion libre. L’excédent de cuivre sera lié a des métallothionéines ou au glutathion,
cependant, le cuivre destiné a I'utilisation cellulaire ou a ’exportation sera lié a des protéines
«chaperonnes». Ces protéines complexent les ions cuivre a leur entrée dans la cellule pour les
délivrer par la suite a leur cible, en les empéchant ainsi de catalyser les réactions de

formations des radicaux libres [16].

Le foie est I’organe responsable de maintenir ’homéostasie du cuivre dans le corps humain.
L’ATPase ATP7B, présente dans le foie, pompe ce métal dans le réseau trans-golgien des
hépatocytes. A ce niveau, le cuivre sera lié a la céruloplasmine et a d’autres protéines. Ces

derniers I’acheminent vers d’autres organes pour les approvisionner en cuivre [16].

1.7.2.3 Excrétion :

Le cuivre est principalement éliminé par voie biliaire. Le surplus en cuivre du réseau
transgolgien est excrété dans la bile. L’ATP7B joue un essentiel dans 1’homéostasiec du
cuivre, que ce soit dans I’approvisionnement des tissus périphériques en cuivre ou dans
I’excrétion de 1’excédent du cuivre hors du foie.

La bile est le liquide biologique contenant la concentration la plus élevée en cuivre, d’autres

liquides de I’organisme en contiennent également et participent a son élimination quotidienne.

Dans les conditions physiologiques, environ 1 mg de cuivre est éliminé chaque jour de

I’organisme [17].

1.7.3. Le r6le physiologique du cuivre :

Le cuivre est indispensable a ’activité de nombreux systemes enzymatiques. Actuellement,
on connait environ une trentaine de protéines contenant du cuivre. Ce métal remplit des
fonctions physiologiques trés importantes, elles sont essentiellement liées a ses propriétés

catalytiques et oxydoréductrices [5] :
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e Par I’intermédiaire de la céruléoplasmine, le cuivre assure la fixation du fer sur la
transferrine permettant ainsi son transport et son stockage.

e Le cuivre est indispensable pour la formation des tissus conjonctifs dans tout
I’organisme (par I’intermédiaire de la lysyl-oxydase)

e Par le biais de la tyrosinase, le cuivre permet la synthese de la mélanine.

e Le cuivre est indispensable a la synthése de la myéline, au métabolisme du glucose et
des lipides.

e Le cuivre joue un role primordial dans les mécanismes de la défense antioxydante des
cellules. il intervient en catalysant les réactions de synthése de plusieurs enzymes
impliquées dans la neutralisation des radicaux libres, telles que la céruléoplasmine, la
superoxyde dismutase (SOD) et les métallothionéines [18].

e Enfin, le cuivre semble jouer un rdle important lors des infections microbiennes. En
effet, les ions cuivriques cumulés par les phagosomes des macrophages induisent la
formation des ROS, toxiques pour les microorganismes, permettant ainsi 1’éradication

de ces derniers [19].

1.7.4 La carence en cuivre :

Le cuivre est un oligoélément essentiel pour 1’organisme humain. Ce métal est utilisé comme
cofacteur par diverses enzymes impliquées dans I’élaboration du tissu conjonctif, dans la
synthese des neurotransmetteurs et dans la chaine respiratoire. La carence en cuivre peut
induire des lésions au niveau des cellules de plusieurs organes notamment le foie et le
cerveau.

Cette carence peut étre acquise en cas de malabsorption ou d’un déficit d’apport ou d’origine

héréditaire (la maladie de Menkes) [20].

1.7.4.1 Les carences acquises en cuivre :
Ce déficit en cuivre pourrait avoir des origines multiples :

v Il peut étre d’origine iatrogéne suite a une prise des composés de zinc diminuant
I’absorption du cuivre par la muqueuse intestinale [20]. En effet, une élévation
anormale de la concentration du zinc dans la lumiére intestinale pourrait induire une
synthese excessive de métallothionéines. Le cuivre, possédant une plus grande affinité
que le zinc pour ces protéines, se retrouve piégé dans la lumiére intestinale ce qui

empéche son absorption [21].
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v Il peut étre di également a une malabsorption induite par des pathologies digestives
telles qu’une maladie inflammatoire de I’intestin, la maladie de Biermer ou la maladie
cceliaque. Ou suite a une chirurgie digestive [20].

La carence en cuivre pourrait se manifester par une diminution des défenses immunitaires, un
retard de cicatrisation, des migraines...etc. [16].

Des troubles hématologiques peuvent également étre rencontrés, tel qu’une anémie normo- ou
macrocytaire, une thrombopénie et une leucopénie.

Les signes neurologiques d’une carence en cuivre sont souvent une myéloneuropathie, des
troubles de la marche, des crampes et des fasciculations, un déficit moteur, des atteintes du

neurone moteur périphérique et une amyotrophie [20].

1.7.4.2 Le syndrome de Menkes :

Le syndrome de Menkes ou kinky hair disease est une maladie génétique du métabolisme du
cuivre. Elle a été découverte par le médecin John Menkeés en 1962. Il s’agit d’un trouble
génétique porte par le chromosome X, se manifestant par un déficit en cuivre et touchant
principalement des garcons. Elle est trés rare, son incidence est estimée de 1 cas sur 300 000
naissances. Son évolution est fatale en ’absence du traitement [16].

Cette anomalie est due a une mutation touchant le gene codant pour I’ATP7A, ce qui affecte
son fonctionnement. Cette pompe assure le transport extracellulaire du cuivre dans toutes les
cellules, a I’exception des cellules hépatiques. De méme que son transport en traversant la
barriére hémato-encéphalique. La perturbation du fonctionnement de ce transporteur empéche
le cuivre absorbé de quitter les entérocyte vers la circulation générale entrainant ainsi une
carence systémique en cuivre. Cette carence se traduit par une altération de la fonction d’une
trentaine de cupro-enzymes [16].

Les symptomes liés a ce syndrome sont multiples. Il s’agit essentiecllement d’un retard de
croissance in utéro, des troubles du tissu conjonctif y compris des cheveux ce qui explique
leur aspect cassant, des anévrismes artériels pouvant se compliquer par des hémorragies et
une laxité de la peau et des tendons des enfants en bas age. Des signes neurologiques tel
qu’un déficit intellectuel, une spasticité, une baisse de la température corporelle, des troubles

de la prise alimentaire et une faiblesse musculaire ont été également observés [16].

La prise en charge thérapeutique de cette maladie repose sur I’administration du complexe
cuivre-histidine. Cependant, ce traitement ne permet que d’atténuer partiellement 1’intensité

des symptémes de cette maladie [16].
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1.7.5 Toxicité du cuivre :

Le cuivre est un métal biologiquement précieux, cela est d principalement au potentiel redox

du couple Cu(l)/Cu(ll). Cependant, cette propriété est également a ’origine de sa toxicité.

Les ions Cu(l) et Cu(ll) peuvent provoquer la génération des especes réactives d’oxygene tels
que le peroxyde d’hydrogene et I’anion superoxyde. De plus, ce métal peut désactiver
directement certains enzymes en occupant la place de leur cofacteur, ou se lier a des protéines,

des lipides ou a I’ADN pour former des complexes non spécifiques [18].

Bien que le cuivre soit soumis a une régulation métabolique raffinée, les fortes concentrations
extracellulaires peuvent entrainer des effets défavorables pour les microorganismes et les
organismes aquatiques. D’ou I’utilisation de la bouillie bordelaise, un mélange de sulfate de

cuivre et de chaux, comme pesticide en agriculture contre les bactéries et les champignons.

Contrairement aux bacteries et aux champignons, les étres humains tolerent bien les
concentrations élevées de cuivre. Chez ’homme, les taux de cuivre trop élevés n’entrainent
des manifestations toxiques que dans de rares cas lors des intoxications volontaires

impliguant I’ingestion intentionnelle de doses dépassant les 20 g [18].

Le contact du cuivre avec la peau est trés fréquent, particulierement lors de 1'utilisation de la
monnaie métallique. Par voie cutané, le pouvoir de sensibilisation du cuivre est faible. Ce

métal ne présente pas de danger pour la santé humaine par cette voie [22,23].

Cependant, des réactions immunologiques au cuivre ont été decrites lors des expositions par
voie systémique notamment dans le cas des stérilets en cuivre ou des protheses

odontologiques [18].
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2. LES PROPRIETES ANTIMICROBIENNES DU CUIVRE :

En 2008 I’agence américaine EPA (Environmental Protection Agency) a reconnu le cuivre
comme agent biocide ; il est donc le seul métal reconnu capable de diminuer la propagation
des bactéries, virus et champignons responsables d’infections. Dés ce moment, plusieurs

travaux ont étudié 1’efficacité des surfaces en cuivre sur différents microorganismes [5].
2.1 ACTION DU CUIVRE SUR LES CHAMPIGNONS :

Le pouvoir fongicide du cuivre varie selon les espéces des champignons microscopiques [24].
En 2010 Weaver et al ont étudié la survie de plusieurs especes de Fusarium et Aspergillus
ainsi que Penicillium crysogenum et C. albicans sur des surfaces de cuivre. Ces espéces ont
été inoculées par voie humide sur des coupons en cuivre pur. On a montré que ce métal
éliminait toutes les espéces étudiees sauf Aspergillus niger. Les espéces Fusarium solani,
Fusarium culmonium, Fusarium oxysporium, Penicillium chrysogenum et Candida albicans
ont été totalement ¢éliminées apres 24 h d’exposition au cuivre, Alors que les especes du
genre Aspergillus semblent mieux résister a ce dernier ; Aspergillus flavus et Aspergillus
fumigatus nécessitaient 120h et 144h d’exposition pour étre complétement éliminés, tandis
qu’Aspergillus niger restait présent sur le cuivre méme aprés 576 h d’exposition. On note
aussi que la germination des spores n’était pas observée sur les échantillons de cuivre

contrairement aux echantillons en aluminium, et ce pour toutes les especes étudiees [24].

D’autres études se sont également intéressées a 1’action du cuivre sur les levures. L’étude de
Mehtar et al (2008) a montré que la durée de survie d’une charge de 10’ de Candida albicans
inoculé sur des coupons de cuivre pur selon la méthode humide était de 60 mn [25]. Une
autre étude a montré qu’une charge de 10° cellules de Candida albicans a été totalement
¢liminée aprés 5 minutes d’expositions au cuivre tandis que 1’élimination de Saccharomyces
cerevisae n’a nécessité que 30 secondes. Ces deux especes ont été inoculées selon la méthode
seche et incubés a 23°C. alors que I’incubation a 4°C a augmenté la durée de survie de

Candida albicans a 60 mn et celle de Saccharomyces cerevisae a 1 mn [26].

Cependant, Zheng et al (2016) ont étudi¢ I’effet du cuivre pur sur les biofilms de Candida
albicans. Cette étude a démontré que les biofilms de Candida albicans ont été éliminé aprées 40

mn d’exposition au cuivre a 30°C [27].

Au total, le cuivre montre un pouvoir antifongique important permettant d’éliminer certains
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champignons microscopiques et d’inhiber leur germination et donc leur prolifération (24, 25,
26).

2.2 ACTION DU CUIVRE SUR LES BACTERIES :

Nous allons nous intéresser plus spécifiquement a ’effet du cuivre sur les bactéries les plus
fréqguemment isolées lors des infections associées aux soins. Ces bactéries sont, par ordre de
fréquence : E. coli, les SARMs, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, les
entérocoques, Acinetobacters et C. difficile [28,29].

2.2.1 Escherichia coli :

E. coli est un bacille a gram négatif qui appartient a la famille des entérobactéries. C’est une
bactérie de la flore microbienne du tube digestif de 1’étre humain et des organismes a sang

chaud.

Le plus souvent, E.coli est responsable d’infections urinaires chez 1’homme mais elle peut
provoquer également des infections entériques, geénitales, respiratoires et invasives. Elle

représente aussi 1’'un des germes les plus isolés lors des infections associées aux soins.

E. coli présente une résistance naturelle a la penicilline G et aux glycopeptides, cependant
certaines souches peuvent acquérir des résistances aux béta-lactamines (BLSE) et aux

céphalosporines de 3™ génération [30].

Plusieurs études ont été menées sur 1’effet des surfaces en cuivre sur la survie d’E. coli . On a
démontré qu’une charge de 2.107 cellules d’E.coli était complétement inactivée en une période
de temps allant de 75 jusqu’a 90 min lors d’une inoculation par voie humide sur des surfaces
en cuivre [31,32]. Cependant I’inoculation par voie séche sur des surfaces en cuivre pur
(99%) a permis I’inactivation totale des cellules d 'E.coli apres seulement 1min & 23°C et 5
min a5 °C [33].

L’étude de Warnes et al a comparé¢ la survie de deux souches d’E coli (la souche O157
pathogéne et la souche K12 non pathogene) sur des coupons en cuivre et inox. Lors d’une
inoculation par voie séche d’une charge de 10’ UFC/cm?, la souche pathogéne (O157) a
montré une résistance accrue sur les coupons en inox par rapport a la souche (K 12) non
pathogene. Cependant les deux souches ont été totalement éliminées apres 10min d’exposition

aux surfaces de cuivre [34].
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2.2.2 SARMs:

Les staphylocoques dorés (S. aureus) sont des Cocci & gram positif formant des amas
(grappes de raisin). Ce sont des bactéries qui se trouvent habituellement sur la peau ou dans

les narines de I’homme.

Ces germes sont souvent identifiés lors des IAS. En effet, Les hépitaux constituent un milieu
favorable aux infections a S. aureus car des interventions comme la chirurgie, 1’installation
d’une sonde urinaire ou bien d’un cathéter veineux pourraient provoquer une contamination

du site opératoire, une infection urinaire ou bien une bactériémie [1].

Les SARMs (staphylococcus aureus résistant a la méticilline) sont des staphylococcus aureus
qui possedent le géne mecA, ce géne réduit ’affinité du récepteur de la pénicilline pour celle-

ci. Ce qui les rend résistants a tous les antibiotiques de la famille des béta-lactamines [35].

Pour ’année 2016, le réseau algérien sur la résistance aux antibiotiques a rapporté qu’environ

36.10% des staphylococcus aureus étaient résistants a la méticilline (SARM) [36].

On a également montré que les SARMSs colonisent 1 a 27% des surfaces dans I’environnement

hospitalier, ceci contribue fortement a leur transmission vers les personnes [37].

Dans une étude, une charge de 2.5x 107 UFC d’une souche de SARM a été inoculée par voie
humide sur 7 matériaux différents (I’inox, le PVC, 4 alliages de cuivre et un alliage d’argent).
A température ambiante, cette charge a été totalement ¢éliminée aprés 180 min d’incubation
sur les coupons d’alliage 70/30 (Cu 70%, Zn 30%) et de NiAg, et apres 270 min sur le cuivre
pur et le laiton non dezincifiable (DZR) (Cu 62%, Pb 2.5%, arséniates 0.13%, Zn 22.5%). On
a également observé une diminution de 2 log sur le cupronickel (Cu 70%, Ni 30%) alors qu’il
n’y avait aucun effet antibactérien a noter pour ’inox et le PVC. Cependant, a 4°C il y avait

peu ou pas de réduction de la charge microbienne pour tous les alliages métalliques [25].

En 2009, I’étude de Michels et al a comparé I’effet de huit matériaux (I’inox, 5 alliages de
cuivre et deux matériaux contenant des ions d’argent) sur une souche de SARM a des
températures et pourcentages d’humidité différents. On a montré que le cuivre pur (99,9%) a
diminué la charge microbienne de SARM de 7 log au bout de 75 min a 22°C et a un
pourcentage d’humidité de 50%. Cependant sur I’inox et les deux matériaux contenant les
ions d’argent, cette charge n’a pas changé aprés 360 min. cette étude a montré également que

I’efficacité antimicrobienne des alliages de cuivre n’était pas affectée par ’abaissement de la
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température et de pourcentage d’humidité contrairement aux matériaux contenant des ions
d’argent [38].

En 2015, une étude a comparé I’effet antibactérien du Cu99, Cu63 (Cu 63%, Zn 37%) et
I’inox sur une souche de SARM. Une charge de 5x 10 UFC a été inoculée par voie humide
sur les trois matériaux a température ambiante. Sur le Cu99, la charge de SARM a été
totalement éliminée en moins d’une heure. Cependant le Cu63 et I’inox n’avaient aucun effet

antibactérien sur cette souche [39].

Lors d’une autre étude, on a observé une réduction de la charge microbienne d’une souche de
SARM épidémique de 5 log au bout de 10 min sur du cuivre pur, et de 4 log au bout de 15 min
sur un cupronickel. Cependant, une souche de S. aureus sensible a été totalement éliminée
aprés 15 min d’exposition au cuivre pur, et une diminution de 3 log a été observé au bout de

20 min sur le cupronickel [40].
2.2.3. Pseudomonas aeruginosa :

Ces bactéries sont des bacilles a gram négatif, aérobies, dotées d’un flagelle polaire qui est
responsable de leur mobilité et leur pathogénicité. Ce sont des pathogénes opportunistes
souvent impliqués dans les infections associées aux soins. La propagation des souches
résistantes a I’imipenéme pose un Vveéritable probléme et rends ces infections de plus en plus
difficile a traiter [41].

En Algérie le taux des souches de Pseudomonas aeruginosa résistantes a 1I’imipeneme est
passé de 4% en 2001 a 16.64% en 2016 [36].

Plusieurs études ont été menées sur I’effet des surfaces cuivrées sur P. aerugenosa. Lors
d’une inoculation par voie humide d’une charge de 2.5x10” UFC de ces bactéries sur des
surfaces cuivrées a température ambiante, on a observé une élimination totale au bout de 180
min sur ’alliage Cu 70/30 et aprés 270 min sur Cu et le DZR. Une réduction de la charge de
2 log a été également observée sur le cupronickel alors qu’il n’y avait aucun effet
antibactérien a noter pour I’inox et le PVC. Cependant, a 4°C il y avait peu ou pas de

réduction de la charge microbienne pour tous les alliages métalliques [25].

Lors d’une autre étude, une charge de P. aerugenosa a éte inoculée sur des surfaces de cuivre

pur en utilisant les deux techniques humide et séche. Une diminution de plus de 6 log a été
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observée aprés 120 min avec la technique séche et aprés 240 min avec la technique humide.

Cependant, il n’ y avait aucune diminution significative sur ’inox [42].

Une autre étude a comparé ’effet du Cu99, Cu63 et d’inox sur une charge de 5x 10® UFC
de P. aerugenosa inoculée par voie humide et a température ambiante. Cette charge a été
totalement éliminée au bout de deux heures sur le Cu99 et apres 24h sur le Cu63. Cependant

on a observé un effet bactériostatique aprés 6h sur I’inox [39].
2.2.4. Klebsiella pneumoniae :

C’est est une bactérie a gram négatif, encapsulée et non mobile. Ce sont des pathogénes
opportunistes qui colonisent les surfaces dans le milieu hospitalier [43]. Ces germes sont
souvent responsables des IAS. Ils peuvent étre impliqués dans les infections urinaires, les

pneumonies ou les bactériémies [44].

L’¢tude (Mehtar et al) a testé I’effet de plusieurs échantillons métalliques sur la survie de

Klebsiella pneumoniae a température ambiante et a 4°C.

La charge de K. pneumoniae a été complétement éliminée au bout d’une heure sur le cuivre

pur a température ambiante et a 4 °C.

A 4 °C, une réduction de 2 log seulement a éte observée sur le DZR et NiAg apres 360min de
contact. A température ambiante, on a observé une élimination totale de K. pneumoniae sur
toutes les surfaces cuivreées aprés une heure de contact, et apres 270 min sur le NiAg.

Cependant I’inox et le PVC n’avaient aucun effet sur cette bacterie [25].
2.2.5. Entérocoques :

Ce sont des Cocci a gram positif. Ces germes sont des anaérobies facultatifs qui se présentent
sous forme de chainettes. Il existe une trentaine d’espéces d’entérocoque dont Enterococcus
faecalis et Enterococcus faecium sont les especes les plus pathogenes. la premiere espece est

plus fréquente que la seconde [45].

Ce sont des bactéries de la flore commensale qui colonise le tube digestif de ’homme. ces
pathogenes opportunistes peuvent étre impliqués dans des péritonites, des endocardites, des

infections urinaires, des abces intra-abdominaux ou des bactériémies [45].
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Ces germes ne sont pas trés exigeants, et peuvent survivre longtemps sur les surfaces
environnementales. lls ont également le pouvoir de transférer leur matériel génétique ce qui

accroit la fréquence des résistances aux antibiotiques [46].

Selon le réseau algérien sur la résistance aux antibiotiques, 21.42% des Enterococcus faecium

identifiés durant ’année 2016 étaient résistants a la vancomycine [36].

Une étude a révélé que 46% des prélévements réalisés au niveau des chambres des patients
atteints d’une infection a Entérocoque résistant a la vancomycine (ERV) avec diarrhée étaient
contaminés. Cependant 15% uniquement des surfaces dans les chambres des patients sans
diarrhée étaient contaminées [37].

Le milieu hospitalier représente donc un véritable réservoir de ces agents pathogénes contre

lesquels les surfaces auto désinfectantes en cuivre pourraient étre une solution.

L’étude (Warnes et keevil, 2011) a comparé les durées de survie d’E. faecium et d’E. faecalis
sur I'inox et différents alliages contenant de 60 a 95% de cuivre. Ces durées étaient

significativement plus courtes sur les alliages de cuivre que sur I’inox [46].

Sur I’inox, une réduction de seulement 1 log d’une charge de 10® UFC/cm? inoculée par voie
humide a été observée apres six jours pour E. faecalis résistant a la vancomycine et deux
jours pour E. faecium résistant a la vancomycine , et les cellules viables restaient toujours

présentes méme apres 60 jours [46].

Cependant, pour le méme inoculum, il y avait aucune cellule viable apres 1 h sur le cuivre

pur et apres 1 a 3 h sur les autres alliages de cuivre pour les deux espéces [46].
2.2.6. Acinetobacter :

Ces bactéries sont des bacilles a gram négatif, aérobies strictes et nom fermentants. Pouvant
survivre pour de longues périodes dans ’environnement hospitalier et sur les mains du

personnel médical[47].

Le genre Acinetobacter compte plus d’une trentaine d’espéces, A. baumannii est ’espéce la
plus incriminée dans les infections associées aux soins, elle est souvent responsables des
infections urinaires, des infections pulmonaires et des bactériémies graves, en particulier dans
les services de soins intensifs. Cette bactérie forme facilement des biofilms ce qui augmente

sa survie sur les surfaces du milieu hospitalier [47].
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Les Acinetobacters sont caractérisés également par leur acquisition rapide des mécanismes de
résistance aux antibiotiques. Les souches d’Acinetobacter baumanni résistantes aux
carbapénemes sont les plus inquiétantes. La carbapénémase OXA-23 est la plus fréquente
dans le nord Algérien [48].

Lors d’une inoculation par voie humide d’une charge de 2.5 x 10’ UFC d’Acinetobacter
baumanni multi-résistante sur différentes surfaces cuivrées, on a observé une élimination
totale de cette bactérie aprés 180 min de contact avec du cuivre et ses alliages. Cependant

I’inox et le PVC n’avait aucun effet significatif sur la cette souche [25].

Dans une autre étude, une charge de 5 x 108 UFC d’Acinetobacter baumanni inoculée par

voie humide sur Cu99 a été totalement éliminée au bout de 30 min [39].

Une étude a testé I’effet de différentes surfaces cuivrées sur trois souches d’Acinetobacter
baumannii, une souche d’Acinetobacter lwoffi et une souche d’Acinetobacter pittii, isolées de
I’environnement hospitalier [49]. Toutes les souches ont été totalement éliminées aprés 180 a
240 min de contact avec du cuivre pur. L’étude a montré également une baisse significative
de la charge de ces bactéries sur les autres alliages de cuivre en comparaison avec 1’inox. Pour
la méme souche, on a noté une corrélation significative entre le taux de réduction de la charge

microbienne et la teneur de I’alliage en cuivre [49].

Lors d’une autre étude, une souche d’Acinetobacter johnsonii a été inoculée par voie seche
sur des surfaces de cuivre. On a obtenu une élimination totale de cette bactérie au bout d’une
minute [50].

2.2.7. Clostridium difficile :

Ce sont des bacilles anaérobies a gram positif, a transmission oro-fécale. Leur capacité a
sporuler leur permet de résister a plusieurs facteurs tels que la haute température, 1’acidité et
les agents désinfectants. lls font partie de la flore microbienne intestinale et sont responsable

de 15 a 25% des diarrhées liés aux antibiotiques [51].

Durant la derniére décennie, la fréquence et la sévérité des infections au clostridium difficile
ont largement augmenté. Ces infections représentent la premiére cause des diarrhées dans les
établissements de soin. Elles sont souvent rencontrées chez les patients chirurgicaux et ceux

sous traitement antibiotique [52].
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Une étude a montre que les spores du clostridium difficile persistent longtemps sur le sol d’un
hopital et montrent une bonne résistance aux températures élevées, la dessiccation et aux

agents physiques et chimiques [53].

Lors d’une autre étude, on a testé la survie de la forme végétative et des spores de clostridium
difficile sur plusieurs surfaces d’une teneur allant de 65 a 100% de cuivre. L’inox a été utilisé
comme control [54]. On a observé une réduction significative des cellules vegétatives et des
spores sur les surfaces contenant plus de 70% de cuivre en comparaison avec 1’inox,
I’élimination totale des spores a été obtenue aprés 24 a 48h de contact. Cependant il y avait
aucune réduction significative de la survie des spores méme aprés 168h de contact avec
I’inox [54].

Une autre étude a montré que la forme végeétative du clostridium difficile était éliminee apres

30 min de contact avec du cuivre, 1’inox n’avait aucun effet sur ces bactéries [55].

Le cuivre a également réduit d’une maniére significative la survie des spores en germination

apres 60 min de contact. Une réduction de 99.8% a été obtenue au bout de 3 h [55].
2.3 ACTION DU CUIVRE SUR LES VIRUS :
2.3.1. Les virus influenzea :

Ce sont des virus enveloppeés de la famille des Orthomyxoviridae. Leur génome est constitué
d’un ARN simple brin négatif segmenté. Il existe quatre genres de ces virus : A, B, C et D.
Les virus influenza A et B sont impliqués dans les épidémies de grippe saisonnieres chez
I’homme [56].

La grippe se transmet d’une personne a l’autre par Les aérosols produits par les sujets
infectés, en particulier lors de la toux, ou par contact directe ou indirecte avec les surfaces
contamineées par les sécrétions respiratoires. Pendant 1’épidémie des grippes de I’année 2005-
2006, 7.8% des cas étaient mortels aux Etats Unis [57].

L’¢étude (Noyce et al) a testé I’effet du cuivre sur des particules du virus influenza A en
comparaison avec Iinox. 2x 10° particules virales ont été inoculées sur les deux matériaux a
22 °C et a un pourcentage d’humidité allant de 50 & 60 %. Apreés différents temps
d’incubation, le nombre des particules virales viables était détecté a I’aide d’une technique de
fluorescence sur monocouche de cellule [57]. Aprés 60 min d’incubation sur du cuivre, le

nombre des particules virales infectieuses était réduit a 5x 10° particules, alors qu’il a fallu 24
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h de contact avec I’inox pour obtenir une réduction équivalente. Cependant, 500 particules

virales seulement étaient restées infectieuses apres 6 h d’exposition au cuivre.

Selon cette étude, 1'utilisation des surfaces en cuivre dans les services hospitaliers pourrait
renforcer les moyens de protection contre la transmission du virus influenza A notamment

pendant les périodes d’épidémies [57].
2.3.2. Les Norovirus :

Les norovirus appartiennent a la famille des Caliciviridae. Ce sont des virus dont le génome
est constitu¢ d’un ARN simple brin de polarité positive. 90% des cas de gastroentérites non
bactériennes dans le monde sont causées par des norovirus. lls sont responsables de 685
millions infections et de 200.000 déces par an a 1’échelle mondiale [58,59].

Ces virus se transmettent d’une personne a 1’autre soit directement par voie oro- fécale, soit
indirectement aprés consommation de 1’eau ou des aliments contaminés ou bien en touchant

des surfaces contaminées [53].

Les norovirus sont difficiles a éliminer a cause de la grande stabilité des protéines de leur
capside. Ces virus résistent a la chaleur, le pH acide, la dessiccation et a certains
désinfectants chimiques. Ils peuvent donc survivre sur les surfaces environnementales et

continuer a se propager malgré les protocoles standards de désinfection [58].

Afin de pouvoir tester I’effet du cuivre sur ces virus, plusieurs études ont utilisé des substituts
félins ou murins, car les norovirus sont difficilement mis en culture au laboratoire, ce qui

empéche 1’évaluation de leur persistance et de leur pouvoir infectieux [59].

Warnes et Keevil en 2013 ont étudié la survie du norovirus murin sur différents alliages de
cuivre, I’inox a été utilis€ comme surface controle. Lors de cette étude, une charge de 5 x 10*
particules virales a été inoculée sur les surfaces a tester par voie humide, et a température
ambiante. Cette charge a été complétement éliminée apres 30 min sur le cuivre pur, et apres
60 min sur le cupronickel. Cependant une réduction de 2 a 4 log des particules virales
infectieuses a été observée sur le laiton, le bronze et le maillechort aprés deux heure
d’incubation, alors qu’il n’ y avait aucune réduction significative apres deux heure de contact

avec I’inox [59].

Lors de I'inoculation d’une charge virale de méme taille en utilisant une technique séche.

L’inactivation totale de ce virus a été observée apreés 5 min d’incubation sur le cuivre pur et le
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cupronickel, et aprés 10 et 30 min sur le bronze et le laiton. Tandis qu’une légere réduction a

été observée sur I’acier inoxydable [59].

Dans une autre étude, on a utilisé également le substitut murin pour évaluer ’activité de
différentes surfaces sur le norovirus humain. Cette étude a montré qu’aucun virus viable
n’était détecté sur le cuivre pur aprés 30 min de contact. Alors qu’on a pu détecter des
particules virales infectieuses aprés plus de 20 jours de contact avec des surfaces inertes

comme : le téflon, la céramique, le PVC, la silicone, le verre ou I’inox [60].

En 2015, Manuel et al ont pu évaluer 'effet du cuivre directement sur la souche GII.4 du
norovirus humain sans avoir besoin d’utiliser un substitut. Cette étude a monté que
I’exposition au cuivre entraine la dégradation du génome et de la protéine de capside (VP1)
de ce virus. Le nombre de copies du génome viral a été déterminé en utilisant une technique
PCR quantitative aprés transcription inverse (RT-qPCR) alors que la quantité de la protéine
VP1 a éte analysée par électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de
dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE) et Western blot. Au bout de 15 min de contact avec
du cuivre, on a observé une réduction de 80% de la quantité de la protéine de capside VP1.
Cependant une baisse de 3 log du nombre de copie d’ARN a été notée aprés 60 min

d’exposition au cuivre [61].

Dans une autre étude, on a testé ’efficacité des surfaces cuivrées sur les deux souches GII.4
Sydney et GI.3B Potsdam du norovirus humain en utilisant la technique PGM-MB-RT-
gPCR. Apres 10 min de contact avec du cuivre, on a observé une réduction de 3 log de la
souche Gll1.4 Sydney et de 4 log de la souche G1.3B Potsdam [62].

Ces études ont démontré I’efficacité des surfaces en cuivre dans I’inactivation des particules
virales infectieuses du norovirus humain. L’installation de ces surfaces sur les objets
fréquemment touchés pourrait constituer une mesure préventive contre la propagation des

infections a ce virus [60-62].
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3. LES MECANISMES D’ACTION DU CUIVRE CONTRE LES
MICROORGANISMES :

Bien que le cuivre ait montré un pouvoir biocide a large spectre, les mécanismes moléculaires
liés a sa toxicité sont multiples et le mode d’action prédominant dans la mort cellulaire n’a
pas été encore confirmé [5]. Dans cette partie nous allons citer les différentes hypothéses
discutées dans la littérature concernant les mécanismes impliqués lors du contact cuivre-

microorganisme.
3.1. LA GENERATION D’ESPECES REACTIVES D’OXYGENE :

Le cuivre est un élément indispensable pour la plupart des organismes vivants. Sa présence
est nécessaire a ’activité biologique de nombreuses enzymes. Dans ces enzymes, ce métal
alterne entre 1’état d’oxydation Cu* donneur et 1’état Cu®* accepteur d’électrons. Cependant,
en cas d’excés de cuivre, ces propriétés redox peuvent favoriser la formation d’espéces
réactives d’oxygene (ROS) comme les radicaux hydroxyles (OH®) selon une réaction de type

Fenton :
Cu* + H,0» — Cu?* + OH + OH" (1)

Le radical hydroxyle généré de cette réaction est une espéce chimique extrémement réactive

pouvant oxyder et altérer des molécules cellulaires comme les protéines et les lipides.

L’ion cuivrique Cu?* peut également dénaturer des molécules tels que la cystéine ou le
glutathion en oxydant leurs groupements thiols (-SH) avec formation de ponts disulfures a

travers un cycle de deux réactions :
2 Cu?* +2 RSH — 2 Cu* + RSSR + 2 H* (2)
2Cu*+2H"+ 02 — 2 Cu** + H0; (3)

Le peroxyde d’hydrogene produit de la réaction (3) sera réinjecter dans la réaction (1) pour

régénérer de nouveaux radicaux hydroxyles [5].

Le stress oxydatif généré lors du contact des microorganismes avec des surfaces cuivrées a
fait I’objet de plusieurs études. Dans une étude, on a testé 1’effet de I’addition des inhibiteurs
de ROS ou « ROS quenchers » sur la survie d’E. coli.[33]. On a montré que le mannitol
(inhibiteur du radical hydroxyle), la superoxyde dismutase SOD (inhibiteur de I’ion

superoxyde) et la catalase (inhibiteur du peroxyde d’hydrogéne) ont augmenté d’une maniére
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significative la durée de survie bactérienne au contact des surfaces en cuivre alors que ¢a n’a
pas été le cas pour le Tiron (inhibiteur de I’ion superoxyde). La catalase était I’inhibiteur de
ROS le plus puissant avec un taux de cellules viables 100 fois plus élevé que le mannitol et la
SOD. Ces resultats confirment donc I’implication des ROS dans le processus de mort

cellulaire provoqué par ’exposition au cuivre.

Lors de cette étude, on a également testé la survie d’E. coli exposée au cuivre sous
atmosphére d’azote. Ces conditions d’anaérobiose devraient inhiber la production des ROS.
Cependant, ceci n’as pas empéché la mort cellulaire mais il a doublé la durée de survie de ces
bactéries de 1 a 2 minutes. Ce résultat montre donc que le stress oxydant produit par ce métal
n’est pas le seul mécanisme impliqué dans la mort cellulaire. D’autres mécanismes seraient

responsables de ce phénomene en absence d’oxygene [33].

Un autre travail sur le stress oxydant génére par le cuivre a été réalisé sur des ERV. Cette
¢tude a testé I’effet de ’addition de plusieurs chélateurs d’ions et inhibiteurs de ROS sur la
survie de ces bactéries exposées au cuivre [46]. Les resultats montrent que la présence des
deux chélateurs d’ions, EDTA (acide éthyléne diamine tétraacétique) et BCS (acide
bathocuproine disulfonique), a protégeé les bactéries de 1’action toxique du cuivre. En effet, il
n’y avait aucune réduction du nombre de cellules viables d’E. faecium aprés 2 heures de
contact avec du cuivre en présence des deux chélateurs. Cependant, il y avait une réduction de
moins de 1 log seulement du nombre de cellules viables d’E. faecalis au bout de 2 heures de
contact [46]. Cette étude a montré que I’addition de Tiron (inhibiteur des ions superoxydes) a
prolongé significativement la survie des ERV en présence de cuivre. Alors qu’une protection
marginale de ces bactéries a était observe en présence de mannitol, de catalase ou de SOD
[46].

Une autre étude menée sur des SARM a montré également que 1’ajout de Tiron a protégé ces
bactéries d’'une manicre significative de I’action du cuivre. Cependant, la SOD et le mannitol

n’avaient qu’un effet minime sur leur survie [40].

Ces études ont confirmé que le stress oxydatif fait partie des mécanismes de la mort cellulaire
produite lors du contact cuivre-microorganisme. Cependant les ROS impliqués dans ce

phénomene différent selon le type de la bactérie.
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3.2. ’ALTERATION DE LA MEMBRANE CYTOPLASMIQUE :

Lors d’une étude menée sur la levure Saccharomyces cerevisiae, on a observé que
I’exposition au cuivre a provoqué des lésions sélectives sur la membrane cytoplasmique de

cette levure ce qui a augmenté sa perméabilité aux acides aminés et au potassium [63].

Une autre étude menée sur des Staphylococcus haemolyticus a montré que lorsque ces
microorganismes entrent en contact avec une surface cuivrée, les ions cuivre libérés de cette
surface s’accumulent en fortes concentrations dans le cytoplasme de ces cellules induisant
ainsi la mort cellulaire par altération de la membrane cytoplasmique [64]. Lors de cette étude,
on a observé que les membranes cytoplasmiques des bactéries exposées au cuivre étaient
endommagées. Cependant, ces cellules ne présentaient pas plus de mutations d’ADN que
celles inoculées sur I’inox. Ces resultats suggerent que le cuivre n’avait pas un effet
génotoxique sur ces germes et que l’altération de la membrane cellulaire était donc le
principal mécanisme impliqué dans la mort cellulaire alors que la fragmentation d’ADN

n’était que secondaire a ce phénomene [64].

Différentes études sur E. coli ont montré également que I’exposition au cuivre a provoqué une
dépolarisation immédiate de la membrane cellulaire, et ceci s’est produit avant la dégradation

de ’ADN [34,63].

On a obtenu des résultats similaires chez une autre bactérie gram négative ; Salmonella spp.
Ceci peut étre expliqué par ’affinité des cations cuivre pour les lipopolysacharides chargées

négativement présentes sur la membrane externe des bactéries a gram négatif [34].

L’étude Hong et al s’est intéressée d’une fagon plus spécifique aux mécanismes de
dégradation de la membrane cellulaire d’E. coli exposée a différent alliages de cuivre (70-
99.9% de Cu). Les résultats montrent qu’une peroxydation non enzymatique des
phospholipides de la membrane cellulaire pourrait étre responsable de sa dégradation et de la

mort cellulaire [65].

Toutes ces études ont confirmé que [Ialtération de la membrane plasmique des
microorganismes est I'un des mécanismes antimicrobiens important du cuivre. Ce site

représente donc une cible pour ce métal dans son action contre différents microorganismes.
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3.3. LA DESTRUCTION DE L’ADN :

Les résultats des études menées sur I’importance de la destruction du matériel génétique dans
la toxicité du cuivre étaient différents [5]. Selon une étude, la désintégration rapide d’ADN
était le principal mécanisme antimicrobien conduisant a la mort cellulaire des ERV au contact
du cuivre [46].

Une autre étude menée sur des SARM a montré une élimination rapide de ces bactéries au
contact du cuivre pur. En effet, ce métal a inhibé la respiration cellulaire et a provoqué la
destruction du génome bactérien alors qu’il n’avait qu’un effet minime sur I'intégrité¢ de la

membrane cytoplasmique [66].

Cependant, des résultats tout a fait contradictoires ont été retrouvés lors de I’étude Espirito
Santo et al. Cette étude a suggéré que la membrane cytoplasmique d’E. coli était la premiere
cible affectée par I’action du cuivre et que la destruction d’ADN n’était qu’un résultat de la

mort cellulaire [63].

Selon la méme étude, Deinococcus radiodurans, une bactérie qui resiste bien aux radiations

ionisantes grace a son systeme de réparation d’ADN, avait une sensibilité au cuivre similaire a

celle d’E. coli. [63].

Une autre étude a montré que lors d’une inoculation séche d’E. coli sur des surfaces de cuivre,
ce germe a été éliminé en seulement 10 min. on a observé une dépolarisation immédiate de la
membrane cytoplasmique alors que la désintégration d’ADN était lente en comparaison avec
celle observée précedemment chez les ERV. Cette étude a montré des résultats similaires

chez Salmonella spp [34].

Au total, les résultats obtenus sur le role de la dégradation d’ADN dans la mort bactérienne
induite par le cuivre semblent varier selon le type des bactéries. Il y a donc aucune preuve que
I’ADN soit un site d’action important du cuivre. Des ¢tudes supplémentaires seront donc

nécessaires pour éclaircir ce point.
3.4. LA DESINTEGRATION DES CLUSTERS FER-SOUFRE :

Un autre mécanisme de toxicité Du cuivre a été évoqué par I’étude Macomber et Imlay. Les
auteurs ont suggéré une destruction des groupements fer- soufre de certaines enzymes chez

E. coli lors d’une exposition & une solution cuivrée [67].
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En effet, la toxicité des ions cuivre est due & leur pouvoir de déplacer les atomes de fer de
leurs sites pour se lier ensuite aux atomes de soufre et intégrer de cette maniere la structure

de la métallo-enzyme [67].

La désintégration rapide des clusters fer-soufre par les ions cuivre en solution a provoqué une
désactivation du catabolisme central et des voies de biosyntheses chez ces bactéries [67].

Cependant, des études complémentaires serraient nécessaires pour confirmer I’implication de
la désintégration des clusters fer-soufre dans la mort de la cellule bactérienne lorsque cette

derniere est exposée a une surface de cuivre.
3.5. ’AGREGATION DES PROTEINES :

Une étude récente sur le mécanisme antimicrobien du cuivre chez E. coli a révelé que la
présence d’un excés d’ions Cu®* en solution a provoqué une accumulation des agrégats

protéiques dans la cellule [68].

En effet, une fois pénétrés dans le cytoplasme bactérien, les ions Cu?* seront rapidement
réduits a ’état Cu™. Les ions cuivreux vont se lier directement a des molécules telles que la
cystéine et I’histidine, ce qui va provoquer un déséquilibre de la structure de nombreuses
protéines et entrainer leur agrégation. L’inactivation de ces protéines est donc responsable de
la mort bactérienne causée par le cuivre. Ce processus prend de ’ampleur dans les conditions

anaérobies, ce qui montre son indépendance du stress oxydatif [68].

Cette étude a révélé également que des souches d’E. coli dépourvues des protéines chaperons
étaient extrémement sensibles au stress métallique engendré par le cuivre. Ce résultat
confirme le rdle protecteur de ces protéines qui permettent de maintenir I’intégrité cellulaire

en empéchant ’agrégation des protéines [68].

Cependant, dans cette étude on a utilisé une solution de CuSQs, pour vérifier si ces résultats
seront toujours valables sur une surface de cuivre, il faudrait réaliser des tests dans des

conditions séches.
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Figure 05 : mécanisme antimicrobien du cuivre en conditions anaérobies [ Zuily et al,2022].

Les ions (Cu?*) pénétrent dans la cellule bactérienne. Une fois dans le cytoplasme bactérien,
ils seront rapidement réduits en Cu*. Des pompes a efflux sont synthétisées pour évacuer ces
ions toxiques. Cependant, I’exces de cuivre sature le systéme, il s’accumule dans la cellule et
perturbe la protéostasie en provoquant I’agrégation des protéines selon un mécanisme
indépendant du stress oxydatif. Les chaperons protegent les protéines intracellulaires du stress

métallique induit par le cuivre [68].
Déroulement du processus cytotoxique du cuivre :

L’¢tude Grass et al a tenté d’élucider le mécanisme de la mort de la cellule bactérienne lors
d’une exposition a une surface de cuivre. Les auteurs ont suggeré que ce phénomene arrive

selon ’ordre suivant :

e Altération de la membrane cellulaire.

e Accumulation intracellulaire du cuivre.

e Production des ROS et des dommages liés au stress oxydatif.
e lasurvenue de la mort cellulaire.

e Et enfin la destruction de I’ADN bactérien [5].
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Figure 06 : schéma du mécanisme de toxicité du cuivre [Grass et al,2011].

(A) : le cuivre se dissout de la surface et cause des lésions cellulaires. (B) : les ions cuivre
provoquent la rupture de la membrane bactérienne avec perte du contenu cytoplasmique. (C) :
les ions cuivre entrainent la formation de ROS responsables de dommages cellulaires

supplémentaires. (D) dégradation de I’ADN bactérien [5].

Toutefois, en I’état actuel des connaissances, il n’existe pas de consensus entre les
scientifiques sur la séquence d’événements exacte qui ameénent a la mort cellulaire lors du
contact d’un microorganisme avec une surface de cuivre. Ce manque de consensus pourrait
étre expliqué par: les différences entre les souches testées, 1'utilisation de surfaces de
compositions différentes, des protocoles de recherche différents et des conditions

expérimentales variées [69].
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4.LES MECANISMES DE REGULATION DE L’HOMEOSTASIE
DU CUIVRE CHEZ LES MICROORGANISMES:

Pour survivre, les microorganismes doivent s’adapter rapidement aux contraintes de leur
environnement. Différentes études ont montré que le systéme immunitaire humain utilise de
fortes concentrations en cuivre comme agent toxique contre les bactéries pathogénes. Ces
bactéries réagissent en développant des mécanismes de régulation du taux de cuivre pour
augmenter leur virulence [69]. Ces mécanismes permettent de protéger ces germes de la

toxicité du cuivre en maintenant ce métal a des concentrations précises dans la cellule [14].

Les études suggerent plusieurs mécanismes de régulation de I’homéostasie du cuivre qui
different selon le type de microorganismes : son évacuation extracellulaire en utilisant des
pompes ATPase, sa sequestration dans le cytoplasme par les protéines chaperons et dans le
périplasme ou en milieu extracellulaire par les métallothionéines, I’oxydation des ions Cu* en

Cu 2* moins toxiques et rendre les cibles cellulaires moins sensibles aux ions cuivre [14,69].

Cependant, tous ces systtmes ne permettent que d’allonger la survie des germes de
seulement quelques minutes avant la survenue de la mort cellulaire. En effet, aucun de ces
mécanismes ne permet au microorganisme de survivre lors d’une exposition prolongé a une

surface de cuivre [70].

4.1. REGULATION DE L’HOMEOSTASIE DU CUIVRE CHEZ LES BACTERIES A
GRAM NEGATIF :

Chez les bactéries a gram négatif, la transcription des genes codant pour la synthése de la
pompe ATPase du cuivre et des protéines chaperons est régulée par deux activateurs (CueR-
like et CusRS-like). La protéine CueR-like active 1’expression de ces génes en réponse a une
élévation des concentrations cytoplasmiques en cuivre tandis que CusRS-like réagit lorsque

les taux péri-plasmiques du cuivre augmentent [69].

Plusieurs especes de bactéries & gram négatif synthétisent également I’enzyme (MCO) ou
multicopper oxydase sous I’action de ces activateurs. Cette enzyme est responsable de la
transformation des ions Cu * en ions Cu?* moins toxiques. En plus, ces bactéries produisent
les transporteurs (RND) ou resistance nodulation cell division qui sont des systemes d’efflux
permettant d’évacuer le cuivre dans le périplasme lorsque des taux élevés de ce métal sont

détectés [69].
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Figure 07 : les mécanismes de régulation de ’homéostasie du cuivre chez les bactéries a

gram négatif [Vincent et al,2018].

4.2. REGULATION DE L’HOMEOSTASIE DU CUIVRE CHEZ LES BACTERIES
GRAM POSITIF :

A la différence des bactéries gram négatif, la transcription des génes codant pour la synthése
des pompes Cu-ATPase et des protéines chaperons chez les bactéries a gram positif est
régulée par des protéines de type répresseurs (CopY -like et CsoR-like), ces protéines inhibent
I’expression de ces geénes en cas de déficience en cuivre. Lorsque les taux intracellulaires du
cuivre augmentent, ces répresseurs se détachent de ’ADN permettant ainsi I’expression des
génes des pompes Cu-ATPase et des chaperons respectivement responsables de 1’évacuation

et la séquestration des ions cuivre [69].
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Figure 08 : les mécanismes de régulation de I’homéostasie du cuivre chez les bactéries a

gram positif [Vincent et al,2018].

4.3. REGULATION DE L’HOMEOSTASIE DU CUIVRE CHEZ LES LEVURES :

Il existe trois mécanismes communs régulateurs de I’homéostasie du cuivre chez les levures :

la réduction de I’activité de la pompe d’afflux de cuivre, I’évacuation du cuivre dans le milieu

extracellulaire par un transporteur actif de type ATPase et la synthese des métallothionéines

permettant la chélation des ions cuivre libres [69].

Chez Candida albicans, le déficit en cuivre active 1’expression des geénes CTR1 et FRE7

codant respectivement pour une protéine de transport de cuivre Ctrlp et deux enzymes

réductases de cuivre Fre7p et FrelOp. A Iinverse, ’augmentation des concentrations en

cuivre inhibe I’expression de ces génes. D’autres génes impliqués dans I’homéostasie de

cuivre ont été également identifiés chez ces levures a savoir CRP1codant pour une pompe

ATPase d’export de cuivre et CUPL et CRD2 codant pour des métallothionéines chélateurs de

ce métal. La délétion de 'un de ces geénes diminue la résistance au cuivre chez Candida

albicans. D’autres études ont reporté des mécanismes de résistances similaires chez S.

cerevisiae et Aspergillus nidulans [69].
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5. SURFACES ENVIRONNEMENTALES ET INFECTIONS
ASSOCIEES AUX SOINS :

Une infection est considérée comme associée aux soins si elle survient pendant ou aprés une
prise en charge d’un patient, et si elle n’était ni présente, ni latente au début de cette prise en
charge. Un délai d'au moins 48 heures ou plus que la période d'incubation est généralement
accepté pour définir une IAS, lorsque I'état de I'infection au début de la prise en charge n'est
pas clair. Cette définition inclut les infections acquises dans un hopital mais qui ne sont
présentes qu'apres la sortie, ainsi que les infections acquises par les professionnels de santé
dans le cadre de leurs activités professionnelles [71].

Des enquétes de prévalence menées par I'OMS dans 55 hépitaux de 14 pays différents ont
montré que 8,7 % des patients hospitalisés ont contracté des infections nosocomiales [72].
Selon le ministére de la santé, de la population et de la réforme des hopitaux Algérien, la
prévalence des infections associées aux soins est estimée entre 12% et 15 % en moyenne a

travers le territoire national [73].

Les infections associées aux soins de santé sont causees par des bactéries, des virus et des
champignons d'origine humaine ou environnementale [74]. En milieu hospitalier, les
personnes infectées ou colonisées représentent un réservoir de microorganismes pathogenes.
Les agents pathogenes qui infectent ou colonisent une personne peuvent eventuellement en

infecter une autre [75].

Plusieurs études ont révélé que les SARM peuvent se transmettre des patients infectés aux
patients non-porteurs, mais également des soignants colonisés aux patients ou aux membres
de leurs familles [76-80]. On a montré également qu’un patient hospitalisé dans une chambre
antérieurement occupée par un autre patient infecté ou porteur d’une bactérie multi-
résistante (BMR) risque d’acquérir cette BMR [81,82]. Ce risque différe selon I’espéce ; celui
d’acquérir une EBLSE est 1,39 fois plus important chez un patient hospitalisé dans une
chambre antérieurement occupée par un autre patient porteur de cette bactérie. Dans 18%
des cas, c’est la méme souche que celle portée par le patient ayant antérieurement séjourné
dans cette chambre [81]. Pour P. aeruginosa, ce risque est de de 2,3, alors que pour les A.
baumannii, il est de 4,53 (risque le plus élevé). Ces résultats mettent en évidence la

persistance des germes responsables d’IAS en milieu de soins [83-85].
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Lorsque Les surfaces de la chambre d’un patient sont contaminées, Le risque de contracter
une IAS est beaucoup plus important pour ce patient [86]. Les germes infectieux largués par
un patient porteur ou infecté peuvent contaminer plusieurs surfaces de sa chambre, et se
transmettre par les mains du personnel de santé aux autres patients. Et ceci pourrait se
reproduire plusieurs fois jusqu’a ’apparition d’une épidémie au sein d’un hopital [2].

En effet, des épidémies ont été décrites dans le milieu hospitalier suite a la persistance des
bactéries sur des surfaces environnementales humides ou séches comme des distributeurs de
savon doux [87] ,des robinets [88] ,des siphons [89], du matériel médical tel que les
saturometre (SpO2) [86], des matelas a air [90], des incubateurs [91] ou des endoscopes
[92,93]. Selon I’étude de Vonberg et al. (2011), un quart des épidémies qui ont eu licu a

I’hopital aurait une origine environnementale [94].

La persistance des microorganismes dans le milieu hospitalier différe selon le type de surface
et ’espéce bactérienne. Elle peut s’étendre pour de longues durées, par exemple Klebsiella
spp pourrait persister sur des surfaces seches jusqu’a plus de 30 mois [95]. Plusieurs études
ont été réalisées de facons totalement différentes afin de determiner la durée de survie des
microorganismes in vitro. En effet, plus la durée de survie d’un germe pathogéne sur une
surface est longue, plus il sera responsable de la transmission d’infection aux patients ou au
personnel soignant. Cependant, une étude complémentaire, sur plusieurs matériaux serait
nécessaire pour déterminer la survie des germes dans le milieu hospitalier de maniere
standardisée [14].

Actuellement grace a sa résistance a la corrosion et a sa facilité de nettoyage et de
désinfection, 1’inox est le plus utilisé comme matériau de revétement des surfaces dans les
structures de soins. Malgré son inertie, la prolifération des germes infectieux est tres facile
sur I’inox. En réalité ce type de matériau peut étre contaminé par des SARM, des ERV ou des
spores de Clostridium difficile pouvant y persister durant plusieurs semaines voire des mois
[14].

En effet méme sur les surfaces les plus lisses comme I’inox, il existe des striations
microscopiques ou les bactéries peuvent résister méme aprés désinfection. L’amélioration de
’efficacité des protocoles de désinfections ne permet donc pas de régler définitivement le
probleme de la prolifération des germes infectieux sur les surfaces dans le milieu hospitalier
[46].
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Le recours au cuivre pour recouvrir les surfaces de contact dans les établissements de santé
représente donc une alternative pour renforcer les protocoles sanitaires de lutte contre la

transmission des infections associées aux soins.
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L’objectif principal de ce travail de thése est d’étudier le pouvoir du cuivre a limiter la
contamination microbienne dans l’environnement de soins. Pour cela, deux modéles
d’étude ont été congus. Le modele d’étude in vitro repose sur I’évaluation de la capacité
des coupons de cuivre a éliminer des charges de différentes souches bactériennes et
fongiques inoculées sur ces coupons au laboratoire, en comparant ’efficacité des coupons
de cuivre a celles des coupons d’inox utilisés comme contréle. Parallelement, le modéle
d’étude in situ comporte I’installation de surfaces en cuivre dans des services hospitaliers
et la réalisation de prélevements microbiologiques de ces surfaces ainsi que des surfaces
standards dans le but de dénombrer, identifier et comparer les flores microbiennes
colonisant ces deux types de surfaces, et ce en utilisant des méthodes classiques de
numération et d’analyses microbiologiques.

Secondairement, nous avons également comme objectif d’évaluer la resistance
bactérienne au cuivre. Pour cela nous avons recherché des souches bactériennes sur des
picces de monnaie de 20 dinars Algériens, constituées d’un cceur contenant 92% de

cuivre.

Type de I’étude :

1- Etude de P’activité antimicrobienne des coupons de cuivre in vitro : il s’agit d’une
étude expérimentale parallele contrélée non randomisée en ouvert.

2- Etude de [lactivité antimicrobienne du cuivre in Situau niveau des services
hospitaliers : il s’agit d’une étude expérimentale croisée contrdlée non randomisée en
ouvert.

3- Etude de la résistance bactérienne au cuivre : il s’agit d’une étude expérimentale

parallele contr6lée non randomisée en ouvert.

Cadre de ’étude :

Ce travail a été réalis¢ au niveau de 1’établissement hospitalier Didouche Mourad de
Constantine. Trois services ont participé a I’étude in situ : le service de medecine interne,

Iunité de néonatalogie du service de pédiatrie et le laboratoire central.

e Le service de médecine interne se compose de cinq unités d’hospitalisation (unité pied
diabétique, unité de gastroentérologie, unité de neurologie, unité de réanimation et

unité de I’hopital de jour), trois salles de soin, une salle de consultation, une salle
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d’exploration, une pharmacie, un bureau du médecin chef, un bureau du surveillant
médical, un bureau des assistants, un bureau des résidents, une chambre de garde, des
vestiaires et des sanitaires.

L’unité de néonatalogie se compose de cing salles (salle de consultation, salle de
soins, salle de réanimation, salles des prématurés et salle d’infectieux), une pharmacie,
une détente, des vestiaires et des sanitaires.

Le laboratoire central se compose de cing unités (unité de biochimie, unité
d’hémobiologie, unit¢ de microbiologie, unit¢ de parasitologie, et une banque de
sang), une réception, un secrétariat, une salle de staff, un bureau du médecin chef, un

bureau des assistants, un bureau du surveillant médical, des vestiaires et des sanitaires.

1. Matériel :

Pour la réalisation des différentes étapes de I’étude, on s’est servi du matériel suivant:

1.1. Eléments métalliques :

Des coupons de cuivre (Icm* 1cm) d’une pureté de 99% ainsi que des coupons d’inox
de mémes dimensions, servant comme surfaces de contrdle, ont été utilisés dans
I’¢tude de I’efficacité antimicrobienne de cuivre in vitro . Les coupons tests et
contrbles ont été préalablement nettoyés avec de I’acide nitrique ( MZK BactChim,
Constantine, Algérie) dilué¢ a 1% ensuite flambés dans de I’éthanol 70% (2M
Pharma, Alger, Algérie) et conservés dans des boites de Pétri stériles.

Des feuilles en cuivre (20 cm*20 cm), (15¢cm * 15¢m) et (10cm*5 ¢cm) d’une pureté de
99% ont été utilisés pour recouvrir les surfaces environnementales dans I’étude de
I’efficacité antimicrobienne du cuivre in situ.

200 pieces de monnaie de vingt Dinars Algérien ont été utilisées dans I’étude de la
résistance bactérienne au cuivre. Ces piéces sont bimétalliques : le cceur est constitué
d’un alliage contenant 92 % de cuivre, 6% d’aluminium et 2% de nickel. Alors que la

couronne est a base d’acier inoxydable [96].

1.2 Matériel biologique :

Les souches bactériennes utilisées dans 1’étude in vitro étaient :

v Escherichia coli multi-résistant (Ampicilline : R, Ticarcilline : R, Pipéracilline : R,

Augmentin : R, Céfazoline : R, Céfotaxime : R, Aztréonam : R, Gentamicine : R, Ac

nalixidique : R, Ciprofloxacine : R, Bactrim :R).
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Enterococcus faecium multi-résistant (Ampicilline : R, Augmentin : R, Céfazoline :
R, Céfotaxime : R, Imipénem : R, Ciprofloxacine : R, Bactrim :R, Lévofloxacine : R).
Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) (Pénicilline : R, Céfoxitine :
R, Erythromycine : R ,Clindamycine : R, T etramycine: R, Kanamycine: R,
Gentamicine : R, Amikacine : R, Tobramycine :R, Ciprofloxacine : R, Bactrim R,
Lévofloxacine : R).

Pseudomonas aeruginosa multi-résistant (Ticarcilline: R, Pipéracilline: R,
Aztréonam : R, Ceftazidime : R).

Klebsiella pneumoniae multi-résistante  (Ampicilline: R, Ticarcilline: R,
Pipéracilline : R, Augmentin: R, Céfazoline: R, Céfotaxime: R, Aztréonam :R,
Gentamicine : R, Amikacine : R, Ac nalixidique :R, Ciprofloxacine : R, Bactrim :R).
Acinetobacter baumannii multi-résistant (Ticarcilline: R, Pipéracilline: R,
Ceftazidime : R, Aztréonam :R, Imipénem :R, Gentamicine : R, Ciprofloxacine : R,
Bactrim :R, Lévofloxacine : R, Tobramycine : R).

Salmonella heidelberg  multi-résistant (Ampicilline :R, Ticarcilline: R,
Pipéracilline : R, Augmentin: R, Céfazoline: R, Céfotaxime: R, Aztréonam :R,

Gentamicine : R, Ciprofloxacine : I, Bactrim :R).

Ces souches multi-résistantes étaient isolées a partir des préelevements des malades
hospitalisés au niveau des services de ’EH Didouche Mourad Constantine.

Les souches fongiques utilisées dans 1’¢tude in vitro étaient Candida albicans,
Aspergillus fumigatus et Penicillium sp. La souche Candida albicans était isolée a
partir d’un prélévement d’un malade alors que les souches Penicillium sp et

Aspergillus fumigatus étaient isolées a partir d’un prélévement de 1’environnement.

1.3. Milieux de culture :

Les milieux de culture liquides utilisés dans cette étude étaient :

v Le bouillon cceur-cervelle (BHIB pour Brain Heart Infusion Broth) pour les
cultures bactériennes. (Institut Pasteur d’Algérie).

v Le milieu Sabouraud liquide pour les cultures fongiques. il a été préparé et
validé au niveau du laboratoire central de 'EH Didouche Mourad. Il est
composé de 10 g de peptone (Conda SA, Madrid, Espagne), 20 g de glucose
(Sigma- Aldrich, Saint Louis, USA) et la QSP 1L d’eau distillée.
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v' Le tampon phosphate salin (PBS pour Phosphate-Buffered Saline) était utilisé
pour la remise en suspension et le lavage des microorganismes. Il a été préparé
au niveau du laboratoire de chimie minérale pharmaceutique du département
de pharmacie de Constantine. Il est composé de 8 g de chlorure de sodium
NaCl (Merck, Billerica, USA), 2 g de chlorure de potassium KCI (Merck,
Billerica, USA), 1.42 g d’hydrogénophosphate disodique NasHPO4 (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, USA), 0.24g de dihydrogénophosphate de potassium
KH.POj4 (Fisher Scientific SAS, Cedex, France) et la QSP 1L d’cau distillée..

v L’eau physiologique stérile en tube de 10 ml (Institut Pasteur d’Algérie) était

utilisée pour diluer les suspensions microbiennes.

e Les milieux de culture solides utilisés dans 1’étude étaient :

v Gélose nutritive (Institut Pasteur d’Algérie), milieux non sélectif permettant
le dénombrement des colonies bactériennes.

v" Milieu chromogéne (Bioscan Industrie, Sétif, Algérie), milieu non sélectif
permettant la différenciation et I’identification des bactéries non exigeantes
gréace aux colorations spécifiques des colonies.

v Milieu Hektoen (Bioscan Industrie, Sétif, Algérie), milieu sélectif permettant
I’isolement des bacilles a gram négatif non exigeants.

v" Milieu Chapman (Bioscan Industrie, Sétif, Algérie), milieu sélectif
permettant 1’isolement des Staphylococcus.

v' Milieu de conservation (Bioscan Industrie, Sétif, Algérie) permettant
de préserver et maintenir la viabilité des souches bactériennes.

v" Milieux Sabouraud additionnée d’Actidione et sans Actidione (Institut
Pasteur d’Algérie) permettant I’isolement et le dénombrement des

champignons.

1.4. Réactifs utilisés pour la coloration de Gram :
Pour la coloration de Gram, on avait recours a quatre réactifs :

e Le violet de gentiane phéniqué (Adam Labo, Tizi Ouzou, Algérie) permettant de
colorer les bactéries a gram négatif et a gram positif en violet.
e Le lugol ( MZK BactChim, Constantine, Algérie) permettant de fixer la coloration

violette aux bactéries a gram négatif et a gram positif.
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L’alcool éthylique a 95% (2M Pharma, Alger, Algérie) permettant de décolorer les
bactéries a gram négatif.

La fuchsine basique (MZK BactChim, Constantine, Algérie) permettant de recolorer
les bactéries a gram négatif en rose.

1.5. Tests biochimiques pour I’identification des bactéries :

Le milieu Urée Indole (Institut Pasteur d’Algérie) permettant 1’identification des
Entérobactéries par la mise en évidence de 1’'uréase, de la tryptophane désaminase et
de la production d’indole.

Le milieu TSI (pour Triple Sugar Iron) (Institut Pasteur d’Algérie) permettant
I’identification des Entérobactéries par la mise en évidence de la fermentation des
trois sucres (glucose, lactose et saccharose) et la production de gaz et de H»S.

Le milieu Mannitol Mobilité (Institut Pasteur d’Algérie) permettant 1’identification
des Entérobactéries par la mise en évidence de la fermentation du mannitol, la
mobilité bactérienne et la réduction des nitrates en nitrites.

Le milieu Citrate de Simmons (Institut Pasteur d’Algérie) permettant la
différenciation des bactéries gram-négatives par la mise en évidence de 1’utilisation
du citrate comme la seule source de carbone.

Les milieux aminés ODC (ornithine-décarboxylase) LDC (lysine-décarboxylase) et
ADH (arginine-dihydrolase) (Institut Pasteur d’Algérie) permettant de différencier les
Entérobactéries par la recherche des enzymes décarboxylases et dihydrolases.

Les disques oxydase (Institut Pasteur d’Algérie) permettant la détection de I’enzyme
cytochrome oxydase chez les BGN produisant cette enzyme tel que Pseudomonas
spp.

L’eau oxygénée ( Rhumel pharm, Constantine, Algérie) permettant la détection de la
présence de 1’enzyme catalase chez les bactéries pour différencier les Staphylococcus

catalase (+) des Streptococcus catalase (-).

1.6. Matériel du laboratoire:

Un microscope optique. ( Optika, Italie)
Une étuve microbiologique réglée a 37°C. (Binder, Allemagne).

Une étuve microbiologique réglée a 27°C.(Nuve, Turquie).
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e Une hotte microbiologique ( Haier biomedical, France).

e Unautoclave 23 L.(Getidy , Chine).

e Un agitateur rotatoire. (Dragon Lab, Chine).

e Un agitateur magnétique chauffant (Corning, France).

e Une balance de précision 0.0001g (Radwag, Pologne).

e Des écouvillons stériles (AFCO , Jordanie) pour réaliser des prélévements.
e Des tubes a vis en verre autoclavables.

e Des boites de Pétri.

e Une fiole jaugée de 1L.

e Unerlenmeyer de 1L.

e Des micropipettes 10 uL et 100 uL. (Accumax pro, Inde).

1.7. Logiciels et bases de données

e La recherche bibliographique était réalisée en utilisant la base de données MEDLINE
PubMed et le moteur de recherche Google Scholar.

e [’étude statistique était réalisée grace aux logiciels : IBM SPSS Statistics 25, Biosta
TGV et Excel.

e Les références bibliographiques étaient gérées en utilisant le logiciel Zotero.

2. Méthodes :

2.1. Evaluation de P’activité antimicrobienne des coupons de cuivre in vitro :

La méthodologie consiste d’une maniére générale a comparer la survie des souches
bactériennes (Escherichia coli, Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae , Acinetobacter baumanni et Salmonella heidelberg ) et
fongiques (Candida albicans, Aspergillus fumigatus et Penicillium sp) sur des coupons de
cuivre versus des coupons inox servant comme controles. Le protocole de travail a été adapté
de I’étude Mehtar et al [25].
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Figure 09: Photographie des coupons de cuivre Figure 10: Photographie des coupons d’inox

Les critéres d’inclusion :
Les souches bactériennes incluses dans I’étude étaient :
v Des souches cliniques isolées des préléevements des malades hospitalisés au niveau de
I’EH Didouche Mourad.
v Des souches multi-résistantes aux antibiotiques.
v Des souches appartenant a des especes fréquemment impliquées dans les IAS.
Les souches fongiques incluses dans 1’étude étaient :
v Des souches fréquemment présentes dans 1’environnement hospitalier.
Les critéres d’exclusion :
v' Les souches bactériennes d’origine environnementale ou de laboratoire étaient exclues
de I’¢étude.

v’ Les souches bactériennes sensibles aux antibiotiques étaient exclues de I’étude.

2.1.1. Evaluation de I’activité antibactérienne des coupons de cuivre in vitro :
Les étapes suivantes ont été répétées deux fois pour chagque souche bactérienne :
2.1.1.1. Repiquage des souches bactériennes conserveées :

e Les souches bactériennes ont été maintenues viables dans des milieux de conservation
a 4°C. elles ont été repiquées en procédant comme suit :

v" Pour chaque souche conservée, on a réalisé un prélevement du milieu de

conservation puis on a ensemencé dans un tube contenant 5 mL du milieu

BHIB suivie d’une incubation a 37°C pendant une nuit. La multiplication

des souches était appréciée par ’apparition d’un trouble dans le milieu.
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v' Ces souches ont été ensuite ensemencées en utilisant la méthode des
cadrans sur gélose nutritive et incubé a 37°C pendant une nuit.
L’homogénéité des colonies a été vérifiée a 1’ceil nue.

v ces nouvelles cultures ont été utilisées pour préparer les suspensions

bactériennes a inoculer sur les surfaces a tester.

2.1.1.2. Préparation des suspensions bactériennes a inoculer :

e Une colonie de chaque souche bactérienne était prélevée et mise en suspension dans
un tube contenant 10 mL de BHIB, puis incubées a 37°C pendant une nuit.

e Ensuite 0.1 mL de chaque culture était transféré dans un tube contenant 15 mL de
BHIB. Ces nouvelles suspensions bactériennes ont été incubées a 37°C pendant une

nuit.

2.1.1.3. Détermination de la densité des suspensions bactériennes a inoculer :

e Pour la détermination de la densité des suspensions a inoculer, on a utilisé la méthode
des dilutions successives en se référant a la norme 1SO 7218 octobre 2007.

e Cette norme suggére I’utilisation d’une seule boite par dilution.

e Selon la norme ISO 7218 octobre 2007: « le calcul du nombre d’UFC par mL ou par g
de produit, consiste a faire la moyenne pondérée du nombre de colonies obtenues sur
deux dilutions successives dont I’une, au moins, présente un minimum de 10 colonies.
Le nombre maximal de colonies en totalité est de 300 par boite » [97].

e Pour ce faire, on a préparé trois dilutions dans 1’cau physiologique stérile a partir des
suspensions bactériennes a inoculer ; 103, 10° et 10”7,

e Dix microlitres de chaque dilution ont été ensemencés sur 3 boites de gélose nutritive
puis incubés a 37°C pendant 24 heures.

e On a procedé ensuite au dénombrement des colonies sur chaque boite. Seules les
boites contenant entre 10 et 300 colonies ont été retenues pour le calcul. Au final, on a
retenu une boite par dilution.

e Pour déterminer la densit¢é en nombre d’UFC par millilitres des suspensions

bactériennes a inoculer, on a utilisé 1’équation suivante :

N=>c/(Vx11d)

51



Matériel et méthodes

Avec :
N = concentration en nombre d’UFC par millilitre
>c = somme des colonies comptées sur les deux boites retenues.

V = volume de I’inoculum appliqué a chaque boite en millilitres.

DN N NN

d = dilution correspondant a la premiére boite retenue ; avec I’inoculum le

moins dilué [97].

2.1.1.4. Inoculation des souches bactériennes sur les surfaces a tester :

Dix microlitres de chaque suspension étaient inoculés sous forme de gouttelette sur
chaque support a tester (cuivre et inox).
Les échantillons ont été laisses environ 30 minutes a température ambiante, jusqu’au

séchage complet de I'inoculum. Ensuite incubés a température et humidité ambiantes

pendant des durées de (0, 30, 60, 90, 180 et 240 min).

2.1.1.5. Remise en suspension des flores viables, ensemencement et dénombrement des

colonies :

Aprés inoculation des souches bactériennes sur les deux types de coupons (cuivre
et inox) et incubation pendant les durées definies, ces coupons ont été transférés
dans des tubes contenant 10 mL de tampon PBS . ils ont été alors immergés dans ce
milieu de resuspension..

Les tubes contenant les coupons ont été ensuite placés au vortex pendant 30 secondes
pour relarguer les souches survivantes.

Puis les milieux de resuspensions ont été dilués jusqu’a un facteur 10 dans I’eau
physiologique stérile, et ensemencés sur géloses nutritives a raison de 100 pL par
gélose. Ces géloses ont été ensuite incubées a 37°C pendant 18 heures.

Enfin, les colonies ayant poussées sur les géloses nutritives ont été dénombreées. La
moyenne des nombres de colonies des deux essais a été utilisée pour calculer la
charge bactérienne viable présente sur les coupons de cuivre et inox a chaque temps

d’incubation selon la formule suivante.

C = M*V/Fv
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Avec :

C : la charge bactérienne.

M : la moyenne des nombres de colonies.
V : le volume de resuspension = 10 mL
F : le facteur de dilution = 103

Vv: le volume ensemencé = 100 uL
e Cette charge a été exprimée en UFC/cm?.
Les critéres de jugements :

e A partir des charges bactériennes calculées a chaque temps d’incubation sur cuivre et
inox, on a pu tracer et comparer les courbes de survie de chaque souche bactérienne

sur les deux types de matériaux.

e Pour évaluer I’efficacité antibactérienne du cuivre on a adopté les criteres utilisés par
I’étude Rozanska et al [49] :

v" Une réduction de la charge bactérienne supérieure ou égale a 2 log et
inférieure a 3 log signifie que le métal possede des propriétés
bactériostatiques.

v" Une réduction de la charge bactérienne supérieure a 3 log signifie que le

métal posséde des propriétés bactéricides.

e e testt de Student était utilisé pour analyser ’effet matériau sur la charge bactérienne
en comparant les moyennes des charges bactriennes sur les coupons de cuivre et inox.

le seuil de significativité était atteint pour une valeur de P < 0.05.

2.1.2. Evaluation de I’activité antifongique des coupons de cuivre in vitro :

Les souches fongiques (Candida albicans, Aspergillus fumigatus et Penicillium sp) ont été

conservées par repiquages successifs sur milieu Sabouraud.
Les étapes suivantes ont été répétées deux fois pour chaque souche fongique.

2.1.2.1 Préparation des suspensions fongiques a inoculer :

e Une colonie de chaque souche fongique était prélevée et mise en suspension dans un

tube contenant 10 mL de milieu Sabouraud liquide, puis incubées a 37°C pour
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Candida albicans et a 27° C pour Aspergillus fumigatus et Penicillium sp pendant une
nuit.

Ensuite 0.1 mL de chaque culture était transféré dans un tube contenant 15 mL de
milieu Sabouraud liquide. Ces nouvelles cultures ont été incubées a 37°C pour
Candida albicans et a 27° C pour Aspergillus fumigatus et Penicillium sp pendant une

nuit.

2.1.2.2. Détermination de la densité des suspensions fongiques a inoculer :

Pour la détermination de la densité des suspensions a inoculer, on a utilisé la méthode
des dilutions successives en se référant a la norme 1SO 7218 octobre 2007. (Voir p 51)
Pour les levures et les moisissures, cette norme préconise de retenir pour le calcul les
boites contenant entre 10 et 150 colonies [97].

on a préparé trois dilutions dans I’eau physiologique stérile a partir de la suspension
a inoculer de Candida albicans ; 103, 10° et 107. Anisi que trois dilutions de la
suspension d’Aspergillus fumigatus et Penicillium sp ; 107, 10?2 et 103,

10 microlitres de chaque dilution ont été ensemencés sur 3 boites de gélose
Sabouraud au chloramphénicol puis incubés pendant 24 heures, a 37°C pour les
cultures de Candida albicans et a 27°C pour les cultures d’Aspergillus fumigatus et
Penicillium sp.

Ensuite, on a procédé au dénombrement des colonies sur chaque boite en prenant en
compte les exigences de la norme ISO 7218 octobre 2007. Au final, on a retenu une
boite par dilution.

Pour déterminer les concentrations en nombre d’UFC/ mL des suspensions a inoculer

on a utilisé I’équation citée précédemment (Voir p 52).

2.1.2.3. Inoculation des souches fongiques sur les surfaces a tester :

Dix microlitres de chaque suspension étaient inoculés sous forme de gouttelette sur

chaque support a tester (cuivre et inox).

Les échantillons ont été laissés environ 30 minutes a température ambiante,
jusqu’au séchage complet de I’inoculum. Ensuite incubés a température et humidité
ambiantes pendant des durées de (0, 1h, 2h, 3h, 6h, 12h et 24h) pour Candida albicans
et (0, 3h, 6h, 12h, 24h, 48h, 72h et 168h) pour Aspergillus fumigatus et Penicillium sp.
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NB : pour éviter la contamination des échantillons de Penicillium sp et Aspergillus

fumigatus, cette étape a été réalisée sous hotte a flux laminaire pour ces champignons.

2.1.2.4. Remise en suspension des flores viables, ensemencement et lecture :

Apres inoculation des souches fongiques sur les deux types de coupons (cuivre et
inox) et incubation pendant les durées définies, ces coupons ont éteé transférés
dans des tubes contenant 10 mL de tampon PBS .ils ont été alors immergés dans ce

milieu de resuspension.

Les tubes contenant les coupons ont été ensuite placés au vortex pendant 30 secondes

pour relarguer les souches survivantes.

100 pL de chaque suspension de Candida albicans ont été ensemences sur gélose
Sabouraud (additionnée d’Actidione et sans Actidione) en boite. alors que les mémes
volumes des suspensions d’Aspergillus fumigatus et de Penicillium sp ont été
ensemencés sur gélose Sabouraud (additionnée d’Actidione et sans Actidione)
inclinée en tube pour éviter la contamination environnementale. Ces géloses ont été
ensuite incubées pendant 18 heures a 37°C pour Candida albicans et a 27° C pour
Penicillium sp et Aspergillus fumigatus.

Enfin, les colonies ayant poussées sur les boites de gelose Sabouraud ont été
dénombreées. La moyenne des nombres de colonies issus des deux essais a eté utilisée
pour calculer la charge viable de Candida albicans présente sur les coupons de cuivre

et inox a chaque temps d’incubation selon la formule suivante :

C =M*V’/v’
Avec :
C’ : la charge de Candida albicans.
M’ : la moyenne des nombres de colonies.
V’ : le volume de resuspension = 10 mL
v: le volume ensemencé = 100 pL

Cette charge a été exprimée en UFC/cm?.
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Les critéres de jugement :

A partir des charges de Candida albicans calculées a chaque temps d’incubation, on a
pu tracer et comparer les courbes de survie de cette levure sur les deux types de

matériaux.

le test t de Student était utilisé pour analyser 1’effet matériau sur la charge de Candida
albicans en comparant les moyennes des charges de cette levure sur les coupons de

cuivre et inox. le seuil de significativité était atteint pour une valeur de P < 0.05.

Pour Penicillium sp et Aspergillus fumigatus, on a procédé a la lecture des cultures
pour déterminer et comparer les temps de survie de ces champignons sur les deux

types de matériaux.

2.2. Etude de Pactivité antimicrobienne du cuivre in situ au niveau des services

hospitaliers :

1.2.1.

Dans cette seconde partie de 1’étude et pour mettre en évidence I’effet antibactérien et
antifongique du cuivre in situ, nous avons installe des surfaces en cuivre dans
I’environnement des malades et sur des objets fréquemment touchés par les malades
et/ou le personnel médical.

Ensuite nous avons étudié les charges microbiennes environnementales et identifier
les différentes populations bactériennes et fongiques colonisant des surfaces en cuivre
en les comparants a celles présentes sur des éléments standards (inox , bois,

plastique ..etc).

Installation des surfaces en cuivre :

Trois services de I'EH Didouche Mourad ont été volontaires pour participer a 1’étude :
le service de médecine interne, le laboratoire central et I’ I'unité de néonatalogie du
service de pédiatrie.

105 surfaces en cuivre ont été installées au niveau de ces des services dont 10 au
niveau de 1’unité de néonatalogie, 60 au niveau du service de médecine interne, et 35

au niveau du laboratoire central.
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Les critéres d’inclusion :

v Les objets fréquemment touchés par les malades et/ou le personnel médical étaient
inclus dans 1’étude.

v Toute surface en cuivre restée intacte aprés son installation était incluse dans I’étude.
Les critéres d’exclusion :

v' Les objets peu touchés par les malades et le personnel médical sont exclus de 1’étude.

v' Les surfaces en cuivre enlevées ou endommagées étaient exclues de 1’étude.

Unité de néonatalogie :

e Dans I'unité de néonatalogie, 10 surfaces en cuivre étaient placées sur les poignées de
portes. 50% des poignées de I'unité étaient recouverte en cuivre alors que les 50%
restées non recouvertes ont servis de témoins. Les surfaces en cuivre ont été placées
sur les poignées de porte en alternant entre le coté salle et le coté couloir.

e Ces surfaces étaient installées au niveau de la salle de consultation, la salle de soins,
la salle des prématurés, la salle d’infectiologie, la salle de réanimation, la pharmacie,

la détente, des vestiaires, des sanitaires et la poignée de porte d’entrée.

Service de médecine interne :

e Dans le service de médecine interne, 60 surfaces en cuivre étaient placées au niveau
des chambres des malades des différentes unités ( pieds diabétique, gastroentérologie,
neurologie, réanimation et hépital de jour), des salles de soins, de la salle de
consultation, du bureau des résidents, du bureau des assistants, du bureau du médecin

chef, du bureau du surveillant médical, des sanitaires et des vestiaires.

e Les objets concernés étaient les poignées de porte (en alternant entre le coté salle et
le coté couloir), les barreaux des lits, les tables a manger, les tables de chevet, les
chariots de soins, les chariots de nourriture, les armoires médicales et les bureaux du

personnel.
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Laboratoire central :

e Dans le laboratoire central, 35 surfaces en cuivre étaient placées au niveau de la
réception, de la banque de sang, de I'unité de microbiologie, de I'unité de
parasitologie, du bureau des assistants, du bureau du surveillant médical et des
sanitaires.

e Les objets concernés étaient les poignées de porte (en alternant entre le coté salle et le
coté couloir), les casiers, les étuves, les paillasses, les vis des microscopes, les

réfrigérateurs des réactifs, les armoires des réactifs et les bureaux du personnel.

Unité Hépital
| dejour ¢

|
4
|

o T

Figure 11 : photographie de deux poignées de porte recouvertes en cuivre au niveau du
service de médecine interne.
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Figure 12 : photographie de deux surfaces en cuivre (20 cm*20 cm) placées dans des

armoires des médicaments au niveau du service de médecine interne.

Figure 13 : photographie de deux surfaces en cuivre (15 cm*15 cm) placées sur des chariots

de soin au niveau du service de médecine interne.
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2.2.2. Prélevement microbiologique au niveau des services hospitaliers :

Apres vingt jours de I'installation des surfaces en cuivre au niveau des trois services,

on a réalisé un prélévement de ces surfaces ainsi que des surfaces standards témoins.

2.2.2.1. Les surfaces a prélever :

Pour les poignées de porte, on a procédé au prélevement des poignées recouvertes en
cuivre ainsi que des poignées témoins du cbté opposé.

Pour les autres objets, on a procédé au prélevement des surfaces en cuivre ainsi que
des surfaces témoins qui se trouvent juste a coté en respectant la méme aire de

prélevement. Les surfaces témoins ont été¢ délimitées a 1’aide d’une regle et d’un

crayon préalablement désinfectés.

2.2.2.2. Le protocole de prelévement :

Le protocole de préléevement a été adapté du guide « Surveillance microbiologique de

I’environnement dans les établissements de santé » du CCLIN Sud-Ouest — 2016.[98]

Les prélevements ont été realisés par écouvillonnage, une méthode fréquemment
employée pour évaluer les charges microbiennes sur des surfaces. Pour cela on a

utilisé des écouvillons stériles composés d’une tige en bois et d’un embout en coton.

Les extrémités des écouvillons ont été humidifiées avec de I’eau physiologique stérile,
ensuite pressées contre la paroi du tube pour éliminer ’excés d’eau. Cette étape a

permis un meilleur relargage des microorganismes des surfaces a prélever.

La technique de prélevement consiste a faire passer I’écouvillon sur la surface a
prélever en tracant des stries paralleles rapprochées et en faisant tourner Iégerement
I’écouvillon entre le pouce et I’index. Cette opération a été répétée en tracant des stries
perpendiculaires aux premicres sur la méme surface de prélévement. L’écouvillon a

été ensuite mis dans son étui protecteur dans des conditions aseptiques.
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Figure 14 : Technique de prélevement des surfaces [CCLIN, 2016]

Ces prélevements étaient effectues le matin avant la désinfection des surfaces par les

agents d’entretien pour éviter la présence des traces de détergents.

Les mesures d’hygiene ont été respectées dans la zone de prélevement, de méme que
les procédures de bionettoyage sont restées inchangées tout au long de I’étude.

Chaque préeléevement a été numéroté et identifier en mentionnant le type de la surface
prélevée (cuivre ou témoin), le service, la zone et ’objet. Les prélévements des
surfaces en cuivre étaient numérotés en chiffres impaires alors que ceux des surfaces
témoins étaient numérotés en chiffres pairs.

Ces prelevements ont été ensuite rapidement acheminés au laboratoire central pour
éviter la dessiccation et la mortalité des microorganismes.

Aprés 8 semaines du premier prélevement, on a procédé a un deuxieme prélévement
des surfaces en cuivre pour évaluer la variation de I’activité antimicrobienne de ce

métal dans le temps.

2.2.2.3. Mise en culture, dénombrement et identification des flores bactérienne et

fongique :

Au total 315 échantillons ont été récoltés lors des deux prélevements. Ces échantillons
ont été acheminés au laboratoire pour étre directement ensemencés sur différents
milieux de culture permettant la détection et le dénombrement des bactéries et

champignons présents sur les surfaces prélevées.
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2.2.2.3.1. Recherche des bactéries dans les prélevements des surfaces :

e Les 315 prélevements ont été ensemencés par dechargement successive de chaque
écouvillon sur trois milieux :

v' La gélose chromogéne, milicu non sélectif permettant I’identification et le
dénombrement de la flore bactérienne totale.

v La gélose Hektoen, milieu sélectif permettant la détection des BGN.

v Et la gélose Chapman, milieu sélectif permettant la détection des
staphylocoques.

e Tous les milieux de culture gélosés ont été incubés a 37°C pendant 24h. les colonies
d’espéces bactériennes différentes ont été ensuite dénombrées pour chaque
prélevement.

e [’identification des souches bactériennes a été complétée en se basant sur :

v' des criteres morphologiques macroscopiques (aspect des colonies) et
microscopiques apres coloration de Gram.

v Et des criteres biochimiques par les différents tests de la galerie biochimique
et les tests complémentaires (le test de catalase et le test d’oxydase).

e Le nombre d’UFC/100 cm? des différentes espéces bactériennes isolées sur les deux
types de surfaces (cuivre et témoin) a servi de référence pour évaluer 1’efficacité

antibactérienne du cuivre.

2.2.2.3.2. Recherche des champignons dans les prélevements de surfaces:

e [’étude de la flore fongique a été réalisée sur les prélevements effectués au niveau du
service de médecine interne.

e Au total 180 échantillons ont été récoltés lors des deux prélevements. Ces échantillons
ont été ensemencés par déchargement des écouvillons sur géloses Sabouraud inclinées
en tube (additionnée d’ Actidione et sans Actidione).

e Ces cultures ont été incubées a 27°C pendant 7 jours. la lecture de ces cultures a été
réalisée chaque jour durant la période d’incubation.

e L’identification des colonies fongiques était macroscopique et microscopique.

e Le test de filamentation et le test de chlamydosporulation étaient réalisés pour

I’identification des levures.
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Le nombre d’especes fongiques différentes isolées par surface sur les surfaces
standards et les surfaces en cuivre a été utilisé comme référence pour évaluer

I’efficacité antifongique de ce métal.

Etude statistique et criteres de jugements :

Pour notre étude statistique, I’Excel et les logiciels IBM SPSS statistics 25 et Biosta
TGV ¢étaient utilisés pour ’analyse des données.

Les résultats étaient évalués et interprétés selon les outils de statistiques : effectifs
moyennes, médianes, fréquences.....

Pour évaluer I’efficacité antimicrobienne in situ des surfaces en cuivre on a utilisé les
critéres suivants :

La charge bactérienne exprimée en nombre d’UFC/100 cm? des différentes espéces
bactériennes isolées sur les surfaces (cuivre et témoin) ainsi que les fréquences de
contamination bactérienne des deux types de surfaces ont servi de références pour
évaluer I’efficacité antibactérienne du cuivre.

Le nombre d’especes fongiques différentes isolées par surface sur les surfaces
standards et les surfaces en cuivre ainsi que les frequences de contamination fongique
des deux types de surface ont été utilisés comme références pour évaluer 1’efficacité
antifongique de ce métal.

Le test de Kolmogorov-Smirnov a été utilisé pour vérifier la normalité de la
distribution de la charge bactérienne ainsi que celle du nombre d’espéces fongiques
isolé par surface.

Le test U de Mann- Withney a été utilisé pour comparer les charges bactériennes
ainsi que le nombre d’espéces fongiques isolé par surface entre les surfaces en cuivre
et les surfaces standards

Le test de Khi-2 et le test exact de Fisher ont été utilisés pour comparer les fréquences
de contamination des surfaces en cuivre et des surfaces standards.

le seuil de significativité était atteint pour une valeur de P < 0.05
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2.3. Etude de la résistance bactérienne au cuivre :

Dans cette partie nous avons étudier le pouvoir des bactéries a développer une
résistance au cuivre lors d’un contact continu avec ce métal. Pour ce faire, nous
avons recherché des souches bactériennes pouvant persister sur les pieces de 20
dinars Algériens.

Ces piéces de monnaie, entrant fréquemment en contact avec les mains, sont
constituées d’un cceur contenant 92% de cuivre. Elles représentent donc des surfaces

idéales pour isoler des bactéries résistantes a ce métal.

Les criteres d’inclusion :

v' Les piéces de monnaie de 20 DA en circulation étaient incluses dans 1’étude.

Les critéres d’exclusion :

v' Toutes autres pieces de monnaie étaient exclues de 1’étude.

Pour réaliser cette étude nous avons procéde comme suit :

2.3.1. Prélevement des piéces de monnaie :

200 pieces de monnaie de 20 dinars Algériens ont été collectées dans quatre wilayas
de I’Est Algérien : Constantine, Oum el Bouaghi, Mila et Jijel.

Ces piéces ont été placées dans des boites de Pétri stériles, ensuite prélevées des deux
faces en utilisant des écouvillons stériles préalablement humidifiés a [’eau
physiologique stérile.

Les prélevements ont été réalisés en frottant les écouvillons sur la partie centrale des

pieces (la partie jaune avec un diametre de 19.55 mm).

Un alliage contenant
92% de cuivre

Figure 15 : Photographie des pieces de vingt dinars Algérien
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2.3.2. Mise en culture :

e Les écouvillons ont ét¢ immergés dans des tubes contenant 5 ml de bouillon cceur-
cervelle pour enrichissement, en coupant les batonnets dans des conditions aseptiques,
et incubées a 37°C pendant 18h.

e 10 pL de chaque bouillon ont été ensuite ensemencés sur trois milieux de culture
gélosés : la gélose nutritive, la gélose Hektoen et la gélose Chapman. Tous ces milieux

de culture ont été incubés a 37 °C pendant 24h.

2.3.3. Dénombrement et identification :

e Les colonies d’especes différentes ont été dénombrées et identifiées en se basant sur
des critéres morphologiques macroscopiques (aspects des colonies) et microscopiques

(apres coloration de Gram).

2.3.4. Test de survie sur du cuivre pur :

e La survie des souches bactériennes isolées sur les piéces de monnaie a été testée in
vitro sur une surface de cuivre pure a 99%, et comparée a celle des souches controles

isolées de I’environnement hospitalier. Pour ce faire nous avons procédé comme suit :

2.3.4.1. Préparation des suspensions bactériennes a inoculer :

e Une colonie de chaque souche bactérienne isolée sur les pieces de monnaie ainsi que
des souches contrbles était prélevée et mise en suspension dans un tube contenant 10
mL de BHIB, puis incubées a 37°C pendant 18 h.

e Ensuite 100 puL de chaque culture était transféré dans un tube contenant 15 mL de

BHIB. Ces nouvelles suspensions bactériennes ont été incubées a 37°C pendant 18h.
2.3.4.2. Inoculation des souches bactériennes sur du cuivre pur :

e dix microlitres de chaque suspension bactérienne des souches isolées sur les pieces de
monnaie ainsi que des souches contrdles étaient inoculés sous forme de gouttelette sur

un coupon de cuivre pur a 99% (1cm*1cm).
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e Les échantillons ont été laissés environ 30 minutes a température ambiante,
jusqu’au séchage complet de I’inoculum. Ensuite incubés a température et humidité

ambiantes pendant des durées de (1h, 2h, 3h et 4 h).
2.3.4.3. Remise en suspension des bactéries viables, ensemencement et lecture :

e Apres inoculation des souches bactériennes sur les surfaces de cuivre, et incubation
pendant les durées définies, ces coupons ont été immergés dans des tubes

contenant 10 mL de tampon PBS stérile .

e Les tubes contenant les coupons ont été ensuite placés au vortex pendant 30 secondes

pour relarguer les souches survivantes.

e Puis les milieux de resuspensions ont été dilués jusqu’a un facteur 1073, et ensemencés
sur geloses nutritives a raison de 100 pL par gelose. Ces géloses ont été ensuite

incubées a 37°C pendant 18 heures.
Les criteres de jugement :

La lecture des cultures nous a permis de déterminer et de comparer les temps de survie des

souches isolées des pieces de monnaie ainsi que des souches contrdles.

Aspect éthique et conflits d’intéréts :

Nous déclarons qu’il n’y a aucun conflit d’intéréts associé a ce travail.
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1. Etude de I’efficacité antimicrobienne des coupons de cuivre in vitro :
1.1. Etude de Pefficacité antibactérienne des coupons de cuivre in vitro :

1.1.1. Action du cuivre sur des bacilles a Gram négatif :
Les charges bactériennes viables d’Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
heidelberg, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter sp présentes sur les coupons de cuivre

et inox a chaque temps d’incubation sont résumées dans les tableaux | et II.

Tableau I : Les charges bactériennes viables d’Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et

Salmonella heidelberg sur cuivre et inox a chaque temps de contact.

Escherichia coli Klebsiella pneumoniae | Salmonella heidelberg
Temps de Inoculum = 1.9 x10’ Inoculum = 8.2 x10’ Inoculum = 2 x10’
contact UFC UFC UFC
(min)
Charges viables Charges viables Charges viables
(UFC/cm?) (UFC/cm?) (UFC/cm?)
P=0.01 P=0.19 P =0.001
Cuivre Inox Cuivre Inox Cuivre Inox
0 34x10°| 35x10° |1.15x107| 9.1x10° 3.5x10° | 3.1x10°
30 2 x10° 3.8x10° [4.6x10°| 7.5x10° 8x10° |3.5x10°
60 1.3x10°| 4.8x10° |[4.1x10°| 8.7x10° 7x10° | 4.7x10°
90 0 5x10° 1.8x10°| 4.5x10° 0 3.8 x 10°
180 0 54 x10° | 1.6x10° 5.8 x10° 0 4 x10°
240 0 7.4 x10° 0 3.7 x10° 0 4.6 x10°
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Tableau 11 : Les charges bactériennes viables de Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter

baumanni sur cuivre et inox a chaque temps de contact.

Temps Pseudomonas aeruginosa Acinetobacter baumannii
cogfact Inoculum = 4.3 x10" UFC Inoculum = 2.5x10” UFC
(min)
Charges viables (UFC/cm?) Charges viables (UFC/cm?)
P =0.008 P =0.001
Cuivre Inox Cuivre Inox
0 5.1 x10° 8.3 x 106 6.1x 10° 8.6 x10°
30 5.4 x 10° 1.1 x 10’ 5.1 x10° 1.1x 107
60 2x10° 9.5 x10° 3x10° 1.4 x107
90 7x10° 8.6 x10° 9x10° 9.3 x10°
180 0 10’ 8 x10° 1.8 x107
240 0 2.7 x 107 0 2.107
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Figure 16 : Les courbes de survie d’Escherichia coli sur cuivre et inox.
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Figure 17 : Les courbes de survie de Klebsiella pneumoniae sur cuivre et inox.

70



Résultats
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Figure 18 : Les courbes de survie de Salmonella heidelberg sur cuivre et inox.
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Figure 19 : Les courbes de survie de Pseudomonas aeruginosa sur cuivre et inox.
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Figure 20 : Les courbes de survie d’Acinetobacter baumannii sur cuivre et inox.

Les résultats résumeés dans les tableaux I et 11 montrent que les charges d’Escherichia coli et
de Salmonella heidelberg ont été totalement éliminées au bout de 90 min de contact avec du
cuivre. Celles de Klebsiella pneumoniae et d’Acinetobacter baumanni ont été éliminées en
240 min d’exposition a ce métal alors que la durée de survie de la souche Pseudomonas
aeruginosa sur les coupons de cuivre était de 180 mn. Cependant, les cellules viables
d’Escherichia coli, de Salmonella heidelberg, de Klebsiella pneumoniae, d’Acinetobacter
baumannii et Pseudomonas aeruginosa sont restées présentes sur les coupons d’inox méme
aprés 240 mn de contact. Selon ces résultats, le cuivre possede un effet bactéricide contre ces

bactéries.

La comparaison des moyennes des charges viables des souches Escherichia coli, Salmonella
heidelberg, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter sp et Pseudomonas aeruginosa sur cuivre
et inox, en utilisant le test t de Student, a révélé que ces charges étaient significativement plus
basses sur le cuivre que sur 1’inox pour Escherichia coli (P=0.01), Salmonella heidelberg (P=
0.001), Acinetobacter baumannii (P=0.001) et Pseudomonas aeruginosa (P=0.008).
Cependant, ce test a montré qu’il y avait pas de différence significative entre ces charges

pour Klebsiella pneumoniae (P=0.19).
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1.1.. Action du cuivre sur des cocci @ Gram positif :

Les charges bactériennes viables d’Enterococcus faecium et de Staphylococcus Aureus

présentes sur les coupons de cuivre et inox a chaque temps d’incubation sont résumées dans le
tableau I11.

Tableau 111 : Les charges bactériennes viables d’Enterococcus faecium et de SARM sur

cuivre et inox a chaque temps de contact.

Temps Enterococcus faecium Staphylococcus Aureus
de multi-résistante résistant a la Meticilline
contact
Inoculum = 2 x108 UFC Inoculum = 1.6 x108 UFC
(min)

Charges viables (UFC/cm?) Charges viables (UFC/cm?)

P = 0.003 P =0.02
Cuivre Inox Cuivre Inox
0 5.6 x 107 5.9 x 107 1.5 x 107 1.63 x 107
30 9x10° 5.6 x10’ 1.8 x 107 1.36 x 107
60 3.4 x10° 3.1x 107 8 x 10° 1.2 x107
90 1.9 x 10° 5.05 x 107 7 x 106 1.12 x107
180 0 5 x10’ 4.5 x 106 1.54 x 10’
240 0 5.02 x10’ 0 1.79 x10/
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Charge bactérienne (Log UFC/cm?)

0 50 100 150 200

Temps de contact (min)

250

300

=== CU
=== inox

Figure 21 : Les courbes de survie d’Enterococcus faecium sur cuivre et inox
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Figure 22 : Les courbes de survie de Staphylococcus Aureus sur cuivre et inox.
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Les résultats résumeés dans le tableau 11l montrent que les charges d’Enterococcus faecium
ont été totalement éliminées au bout de 180 min de contact avec du cuivre. Alors que celles de
de Staphylococcus Aureus ont été éliminées en 240 min d’exposition a ce métal. Cependant,
ces deux souches ont montré une résistance accrue a I’inox durant les 240 min d’incubation
sur ce dernier. Ces résultats suggerent que le cuivre possede un effet bactéricide contre ces

deux bactéries.

La comparaison des moyennes des charges viables de ces deux souches sur les coupons de
cuivre et d’inox, en utilisant le test t de Student, a montré que ces charges étaient
significativement plus basses sur le cuivre que sur 1’inox pour Enterococcus faecium (P =
0.003) et Staphylococcus Aureus (P = 0.02).

1.2. Etude de Pefficacité antifongique des coupons de cuivre in vitro :
1.2.1. Action du cuivre sur Candida albicans :

e Les charges viables de Candida albicans présentes sur les coupons de cuivre et inox a

chaque temps d’incubation sont résumees dans le tableau 1V.

Tableau IV : Les charges viables de Candida albicans sur cuivre et inox a chaque temps

de contact

Inoculum | Temps de contact | Charge de Candida albicans (UFC/cm?) p= 0.034

(UFC) " Cuivre Inox

0 1.2.10° 1.43.10°

o’ 1h 2.10° 5.2.10"
2h 0 7.10*%

3h 0 6.8.10%

6h 0 5.6.10%

12h 0 6.2.10%

24h 0 4.2.10%
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Figure 23 : Les courbes de survie de Candida albicans sur cuivre et inox.

Les résultats résumeés dans le tableau IV montrent que la charge inoculée de Candida albicans
a ete totalement éliminée sur les coupons de cuivre au bout de 2 heures. Alors que des
souches viables de cette levure sont restées présentes sur les coupons d’inox méme aprées 24

heures de contact.

La comparaison des charges viables de cette souche de Candida albicans sur cuivre et inox,

en utilisant le test t de Student, a révélé qu’il y avait pas de différence significative entre ces
charges (p=0.034).

Selon ces résultats, le cuivre possede un effet antifongique sur cette souche de Candida

albicans.
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1.2.2. Action du cuivre sur Pénicillium sp :

Résultats

e Les résultats de la lecture des cultures de Pénicillium sp sont résumés dans le tableau

V.
Tableau V : La survie du Peénicillium sp sur cuivre et inox.
Inoculum | Temps de contact (h) Survie
(UFC) i
Cuivre Inox
0 (+) (+)
3x 10°
3h (+) (+)
6h (+) (+)
12h (+) (+)
24h (-) (+)
48h (-) (+)
72h (-) (+)
168h (-) (+)

Les résultats résumes dans le tableau VV montrent que la charge inoculée de Pénicillium sp a

été totalement éliminée au bout de 24 heures d’exposition aux coupons de cuivre. Cependant,

les souches viables de ce champignon sont restées présentes sur les coupons d’inox méme

apres sept jours de contact.

Ces résultats suggerent que le cuivre possede un effet antifongique sur cette souche de

Pénicillium sp.
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1.2.3. Action du cuivre sur Aspergillus fumigatus :

Les résultats obtenus des deux essais étaient irréguliers et discordants et ne permettent pas a
conclure a I’action fongicide des coupons de cuivre sur cette espéce. Etant donné que les
spores d’Aspergillus fumigatus sont largement disséminées dans 1’air, ces résultats peuvent
étre expliqués par la contamination des échantillons qui pourrait survenir a diverses étapes de

la manipulation.

2. Etude de Pefficacité antimicrobienne du cuivre in situ au niveau des

services hospitaliers :
2.1. Etude de P’efficacité antibactérienne du cuivre in situ au niveau des services
hospitaliers :
2.1.1. Comparaison des taux de contamination des surfaces en cuivre et des

surfaces standards :
Les cultures bactériennes de 80 sur 105 échantillons prélevés des surfaces standards étaient
positives alors que le reste était negatif. Cependant, 29 cultures seulement sur 105

prélevements des surfaces en cuivre étaient positives alors que le reste était négatif.

Tableau VI : Les taux de contamination des surfaces en cuivre et des surfaces standards.

Contamination Surfaces en Surfaces Taux de reduction P
cuivre standards | de la contamination | value
Surfaces
contaminées | Effectif 29 80
<
Fréquence 27.61% 76.19% 63.75% 0.0001
Surfaces non
contaminées | Effectif 76 25
Fréquence 72.39% 23.81%
Total 105 (100%) | 105 (100%)
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Figure 24 : Les taux de contamination des surfaces en cuivre et des surfaces standards.

e La comparaison des pourcentages des surfaces contaminées parmi les surfaces en
cuivre et les surfaces standards en utilisant le test de Khi-2 a montré que le taux de
contamination des surfaces en cuivre était significativement plus bas que celui des
surfaces standards (P< 0.0001). En effet, le cuivre a réduit le taux de contamination

des surfaces environnementales dans les trois services de 63.75%.

2.1.2. Comparaison des charges des bactéries aérobies totales sur les surfaces en

cuivre et les surfaces standards :

e La charge des bactéries aérobies totales isolées par échantillon a été exprimé en
nombre d’UFC/100 cm?,

e Lanormalité de la distribution de la charge bactérienne a été vérifiée en utilisant le test

de Kolmogorov- Smirnov.
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e Comme la charge bactérienne ne suivait pas une distribution normale, on a utilisé le
test non paramétriqgue U de Mann- Whitney pour vérifier si la charge des bactéries
aerobies totales était significativement plus basse sur les surfaces en cuivre en

comparaison avec les surfaces standards.

Tableau VII : Charges des bactéries aérobies totales (UFC/100 cm?) sur les surfaces

en cuivre et les surfaces standards.

Type de Effectif Moyenne Médiane P value | Réduction
matériau (UFC/100cm?) | (UFC/100cm?) (%)
Surfaces en 105 11.14 0
cuivre
Surfaces 105 266.09 60 <0.0001 95.77 %
standards
Charge (UFC/100cm?) P value <0.0001
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3000,00

2000,00 *
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00 _i_

Cuivre temoin

Materiau

Figure 25 : Charges des bactéries aérobies totales (UFC/100cm?) sur les surfaces en cuivre et
les surfaces standards.
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e Ces résultats montrent que la charge des bactéries aérobies totales était
significativement plus basse sur les surfaces en cuivre en comparaison avec les
surfaces standards (P <0.0001). En effet, le cuivre a réduit la charge des bactéries

aérobies totales de 95.77%.

2.1.3. Comparaison des niveaux de contamination des surfaces en cuivre et des surfaces

standards :

e Pour avoir une idée plus précise sur les niveaux de biocontamination des surfaces en
cuivre et des surfaces standards, on a classé ces surfaces selon leur charge des
bactéries aérobies totales en :

v' Les surfaces présentant une charge < 10 UFC/100cm?.

Les surfaces présentant une charge entre 10 et 100 UFC/100cm?,

Les surfaces présentant une charge entre 100 et 250 UFC/100cm?.

Les surfaces présentant une charge entre 250 et 1000 UFC/100cm?,

Et les surfaces présentant une charge > 1000 UFC/100cm?.

Tableau VIII : Répartition des niveaux de contamination sur les surfaces en cuivre et les
surfaces standards.
Charge Surfaces en cuivre Surfaces standards
(UFC/100cm?) Effectif |Fréquence (%) | Effectif |Fréquence (%)
P value
<10 76 72.39% 25 23.81% < 0.0001
Entre 10 et 100 26 24.76% 33 31.42% 0.28
Entre 100 et 250 3 2.85% 17 16.19% 0.001
Entre 250 et 1000 0 0% 24 22.85% < 0.0001
> 1000 0 0% 6 5.71% 0.038
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Figure 26 : Repartition des niveaux de contamination sur les surfaces en cuivre et les surfaces

standards.

e La comparaison de la fréquence de chaque niveau de contamination parmi les surfaces
en cuivre et les surfaces standards a été réalisée en utilisant le test de Khi-2 et le test
exact de Fisher.

e Ce test a révélé que la fréquence des surfaces en cuivre ayant un faible niveau de
contamination (<10 UFC/100 cm?) était significativement plus élevée (72.39%) en
comparaison a celle des surfaces standards (23.81%) (P <0.0001).

e Cependant, aucune des surfaces en cuivre n’a présenté une charge supérieure a 250
UFC/100 cm?, alors que 22.85% des surfaces standards avait un niveau de
contamination élevé (charge entre 250 et 1000 UFC/100 cm?) (P< 0.0001) et 5.71%
de ces surfaces ont présenté un niveau de contamination trés élevé avec une charge >
1000 UFC/100 cm? (P = 0.038).

e Les normes actuelles d’évaluation et de suivi du bionettoyage des surfaces dans les

établissements de santé suggérent que le niveau de contamination bactérienne de ces
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surfaces ne doit pas dépasser le seuil de 250 UFC/100 cm? [99]. Dans cette étude, on
a trouvé que 28.57% des surfaces standards présentaient des niveaux de contamination
supérieurs a ce seuil. Cela représente un vrai danger notamment pour les malades des

services de médecine interne et de néonatologie.

2.1.4. Comparaison des charges des bactéries aérobies totales sur les surfaces en cuivre

et les surfaces standards dans chaque service :

e Les charges des bactéries aérobies totales sur les surfaces en cuivre et les surfaces
standards dans les services de médecine interne, de néonatologie et du laboratoire

central ont été comparées en utilisant le test U de de Mann- Whitney.

Tableau IX : Charge des bactéries aérobies totales sur les surfaces en cuivre et les surfaces

standards dans chaque service.

Surfaces en cuivre Surfaces standards
Service i : P Taux de
n | Moyenne | Médiane | n | Moyenne | Médiane |yalue |réduction
UFC/100 | UFC/100 UFC/100 | UFC/100 %
cm? cm? cm? cm?

Méd int | 60 13.5 0 60 307.83 100 < 95.61%
0.0001

Néonat | 10 7 0 10 263 185 < 97.33%
0.0001

Labo |35 10.98 0 35 153.62 10 < 92.28%
0.0001
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Figure 27 : Charge des bactéries aérobies totales sur les surfaces en cuivre et les surfaces

standards dans chaque service.

e Ces résultats montrent que la charge des bactéries aerobies totales sur les surfaces en
cuivre était significativement plus basse que celle présente sur les surfaces standards
dans les trois services (P< 0.0001).

e Le cuivre a réduit la charge bactérienne de 95.61% dans le service de médecine
interne, de 97.33% dans le service de néonatologie et de 92.28% dans le laboratoire

central.
2.1.5. Répartition de la charge des bactéries aérobies totales sur les surfaces en cuivre
et les surfaces standards selon les différentes zones :

e Les charges des bactéries aérobies totales sur les surfaces en cuivre et les surfaces
standards dans les différentes zones des trois services ont été comparées en utilisant le

test U de de Mann- Whitney.
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standards dans les différentes zones du service de médecine interne.

Résultats

Tableau X : Charge des bactéries aérobies totales sur les surfaces en cuivre et les surfaces

Surfaces en cuivre Surfaces standards
Zones (service de Moyenne | Médiane | Moyenne | Médiane P
médecine interne) value
UFC/100 | UFC/100 | UFC/100 | UFC/100
cm? cm? cm? cm?

Salles de soin 20 10 305 220 0.005
Salle de consultation 6.66 0 380 40 0.1
Unité pied diabétique 23,33 0 368,8 220 0.002

Unite neurologie 6.66 0 56.66 50 0.4
Unité gastro-entérologie 5 5 603 205 0.002
Unité réanimation 4 0 822 290 0.016
Unité hopital de jour 12.5 5 335 60 0.6
Bureaux du personnel 13.33 0 25 10 0.5
Vestiaires 0 0 166,6 150 0.1
Sanitaires 25 5 40 35 0.6
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Figure 28 : Repartition de la charge des bactéries aérobies totales sur les surfaces en cuivre et

les surfaces standards selon les différentes zones du service de médecine interne.

e Ces résultats montrent une baisse significative de la charge des bactéries aérobies

totales sur les surfaces en cuivre en comparaison avec celle présente sur les surfaces
standards dans les salles de soin (P= 0.005), I’'unité du pied diabétique (P= 0.002),
I'unité de gastro-entérologie (P= 0.002) et I'unité de réanimation (P= 0.016) du

service de médecine interne. Cependant, une petite réduction non significative a été

observée dans la salle de consultation, I’'unité de neurologie, I’unité hopital de jour, les

bureaux du personnel, les vestiaires et les sanitaires.
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Tableau X1 : Charge des bactéries aérobies totales sur les surfaces en cuivre et sur les

surfaces standards dans les différentes zones de I'unité de néonatologie.

Surfaces en cuivre Surfaces standards
Zones (néonatologie) [charge Médiane | charge Médiane | P value
UFC/100 | UFC/100 | UFC/100 | UFC/100
cm? cm? cm? cm?
Salle de soin 0 0 250 185 < 0.0001
Salle de consultation 10
Salle de réanimation 210
Salle des prématurés 10 280
Salle d’infectieux 0 140
Pharmacie 0 40
Détente 0 160
Vestiaires 50 240
Sanitaires 10 1290
Porte d’entrée 0 10
Charge
(UFC/100cm?) 1400 7
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Figure 29 : Répartition de la charge des bactéries aérobies totales sur les surfaces en cuivre et

sur les surfaces standards selon les différentes zones de I'unité de néonatologie.
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e La charge des bactéries aérobies totales sur

les surfaces en cuivre était

significativement plus basse que celle présente sur les surfaces standards (P< 0.0001)

dans les différentes zones de 1'unité de néonatologie.

Tableau XI1 : Charges des bactéries aérobies totales sur les surfaces en cuivre et les surfaces

standards dans les différentes zones du laboratoire central.

Zones (Laboratoire Surfaces en cuivre Surfaces standards P
central) Moyenne | Mediane Moyenne Médiane | value
UFC/100 | UFC/100 UFC/100 UFC/100
cm? cm? cm? cm?
Unité de microbiologie 26.66 5 163.33 70 0.033
Unite de parasitologie 4.28 0 472.85 40 0.017
Banque de sang 0 0 10 10 0.2
Bureaux des assistants 0 0 12 10 0.15
Bureau du surveillant 5 0 110 10 0.3
médical
Réception 0 0 100 20 0.6
Sanitaires 0 0 276.66 30 0.2
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Figure 30 : Répartition de la charge des bactéries aérobies totales sur les surfaces en cuivre et

sur les surfaces standards selon les différentes zones du laboratoire central.
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e Ces résultats montrent que la charge des bactéries aérobies totales sur les surfaces en
cuivre était significativement plus basse en comparaison avec celle présente sur les
surfaces standards dans I’unité de microbiologie (P= 0.033) et I'unité de parasitologie
(P= 0.017). Cependant, cette réduction n’était pas statistiquement significative dans

les autres zones du laboratoire central.
2.1.6. Repartition de la charge des bactéries aérobies totales sur les surfaces en cuivre
et les surfaces standards selon les différents objets :

Les charges des bactéries aerobies totales sur les surfaces en cuivre et les surfaces standards

pour les différents objets testés ont été comparées en utilisant le test U de de Mann- Whitney.

Tableau X111 : Charge des bactéries aérobies totales sur les surfaces en cuivre et les surfaces
standards pour les différents objets testés.

Surfaces en cuivre Surfaces standards
Objet Moyenne Médiane | Moyenne | Médiane P value
UFC/100 | UFC/100 | UFC/100 | UFC/100
cm? cm? cm? cm?
<
Poignées de porte 4.72 0 123.05 30 0.0001
Tables a manger 16.25 5 863.75 675 0.001
Tables de chevet 7.5 0 585 425 0.001
Barreaux de lit 21.66 0 166.66 150 0.01
Armoires des médicaments 8 0 216 210 0.056
Bureaux du personnel 25 0 295 165 0.1
Chariots de soin 12.5 10 430 450 0.2
Chariots de nourriture 45 45 75 75 0.7
Etuves 6 0 58 60 0.01
Casiers 0 0 16.66 20 0.2
Armoires des réactifs 80 10 210 20 0.7
Frigos des réactifs 0 0 8 10 0.1
Vis des microscopes 20.5 0 170 35 0.02
Paillasses 16.66 20 1120 170 0.1
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Figure 31 : Répartition de la charge des bactéries aérobies totales sur les surfaces en cuivre et

sur les surfaces standards selon les différents objets testes.

e Ces resultats montrent une réduction significative de la charge des bactéries aerobies
totales sur les surfaces en cuivre par rapport aux surfaces standards pour les poignées
de porte (P< 0.0001), les tables a manger (P=0.001), les tables de chevet (P=0.001),
les barreaux de lit (P=0.01), les étuves (P=0.01) et les vis des microscopes (P=0.02).
Cependant, cette réduction était statistiguement non significative pour les armoires des
médicaments, les bureaux du personnel, les chariots de soins, les chariots de

nourriture, les casiers, les armoires de réactifs, les frigos de réactifs et les paillasses.

2.1.7. Comparaison de la fréquence des différentes especes bactériennes identifiées sur

les surfaces en cuivre et les surfaces standards :

e Les pourcentages des surfaces en cuivre et des surfaces standards contaminées par les
différentes espéces bactériennes identifiées lors de 1’étude in situ ont été comparés en

utilisant le test de Khi-2 et le test exact de Fisher.
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Tableau XIV : Fréquence des différentes especes bactériennes sur les surfaces en cuivre et

les surfaces standards.
Espéce bactérienne Surfaces en cuivre Surfaces standards
contaminées contaminées B value
Effectif | Fréquence | Effectif | Fréquence
(%0) (%)
Acinétobacter sp 0 0% 4 3.8% {0.129
Bacillus sp 9 8.57 % 22 20.95 % 0.01
Corynebacterium sp 8 7.61 % 23 21.90 % 0.003
Enterobacter sp 0 0% 3 2.85% 0.24
Enterococcus sp 11 10.47 % 28 26.66 % 0.001
Escherichia. coli 1 0.95 % 9 8.57 % 0.02
Klebsiella pneumoniae 1 0.95 % 6 571 % 0.12
Micrococcus sp 5 4.76 % 19 18.09 % 0.002
Pseudomonas aeruginosa 1 0.95 % 3 2.85% 0.61
Staphylococcus aureus 1 0.95 % 8 7.61 % 0.04
Staphylocoques blancs 6 5.71 % 51 48.57 % <
0.0001
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Figure 32 : Fréquence des différentes espéces bactériennes sur les surfaces en cuivre et les

surfaces standards.

e Ces résultats montrent une diminution significative de la fréquence des surfaces en
cuivre contaminées par Bacillus sp (P=0.01), Corynebacterium sp (P=0.003),
Enterococcus sp (P= 0.001), Escherichia coli (P=0.02), Micrococcus sp (P=0.002),
Staphylococcus aureus (P=0.04) et Staphylocoques blancs (P<0.0001) par rapport a
celle des surfaces standards. Une petite réduction non significative a été remarquée
pour Acinétobacter sp, Enterobacter sp, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas

aeruginosa.

2.1.8. Comparaison des charges des entérobactéries, entérocoques et staphylocoques sur

les surfaces en cuivre et les surfaces standards :

e Les charges des entérobactéries, entérocoques et staphylocoques sur les surfaces en
cuivre et les surfaces standards dans les trois services ont été comparées en utilisant le
test U de de Mann- Whitney.
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Tableau XV : Charge des entérobactéries, entérocoques et staphylocoques sur les

surfaces en cuivre et les surfaces standards.

Population Surfaces en cuivre Surfaces standards
bactérienne n | Moyenne | Médiane | n | Moyenne | Médiane |P Taux de
value | réduction
UFC/100 | UFC/100 UFC/100 | UFC/100
cm? cm? cm? cm? %
Entérobactéries | 105 0.19 105 6.85 0 < 97.22%
0.000
1
Entérocoques | 105 2 105 10.76 0 0.03 80%
Staphylocoques | 105 2.19 105 | 161.23 10 < 98.64%
0.000
1
Charge
UFC/100cm?® Matériau
3000,00 * M cuivre
M i:moin
000,00 *
1000,00 *
-*
i
. 8
¥ X
i P 1 PR
Enterobactéries Enterocoques Staphylocoques

Figure 33 : Charges des entérobactéries, entérocoques et staphylocoques sur les

surfaces en cuivre et les surfaces standards.

93




Résultats

e Les charges des entérobactéries (P<0.0001), 0.03) et

staphylocoques (P<0.0001) étaient significativement plus basses sur les surfaces en

entérocoques (P=

cuivre en comparaison avec les surfaces standards.

e Le cuivre a réduit la charge des entérobactéries de 97.22%, des entérocoques de 80%

et des staphylocoques de 98.64%.
2.1.9. Evaluation de la variation de Pefficacité antibactérienne des surfaces en cuivre
apres huit semaines du premier prélevement :

Les surfaces en cuivre ont été reprélevees apres huit semaines du premier prélevement. 32

cultures bactériennes sur 105 étaient positives alors que le reste était négatif.

Les taux de contamination des surfaces en cuivre lors du premier et du deuxiéme prélévement

ont été comparés en utilisant le test de Khi-2.

Tableau XVI : Les taux de contamination des surfaces en cuivre lors du premier et du

deuxiéme prélevement

Contamination Premier Deuxieme Taux de P
prélevement prélevement |variation de la| value
contamination
Surfaces Effectif 29 32
contaminées
Fréquence 27.61%) 30.47%
Surfaces Effectif 76 73 286 % 0.64
non
. |Fréquence 72.39%) 69.52%
contaminées
Total 105 (100%) 105 (100%)
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Figure 34 : Les taux de contamination des surfaces en cuivre lors du premier et du deuxieme

préléevement

e Ces résultats montrent que le taux des surfaces en cuivre contaminées a augmenté de
2.86% lors du deuxiéme prélevement. Cependant, Le test de Khi-2 a révelé que cette
variation n’était pas statistiquement significative (P=0.64). les surfaces en cuivre ont
donc maintenu leur efficacité antibactérienne aprés deux mois et demi de leur
installation.

2.2. Etude de Pefficacité antifongique du cuivre in situ au niveau du service de médecine
interne :

2.2.1. Comparaison des taux de contamination des surfaces en cuivre et des

surfaces standards par les espéces fongiques :

e Les cultures fongiques de 32 sur 60 échantillons prélevés des surfaces standards
étaient positives alors que le reste était négatif. Cependant, 20 cultures sur 60

prélevements des surfaces en cuivre étaient positives alors que le reste était négatif.
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Les taux de contamination des surfaces en cuivre et des surfaces standards par les
espéces fongiques ont été compareés en utilisant le test de Khi-2.

Tableau XVII : Les taux de contamination des surfaces en cuivre et des surfaces standards

par les especes fongiques.

Contamination Surfaces en | Surfaces standards Taux de P

cuivre réduction de la | value
contamination

Surfaces Effectif 20 32
contaminées
Fréquence 33.33% 53.33%
Effectif 40 28
Surfaces non 37.50 % 0.027
contaminées Fréquence 66.66% 46.66%
Total 60 (100%) 60 (100%)

Contamination
40 B contaminé

M non contaminé

30
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20

cuivre

temoin

Matériau

Figure 35 : Les taux de contamination des surfaces en cuivre et des surfaces standards par les

especes fongiques.
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le test de Khi-2 a révélé que le taux de contamination des surfaces en cuivre par les
espéces fongiques était significativement plus bas que celui des surfaces standards ( P
= 0.027). En effet, le cuivre a réduit le taux de contamination des surfaces
environnementales par les especes fongiques de 37.5% dans le service de médecine

interne.

2.2.2. Comparaison des nombres d’espéces fongiques identifiées sur les surfaces

en cuivre et les surfaces standards :

Le nombre d’especes fongiques identifiés par échantillon a servi de référence pour
évaluer I’efficacité antifongique du cuivre.

La normalité de la distribution de ce nombre a été verifiée en utilisant le test de
Kolmogorov- Smirnov.

Comme le nombre d’espéces fongiques identifiées par surface ne suivait pas une
distribution normale, on a utilisé le test non paramétrique U de Mann- Whitney pour
vérifier si ce nombre était significativement plus bas sur les surfaces en cuivre en

comparaison avec les surfaces standards.

Tableau XVIII : nombre d’espéces fongiques identifiées sur les surfaces en cuivre et

les surfaces standards.

Type de Effectif Moyenne Médiane P value Réduction
matériau (%)
Surfaces en 60 0.50 0
cuivre
0.021 47.36%
Surfaces 60 0.95 1
standards
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Figure 36 : Nombre d’espéces fongiques identifiées sur les surfaces en cuivre et les

surfaces standards.

e Ces résultats montrent une réduction significative (P = 0.021) du nombre d’espéces
fongiques identifiées par surface sur les surfaces en cuivre en comparaison avec les
surfaces standards. En effet, le cuivre a réduit ce nombre de 47.36% sur les surfaces de

contact dans service de médecine interne.
2.2.3. Comparaison de la fréquence des difféerentes espéces fongiques identifiées sur les
surfaces en cuivre et les surfaces standards :

e Les pourcentages des surfaces en cuivre et des surfaces standards contaminées par les
différentes espéces fongiques identifiées lors de 1’étude in situ ont été comparés en

utilisant le test de Khi-2 et le test exact de Fisher.
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Tableau XIX : Fréquence des différentes especes fongiques sur les surfaces en cuivre et les

surfaces standards.

Especes fongiques

Surfaces en cuivre
contaminées

Surfaces standards
contaminées

Effectif |Fréquence (%) Effectif | Fréquence (%) VaF|>ue
Cladosporium sp 6 10 % 13 21.66 % 0.07
Penicillium sp 12 20 % 17 28.33 % 0.28
Scopulariopsis sp 3 5% 0 0% 0.24
Ulocladium sp 4 6.66 % 2 3.33% 0.67
Levure sp 0 0 % 6 10 % 0.01
Aspergillus versicolor 1 1.66 % 0 0 % 1
Aspergillus niger 0 0% 2 333 % 0.49
Aspergillus nidulans 1 1.66 % 0 0 % 1
Chaetomium sp 1 1.66 % 4 0 % 0.36
Rhizopus sp 0 0% 1 1.66 % 1
Alternaria sp 0 0% 2 3.33% 0.49
Mucor sp 0 0% 2 333 % 0.49
Onychocola sp 0 0% 1 1.66 % 1
Aureobasidium sp 0 0% 1 1.66 % 1
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Figure 37 : Fréquence des différentes espéeces fongiques sur les surfaces en cuivre et les

surfaces standards.

Ces résultats montrent une réduction significative de la fréquence des levures sur les
surfaces en cuivre en comparaison avec les surfaces standards (P = 0.01). On a
également observé une faible diminution non significative sur les surfaces en cuivre
pour les espéces : Cladosporium sp , Penicillium sp , Aspergillus niger , Chaetomium
sp, Rhizopus sp , Alternaria sp, Mucor sp, Onychocola sp et Aureobasidium sp.

Cependant, les espéces: Ulocladium sp, Aspergillus versicolor et Aspergillus
nidulans étaient légerement plus fréquentes sur les surfaces en cuivre que sur les

surfaces standards, néanmoins, cette différence était statistiquement non significative.

2.2.4. Evaluation de la variation de Pefficacité antifongique des surfaces en cuivre aprés

huit semaines du premier prélevement :

Aprés huit semaines du premier prélevement, un deuxiéme prélévement des surfaces en
cuivre a été effectué. 28 cultures fongiques sur 60 échantillons prélevés de ces surfaces étaient

positives alors que le reste était négatif.
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Les taux de contamination des surfaces en cuivre par les espéces fongiques lors du premier et
du deuxiéme prélevement ont été comparés en utilisant le test de Khi-2.

Tableau XX : Les taux de contamination des surfaces en cuivre par les especes fongiques lors

du premier et du deuxieme préléevement.

Contamination Premier Deuxiéme Taux de P
prélevement prélevement |variation de la| value
contamination

Surfaces Effectif 20 28
contaminées
Fréquence 33.33% 46.66%
Surfaces Effectif 40 32 28.56 % 0.13
non
. | Fréquence 66.66% 53.33.%
contaminées
Total 60 (100%) 60 (100%)

Contamination
40 M contaming

™ non contaming

30

Effectif

20

10

FPremier prélévement Deuxiéme prélevement

Figure 38 : Les taux de contamination des surfaces en cuivre par les especes fongiques lors

du premier et du deuxieme prélevement.
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Le taux de contamination des surfaces en cuivre par les especes fongiques a augmenté de
28.56% lors du deuxiéme prélévement. Cependant cette augmentation n’était pas

statistiquement significative (P = 0.13).

3. Etude de la résistance bactérienne au cuivre :

e Pour étudier la résistance bactérienne au cuivre, 200 piéces de monnaie de 20 dinars
Algériens ont été prélevées des deux faces. Ces prélevements ont été mis en culture et
incubés a 37°C. Apres 24 h d’incubation, le nombre de colonies issues de chaque
piéce a été compte.

e Le nombre de colonies totales issues des 200 piéeces était de 367 UFC avec une

moyenne de 1.83 UFC par piéce.

Tableau XXI : la charge bactérienne moyenne par piéce de monnaie

Nombre de piéces Nombre d’UFC totales Moyenne

200 367 1.83 UFC / piéce

e La totalité des colonies isolées était des bacilles a Gram positif dont 347 colonies du

genre Bacillus spp et seulement 20 colonies du genre Corynebacterium spp.

Tableau XXI1I : Fréquence des genres bactériens sur les piéces de monnaie

Genre Effectif Fréquence (%)
Bacillus spp 347 94.55%
Corynebacterium spp 20 5.45%
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Figure 39 : Fréquence des genres bactériens sur les pieces de monnaie.

e Le genre Bacillus spp était donc majoritaire sur les piéces de monnaie avec une

fréquence de 94.55% par rapport au genre Corynebacterium spp qui était moins
fréquent (5.45%).

e la survie de deux souches Bacillus sp et Corynebacterium sp isolées des pieces de

monnaie a été testée sur des coupons de cuivre pur a 99%.

e En parallele, deux souches du méme genre, isolées de ’environnement du laboratoire

et ayant montré une sensibilité significative aux surfaces de cuivre lors de 1’étude in

situ, ont été utilisées comme controles. les résultats sont résumés dans le tableau 27.

Tableau XXII1 : les durées de survie des souches isolées des pieces de monnaie et des

souches de laboratoire sur du cuivre pur.

Durée Bacillus sp | Bacillussp | Corynebacteriumsp | Corynebacterium
d’incubation | (piéces de | (laboratoire) | (pieces de monnaie) sp
(h) monnaie) (laboratoire)
1h (+) ) ) Q)
2h Q) ) ) Q)
3h Q) Q) ) Q)
4h Q) Q) ) Q)
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Ces résultats montrent que la souche Bacillus sp isolée des piéces de monnaie a été
totalement éliminée apres 2 heures de contact avec du cuivre pur alors que la durée de
survie de la souche contréles sur ce métal ne dépassait pas 1 heure.

la souche Bacillus sp isolée des piéces de monnaie n’était pas donc totalement
résistante au cuivre pur. néanmoins, Elle posséde une durée de survie plus prolongée
que celle de la souche contréle sur ce métal.

la souche Corynebacterium sp isolée des piéces de monnaie ainsi que la souche
contrdle ont été totalement éliminées au bout d’une heure d’exposition au cuivre pur.

b

cette souche n’a présenté donc aucune résistance a ce metal pur.
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Discussion

Les infections associées aux soins représentent les complications les plus fréquentes
menacant la vie des patients hospitalisés [100]. En raison de la propagation des germes multi
résistants a travers le monde, ces infections sont devenues la préoccupation majeure des
établissements de santé [5] ; Puisqu’elles augmentent la durée moyenne d’hospitalisation, les
taux de morbidité et de mortalité et entrainent une hausse considérable des colts des soins de
santé [100].

Les surfaces fréquemment touchées dans I’environnement hospitalier telles que les poignées
de porte, les barrieres de lits, les boutons d’appel, les sicges de toilette...etc constituent un
réservoir important des germes responsables des infections associées aux soins [95] [75]. En
effet, des bactéries comme Staphylococcus aureus et Acinetobacter spp peuvent y persister
pendant des mois [95]. La réduction de la biocontamination des surfaces dans les

¢tablissements hospitaliers permettra de baisser 1’incidence des IAS [3].

Parmi les méthodes visant a réduire la biocontamination de I’environnement dans les
établissements de soins, I'utilisation du cuivre comme matiére couvrante des surfaces de
contact parait 'une des plus prometteuses [101]. En effet, ce métal est reconnu pour ses
propriétés biocides intéressantes depuis des millénaires, il était utilisé pour le traitement des
infections et pour la stérilisation de I’eau de boisson [3]. Actuellement, un intérét croissant se
porte sur I'usage de ce métal comme surface auto-désinfectante dans les établissements de

santé [5].

Dans ce contexte, nous avons réalisé ce travail de thése qui avait pour objectif de tester
conjointement les propriétés antibactériennes et antifongiques du cuivre. Pour cela, nous
avons procedé a une large étude incluant 1’évaluation de I’efficacité antimicrobienne de ce

métal in vitro et in situ ainsi que I’évaluation de la résistance bactérienne au cuivre.
Evaluation de I’efficacité antimicrobienne du cuivre in vitro :

La premiére partiec de I’étude a pour but de déterminer 1’efficacité du cuivre in vitro vis-a-vis
de plusieurs souches bactériennes multi- résistantes ,et fréquemment impliquées dans les
IAS, ainsi que des souches fongiques “Pénicillium sp, Candida albicans et Aspergillus

fumigatus.

Toutes les souches étaient issues des prélevements des malades hospitalisés au niveau des
différents services de 'EH Didouche Mourad de Constantine, a ’exception d’Aspergillus

fumigatus et Pénicillium sp qui étaient isolés a partir d’un prélévement de ’environnement.
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L’action du cuivre a ¢été évaluée en comparaison avec 1’acier inoxydable utilis¢é comme
contréle. Ce dernier est le métal plus utilisé dans les établissements de soins en raison de son

apparence propre et sa résistance a la corrosion [5].

Nos résultats ont revélé que le cuivre avait une activité bactéricide puissante sur Escherichia
coli, Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa , Klebsiella
pneumoniae , Acinetobacter baumannii et Salmonella heidelberg. Alors que 1’inox n’avait
aucune action bactéricide ou bactériostatique sur ces souches. Toutes les autres études ont
montré 1’action bactéricide du cuivre sur ces souches. Cependant, les durées de survie de ces

bactéries sur ce métal étaient différentes d’une étude a I’autre.

Nous avons trouvé que le cuivre a totalement éliminé une charge de 1.9 x 10" UFC d’une
souche multi-résistante d’Escherichia coli au bout de 90 min (tableau I). Ce résultat rejoint
celui des études Britanniques (Wilks et al ) et (Noyce et al) durant lesquelles une charge de 2
x 10" UFC d’E. coli 0157 inoculée sur du cuivre (pur ou alliages) était éliminée en 75 a 90
min [31,32]. Dans I’étude Steindl et al menée en Autriche, on a observé également une
élimination totale de 1.5 x 108 UFC d’une souche d’E. coli sécrétrice de BLSE type CTX-M
aprés 120 min d’exposition au cuivre [102]. Cette prolongation de la durée de survie est
probablement due a ’utilisation d’une charge bactérienne plus importante lors de cette étude
ainsi qu’a la différence possible des deux souches testées. Cependant, lors de 1’étude (Warnes
et al) menée au Royaume Uni, un inoculum de 10" UFC d’E.coli O157: H7 a été
complétement éliminé au contact du cuivre au bout de 30 min seulement. Cette différence
peut étre expliquée par le fait que dans cette derniére expérience, on a appliqué 1 ul de la
suspension bactérienne contenant 10” UFC sur les coupons de cuivre, ce qui assure une
concentration plus élevé de I’inoculum. Ces conditions expérimentales étaient donc trés

différentes de celles utilisées dans notre étude [34].

Pour Enterococcus faecium, nous avons trouvé qu’une charge de 2 x 108 UFC de cette souche
multi-résistante a été complétement éliminée aprés 180 min de contact avec du cuivre
(tableau I11). L’étude Britannique Warnes et Keevil a également démontré qu’une charge de
10" UFC d’Enterococcus faecium résistant a la vancomycine était éliminée en 120 min

d’exposition au cuivre pur [46].

Nous avons également démontré que la durée de survie d’une charge de 1.6 x 108 UFC de
Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) sur du cuivre pur était de 240 min (

tableau I11). lors de I’étude sud-africaine Mehtar et al, une charge de 2.5 x 10" UFC de
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SARM était complétement détruite au bout de 180 min de contact avec du cuivre [25]. Une

autre étude a montré ’inactivation totale de 5 x 108 UFC de SARM en moins d’une heure

[39].

Les dissimilitudes observées entre nos résultats et ceux des autres études dans les durées de
survie d’Enterococcus faecium et de SARM sur du cuivre sont principalement dues a la

I’utilisation de charges bactériennes inégales inoculées sur ce métal.

Concernant Pseudomonas aeruginosa, nous avons observé qu’une charge de 4.3 x 10’ UFC
de cette souche multi-résistante a été totalement inactivée au bout de 180 min d’exposition
au cuivre (tableau Il). Dans I’étude Elguindi et al menée en Allemagne, la destruction totale
de 4.4 x 105 UFC était arrivée aprés 240 min de contact avec du cuivre pur [42]. L’étude
Mehtar et al a également montré que 2.5 x 10’ UFC de cette bactérie étaient totalement
inactivées sur du cuivre pur au bout de 270 min [25]. Cette prolongation de la durée de survie
de Pseudomonas aeruginosa sur le cuivre observée lors de ces deux derniéres études, malgré
I’usage de charges bactériennes moins importantes que celles utilisées dans notre étude, peut
étre expliquée par I’application d’un volume d’inoculum plus important (25 puL dans la
premiére et 20 pL dans la deuxieme étude) et donc moins concentré en comparaison avec le

volume utilisé dans notre étude (10 pL).

Nos résultats ont révélé également que 8.2 x10” UFC d’une souche multi-résistante de
Klebsiella pneumoniae était totalement éliminée aprés 240 min d’exposition au cuivre
(tableau I). Cependant, la différence entre les moyennes des charges résiduelles a chaque
temps d’incubation sur les coupons en cuivre et les coupons d’inox était statistiquement non
significative. Ceci peut étre expliqué par la lenteur de I’action bactéricide du cuivre sur cette
souche au cours des trois premieres heures de contact. En effet la réduction de la charge
bactérienne au cours de ce temps était estimée a -0.86 log UFC/cm? uniquement. L’étude
Grecque Souli et al a montré également qu’une charge d’environ 10° d’une souche multi-
résistante de Klebsiella pneumoniae était totalement détruite sur du cuivre pur apres 5h de
contact, on a trouvé également que la différence entre les charges bactériennes sur le cuivre
pur, le laiton, I’inox et le PVC était statistiquement non significative au cours des trois

premieres heures d’incubation [103] .

Pour une souche multi-résistante d’Acinetobacter baumannii , on a trouvé que la durée de
survie d’une charge de 2.5 x 10’ UFC au contact du cuivre était de 240 min (tableau I1). Ce

résultat concorde avec ceux de 1’étude Rozanska et al menée en Pologne. Cette étude a testé
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’effet de différentes surfaces cuivrées sur des charges d’environ 10’ UFC de trois souches
d’Acinetobacter baumannii, une souche d’Acinetobacter lwoffi et une souche d’Acinetobacter
pittii, isolées de I’environnement hospitalier. Toutes ces souches ont été totalement éliminées

aprés 180 & 240 min de contact avec du cuivre pur [49].

Nous avons également montré qu’une charge de 2 x 10” UFC de Salmonella heidelberg
sécrétrice de BLSE était complétement inactivée en moins de 90 min d’exposition au cuivre
(tableau I). Cette souche était isolée a partir d’un prélévement de selle d’un nouveau née
hospitalis¢ au niveau du service de néonatologie de ’'EH Didouche Mourad, et ayant s¢journé
au préalable au service de néonatalogie du CHU de Constantine dans lequel évolue une
épidémie de Salmonella heidelberg depuis quelques années. D’autre études ont également
testé la survie de plusieurs souches de Salmonelle sur du cuivre. Dans 1’étude Chilienne
Faundez et al , on a trouvé qu’une charge de 4.5 x 10 UFC de Salmonella enterica était
détruite au contact du cuivre au bout de 4 h [5]. Dans 1’étude Warnes et al, on a montré que
lors d’une inoculation par voie séche d’une charge d’environ 10”7 UFC de Salmonella
typhimurium sur du cuivre, cette souche était totalement éliminée aprés 30 min d’incubation
[34].

Notre étude a révélé egalement que le cuivre avait une activité antifongique sur Candida
albicans et Pénicillium sp. Cependant 1’inox n’avait aucune action sur ces deux souches.
Concernant Aspergillus fumigatus, les résultats étaient irréguliers et discordants et ne

permettent pas de conclure a I’efficacité des coupons de cuivre sur cette espéce ou non.

Nous avons trouvé que la durée de survie d’une charge de 7 x 10’ UFC de Candida albicans
au contact du cuivre était moins de deux heures (tableau 1V). L’étude Mehtar et al a montré
également qu’environ 10° UFC de Candida albicans était totalement éliminée au bout d’une
heure d’exposition au cuivre [5]. L’étude américaine Quaranta et al a montré que lors d’une
inoculation par voie séche de 10® UFC de Candida albicans sur du cuivre. la totalité de cette

charge était détruite en 5 min [26].

Pour Pénicillium sp, on a révélé que la durée de survie d’une charge de 3x 10% UFC de ce
champignon au contact du cuivre était de 24 h (tableau V). Dans I’ étude Weaver et al menée
aux USA, on a également montré qu’une charge d’environ 10° spores de Penicillium

chrysogenum était éliminée apres 24h d’exposition au cuivre [24].
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Evaluation de I’efficacité antimicrobienne du cuivre in situ :

La deuxie¢me partie de notre étude avait pour objectif d’évaluer I’efficacité antibactérienne et
antifongique du cuivre dans les conditions de vie réelle de trois services de I’EH Didouche
Mourad ; le service de medecine interne, le service de néonatologie et le laboratoire central.
Pour cela nous avons installé 105 surfaces en cuivre sur des objets fréquemment touchés par
les patients et/ou le personnel médical dans ces trois services. Durant I’installation de ces
surfaces, le personnel des trois services était sensibilisé pour ne pas changer ses habitudes
d’hygiene. Les 105 surfaces en cuivre ainsi que 105 surfaces témoins ont été prélevées pour
étudier et comparer les charges ainsi que les différentes populations microbiennes colonisant

les deux types de surfaces.

Nos résultats ont révéle que la contamination bactérienne des surfaces en cuivre eétait
beaucoup plus faible que celle des surfaces témoins (11.14 UFC/100 cm? en moyenne,
médiane = 0 sur les surfaces en cuivre versus 266.09 UFC/100 cm? en moyenne, médiane =
60 UFC/100 cm? sur les surfaces standards) (P< 0.0001) (tableau V1).

La réduction des charges des bactéries aérobies totales sur les surfaces en cuivre était de 95.77
% en moyenne par rapport aux surfaces témoins (tableau VII) (95.61% de réduction dans le
service de médecine interne, 97.33% dans le service de néonatalogic et 92.28% dans le
laboratoire central). Ce résultat concorde avec ceux des études ; Hinsa-Leasure et al, USA
(97% de réduction) [104], Schmidt et al, USA. 2019 (94% de réduction) [105], Ibrahim et al
(94% de réduction) [106], Casey et al (entre 90% et 100% de réduction) [107], Rai et al (entre
88% et 90% de réduction) [108], Schmidt et al, 2016 (88 % de réduction) [109], Inkinen et al
(84.76% de réduction) [110], Schmidt et al, 2012 (83% de réduction) [111] et Marais et al
(71% de réduction) [112].

Notre étude a montré également que la frequence des surfaces en cuivre ayant un faible
niveau de contamination (<10 UFC/100 cm?) était significativement plus élevée (72.39%) en
comparaison a celle des surfaces standards (23.81%) (P <0.0001). Cependant, aucune des
surfaces en cuivre n’a présenté une charge supérieure a 250 UFC/100 cm?, alors que 22.85%
des surfaces standards avait un niveau de contamination élevé (charge entre 250 et 1000
UFC/100 cm?) (P< 0.0001) et 5.71% de ces surfaces ont présenté un niveau de contamination
trés élevé avec une charge > 1000 UFC/100 cm? (P = 0.038) (tableau VII1).

Les normes actuelles d’évaluation et de suivi du bionettoyage des surfaces dans les
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établissements de santé suggérent que le niveau de contamination bactérienne de ces surfaces
ne doit pas dépasser le seuil de 250 UFC/100 cm? [99]. Dans notre étude, on a trouvé que
28.57% des surfaces standards présentaient des niveaux de contamination supérieurs a ce
seuil. Cela représente un vrai danger notamment pour les malades des services de médecine
interne et de néonatalogie. D’autre part, les surfaces en cuivre semblent étre plus susceptibles

de ne pas dépasser le seuil toléré.

Plusieurs études ont trouvé des résultats similaires, L’étude Schmidt et al, a montré que 53%
des surfaces standards présentaient des charges bactériennes supérieures a 250 UFC/100 cm?
alors que seulement 6 % des surfaces en cuivre avaient des niveau de contaminations
dépassant ce seuil [105]. Dans I’étude Hinsa-Leasure et al, on a également observé que dans
les chambres occupées par des malades, 88% des surfaces en cuivre ont présenté des charges
bactériennes inférieures a 250 UFC/100 cm? alors que 55% des surfaces standards ont dépassé
ce seuil. pour les chambres non occupées, le taux des surfaces en cuivre presentant des
niveaux de contamination inférieurs au seuil de tolérance s’¢leve a 93% alors que celui des

surfaces standards dépassant ce seuil était de 51% [104].

Notre étude a montré également que le cuivre a réduit d’une maniére significative la charge
des bactéries aérobies totales en comparaison avec celle présente sur les surfaces standards
dans les salles de soin (20 UFC/100 cm? en moyenne, médiane = 10 UFC/cm? sur les
surfaces en cuivre versus 305 UFC/100 cm? en moyenne, médiane = 220 UFC/100 cm?  sur
les surfaces standards) (P= 0.005), I'unité du pied diabétique (23.33 UFC/100 cm? en
moyenne, médiane = 0 sur les surfaces en cuivre versus 368.8 UFC/100 cm? en moyenne,
médiane = 220 UFC/100 cm?  sur les surfaces standards) (P= 0.002), I'unité de gastro-
entérologie ( 5 UFC/100 cm? en moyenne, médiane = 5 UFC/cm? sur les surfaces en cuivre
versus 603 UFC/100 cm? en moyenne, médiane = 205 UFC/100 cm?  sur les surfaces
standards) (P= 0.002) et I'unité de réanimation (4 UFC/100 cm? en moyenne, médiane = 0
sur les surfaces en cuivre versus 822 UFC/100 cm? en moyenne, médiane = 290 UFC/100 cm?
sur les surfaces standards) (P= 0.016) du service de médecine interne (tableau X). Ces
résultats démontrent 1’efficacité antibactérienne du cuivre dans des zones ou les patients sont
exposés a un risque infectieux majeur en particulier lorsqu’ils subissent des soins et des

traitements invasifs.

Cependant, une petite réduction non significative des charges des bactéries aérobies totales

sur les surfaces en cuivre a été observée dans la salle de consultation, I'unité¢ de neurologie,
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I’unité hopital de jour, les bureaux du personnel, les vestiaires et les sanitaires du service de
médecine interne. Cela est probablement d0 au fait que cette charge était également faible sur

les surfaces standards dans ces zones.

Dans le laboratoire central, nous avons révélé une diminution significative de la charge des
bactéries aérobies totales sur les surfaces en cuivre par rapport aux surfaces standards dans
I’unité de microbiologie ( 26.66 UFC/100 cm? en moyenne, médiane = 5 UFC/100 cm? sur
les surfaces en cuivre versus 163.33 UFC/100 cm? en moyenne, médiane = 70 UFC/100 cm?
sur les surfaces standards) (P = 0.033) et I'unité de parasitologie ( 4.28 UFC/100 cm? en
moyenne, médiane = 0 sur les surfaces en cuivre versus 472.85 UFC/100 cm? en moyenne,
médiane = 40 UFC/100 cm? sur les surfaces standards) (P = 0.017) (tableau XII). Dans ces
deux unités, plusieurs populations de microorganismes sont manipulées d’une facon
quotidienne, ces microorganismes provenant des prélevements des malades et des cultures
peuvent contaminer le personnel du laboratoire notamment par voie cutanée lors de contacts
avec des surfaces contaminées. Le cuivre pourrait donc renforcer les procédures de nettoyage

et de désinfection de ces surfaces.

Cependant, une petite réduction non significative des charge des bactéries aérobies totales sur
les surfaces en cuivre a été observée dans 1’unité banque de sang, les bureaux des assistants, le
bureau du surveillant médical, la réception et les sanitaires du laboratoire central. Cela est
probablement di au fait que cette charge était egalement faible sur les surfaces standards dans

Ces zones.

Dans I'unité de néonatalogie, Les charges des bactéries aérobies totales sur les surfaces en
cuivre (médiane = 0) était significativement plus basse que celles présentes sur les surfaces
standards (médiane =185 UFC/100 c¢m?) (P< 0.0001). La surface standard présentant la
charge la plus élevée était la poignée de porte des sanitaires avec 1290 UFC/100 cm? versus
10 UFC/100 cm?® sur la poignée recouverte de cuivre, suivie de celle de la salle des
prématurés avec 280 UFC/100 cm? versus 10 UFC/100 cm? sur du cuivre, puis celle de la
salle de soin avec 250 UFC/100 cm? versus 0 UFC/100 cm? sur le cuivre. Le reste des
poignées de porte dans cette unité ont présenté des charges inférieures au seuil de 250
UFC/100 cm? (tableau XI).[3].

Nous avons montré également une réduction significative de la charge des bactéries aérobies
totales sur les surfaces en cuivre par rapport aux surfaces standards pour les poignées de porte
(P< 0.0001), les tables a manger (P=0.001), les tables de chevet (P=0.001), les barreaux de lit
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(P=0.01), les étuves (P=0.01) et les vis des microscopes (P=0.02). Cependant, une petite
réduction statistiguement non significative a été observée pour les armoires des médicaments,
les bureaux du personnel, les chariots de soins, les chariots de nourriture, les casiers, les

armoires de réactifs, les frigos de reactifs et les paillasses (tableau XII1).

D’autres études ont démontré également que les charges bactériennes significativement plus
basses sur les surfaces en cuivre par rapport aux surfaces témoins pour les poignées de porte
(Ruelle et al, France ; Montero et al, Chili; Colin et al, France ; Choi et al, Corée du sud)
[3,100,101,113], les tables a manger (Montero et al; Karpanen et al, Royaume Uni)
[100,114] et les barreaux de lit (Montero et al ; Choi et al ; Karpanen et al) [100,113,114].
Ces résultats confirment [’efficacité antibactérienne du cuivre sur des objets fréquemment

touchés par les patients et/ ou le personnel medical.

L’identification des différentes espéces bactériennes colonisant les surfaces en cuivre ainsi
que les surfaces standards a révelé que les bactéries a Gram positif étaient les plus
fréquemment isolées a partir de ces surfaces. Notamment, Staphylocoques blanc,
Enterococcus sp, Corynebacterium sp, Bacillus sp et Micrococcus sp colonisant
respectivement 42.85 %, 26.66 %, 21.90 %, 20.95 % et 18.09 % des surfaces témoins
(tableau XIV).

Les espéces Staphylocoques blanc, Corynebacterium sp, Bacillus sp et Micrococcus sp sont
trés répandues dans la flore commensale de la peau. Cela indique la prédominance des
especes du microbiote cutané sur les surfaces de contact dans I’environnement hospitalier.
L’espéce Enterococcus sp, d’origine digestive, peut egalement séjourner sur la peau et étre

responsable d’infections a transmission manuportées a 1’hopital.

Les bactéries a Gram négatif étaient moins observées sur les surfaces de contact, ’espéce la
plus fréquente parmi elles étaient Escherichia. coli, qui colonisait 8.57 % des surfaces
témoins.

Nous avons démontré que les espéces bactériennes ; Enterococcus sp (P= 0.001), Escherichia
coli (P=0.02), Staphylococcus aureus (P=0.04), Bacillus sp (P=0.01), Corynebacterium sp
(P=0.003), Micrococcus sp (P=0.002) et Staphylocoques blanc (P<0.0001) étaient
significativement moins fréquentes sur les surfaces en cuivre par rapport aux surfaces témoins
(tableau XIV).

113



Discussion

Les charges des entérobactéries (P<0.0001), entérocoques (P= 0.03) et staphylocoques
(P<0.0001) étaient également affectées par I’action du cuivre. Ce métal a réduit les charges
des entérobactéries de 97.22%, des entérocoques de 80% et des staphylocoques de 98.64%
(tableau XV). Ces résultats confirment 1’efficacité des surfaces en cuivre sur des especes

fréquemment isolées lors des IAS.

Des études antérieures ont trouvé des résultats similaires, I’étude Ruelle et al a montré des
réductions statistiquement significatives sur les éléments en alliages de cuivre par rapport aux
éléments standards des charges des entérocoques/streptocoques dans les box de soins intensifs
(P< 0,01), des staphylocoques en consultation (P = 0,04), box de soins intensifs (P < 0,01) et
box de réanimation (P = 0,02) ; et les entérobactéries en consultation (P < 0,001), box de
soins intensifs (P = 0,02) et box de réanimation (P< 0,001) [3].

L’étude Souli et al, menée en Gréce, a également montré que les bactéries & Gram négatif
(P=0.003) et les entérocoques (P = 0,014) étaient significativement moins fréquentes sur les

surfaces en cuivre en comparaison avec les surfaces témoins [115].

Pour évaluer la variation de I’efficacité antibactérienne des surfaces en cuivre dans le temps,
un deuxiéme prélévement de ces surfaces a eté réalisé aprés huit semaines du premier
prélevement. La comparaison des résultats des deux préléevements a montré une légere
augmentation du taux des surfaces en cuivre contaminées lors du deuxieme prélevement. Ce
taux a augmenté de 2.86%. Cependant, cette variation n’était pas statistiquement significative
(P=0.64)(tableau XV1). Les surfaces en cuivre ont donc maintenu leur activité antibactérienne

apres deux mois et demi de leur installation.

L’étude Colin et al a montré que I’efficacité antimicrobienne des poignées de porte en alliage
de cuivre contre une souche de SARM a diminué apreés trois ans d’utilisation. Cependant, ces
éléments ont conservé leur activité antibactérienne en permettant de réduire une charge de

cette souche de 97.78% apres deux heures de contact [101].

Dans notre étude nous avons également testé I’efficacité antifongique des surfaces en cuivre
dans le service de médecine interne. Nos résultats ont montré que le taux de contamination
des surfaces en cuivre par les especes fongiques était significativement plus bas que celui des
surfaces standards (P = 0.027) (tableau XVI1). En effet, le cuivre a réduit la contamination des

surfaces environnementales par les especes fongiques de 37.5% dans ce service.
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Nous avons révélé également une réduction significative (P = 0.021) du nombre d’espéces
fongiques identifiées par surface sur les surfaces en cuivre en comparaison avec les surfaces

standards. Cette réduction a été estimée a 47.36% (tableau XVI11I).

Sept espéces fongiques ont été identifiées sur les surfaces en cuivre alors que onze espéces ont
été Isolées sur les surfaces standards. Penicillium sp était ’espéce la plus fréquente, elle
colonisait 28.33 % des surfaces standards et 20% des surfaces en cuivre suivie de
Cladosporium sp (21.66 % des surfaces standards et 10% des surfaces en cuivre) puis les
levures qui colonisaient 10% des surfaces standards alors qu’aucune levure n’a été détectée

sur les surface en cuivre (tableau XIX).

Seulement les levures ont été significativement affectées par I’action des surfaces en cuivre
(P = 0.01) (tableau X1X). Cela est probablement di au fait que la durée de survie des levures
au contact du cuivre est beaucoup plus courte que celle des autres champignons. Nous avons
déja démontré dans 1I’étude in vitro que la durée de survie d’une souche de Candida albicans
sur du cuivre pur était moins de 2 heures alors que celle d’une souche Penicillium sp était de
24 heures. D’autres études in vitro ont montré également que la durée de survie de la levure
Candida albicans au contact du cuivre ne dépassait pas 60 min [25]. Alors que I’espéce
Penicillium chrysogenum a été éliminée aprés 24 h d’exposition au cuivre. Les espéces du
genre Aspergillus semblent mieux résister au cuivre ; Aspergillus Flavus et Aspergillus
Fumigatus nécessitaient 120h et 144h d’exposition a ce métal pour étre complétement
éliminés, tandis qu’Aspergillus Niger restait présent sur du cuivre méme apres 576 h
d’incubation [24].

Aprés huit semaines du premier prélevement, un deuxieme prélevement des surfaces en cuivre
a été réalisé pour évaluer la variation de I’activité antifongique de ces surfaces dans le temps.
Les résultats ont montré que le taux de contamination des surfaces en cuivre par les espéces
fongiques a augmenté de 28.56% lors du deuxieme prélévement. Cependant cette

augmentation n’était pas statistiquement significative (P = 0.13) (tableau XX).

D’autres travaux ont également étudi¢ ’efficacité antifongique des surfaces en cuivre dans
I’environnement hospitalier. Lors de I’é¢tude Ruelle et al, dix genres de champignons ont été
identifiés sur les poignées en alliage de cuivre alors que dix-neuf genres ont été identifiés sur
les poignées standards. Cladosporium spp était le genre le plus fréquemment isolé.
Cependant, les auteurs n’ont pas pu conclure a I’efficacité du cuivre sur ce genre en raison du

nombre relativement faible des champignons isolés ainsi que des variabilités des locaux [3].
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L’étude Montero et al a également tenté de testé les propriétés antifongiques des surfaces en
cuivre en milieu hospitalier. Cependant, les résultats n’ont pas montré des différences
significatives entre les charges fongiques sur les surfaces en cuivre et les surfaces témoins.
Les auteurs suggeérent que cela est di au fait que I’isolement des champignons était
sporadique et avec de faibles nombre d’UFC/ 100cm? et préconisent de mettre en ceuvre une

conception méthodologique différente [100].

Etude de la résistance bactérienne au cuivre :

La troisieme partie de notre étude avait pour objectif d’étudier le pouvoir des bactéries a
développer une résistance au cuivre lors d’un contact continu avec ce dernier. Pour cela nous
avons recherché des souches bactériennes sur 200 pieces de monnaie de 20 dinars Algériens,
constituées d’un cceur contenant 92% de cuivre.

Nos résultats ont montré que nombre de colonies totales issues des 200 pieces était de 367
UFC avec une moyenne de 1.83 UFC par piece (tableau XXI). La totalité des colonies isoléees
était des bacilles a Gram positif dont 347 (94.55%) colonies du genre Bacillus spp et
seulement 20 (5.45%) colonies du genre Corynebacterium spp (tableau XXII). L’étude Xu et
al, Royaume Uni a également démontré que 100% des bactéries isolées des pieces de
monnaie étaient des bactéries a Gram positif avec prédominance des genres Bacillus spp
(40%) et Staphylococcus spp (28%) [116]. Dans 1’étude Pachter et al, USA , on a observe la
prédominance des genres Staphylococcus spp, Bacillus spp et également du genre

Corynebacterium spp [117].

L’équipe Espirito Santo et al, Portugal a étudiée la flore bactérienne présente sur les piéces de
50 centimes d’euro contenant 89% de cuivre collectées en Allemagne et au Portugal. Lors de
cette étude, 294 souches bactériennes ont été isolées a partir de 52 pieces, avec une moyenne
de 6 UFC par piece. La majorité des souches identifiées était des bactéries a Gram positif,
avec prédominance des Staphylococcus spp (115 isolats) suivis des Micrococcus spp (59
isolats) et des Bacillus spp (5SWO isolats). Alors que seulement 40 isolats étaient des
bactéries a Gram négatif. Cependant cette étude n’a pas révélé la présence des isolats du genre

Corynebacterium spp, pourtant ce genre est tres abondant dans le microbiote cutané [118].

Nous avons également testé la survie de deux souches Bacillus sp et Corynebacterium sp
isolées des pieces de monnaies sur des coupons de cuivre pur a 99% en comparaison avec

deux autres souches Bacillus sp et Corynebacterium sp isolées de I’environnement du
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laboratoire et ayant montré une sensibilité significative aux surfaces de cuivre lors de 1’étude

in situ.

La souche Bacillus sp isolée des pieces de monnaie a été totalement éliminée apres 2 heures
de contact avec du cuivre pur alors que la durée de survie de la souche controle sur ce métal
ne dépassait pas 1 heure (tableau XXIII). Cette souche est donc toujours sensible au cuivre
pur. Néanmoins, Elle posséde une durée de survie plus prolongée que celle de la souche

contrdle sur ce métal.

La souche Corynebacterium sp isolée des piéces de monnaie ainsi que la souche controle ont
été totalement éliminées au bout d’une heure d’exposition au cuivre pur (tableau XXIII).
Cette souche n’a présenté donc aucune résistance a ce métal pur. Cela est probablement di au
fait que cette bactérie était protégé de I’action du cuivre des pieces de monnaies par la
salissure présente sur ces pieces. En effet, les pieces utilisées dans notre étude étaient des
piéces en circulation et donc probablement souillées par les matiéres organiques. Il a été déja
démontré que la salissure permet aux bactéries de résister a I’action biocide des surfaces en

cuivre pendant des périodes prolongeées, rendant ainsi ces surfaces inactives [119,120].

L’étude Espirito Santo et al a également étudié la résistance des bactéries aux piéces de
monnaies en alliages de cuivre. Lors de cette étude, on a testé la survie des 294 souches
bactériennes isolées des pieces de monnaies sur du cuivre pur en la comparant a celle des
souches de laboratoire de mémes especes, 76% de ces isolats étaient toujours sensibles au
cuivre pur, ces bactéries étaient éliminées en moins de 24 h. Bien que la majorité des souches
isolées des piéces de monnaies avaient des durées de survie plus prolongées sur du cuivre pur
que celles des souches de laboratoire, les chercheurs n’ont pas trouvé des bactéries
significativement résistantes au cuivre sur les pieces de monnaies. Ces résultats ne s’opposent
pas donc avec I’utilisation siire des surfaces en cuivre dans les établissements de santé pour

lutter contre les bactéries responsables des IAS [118]

Au total, en analysant les différents résultats obtenus lors de notre étude, nous avons abouti

aux constatations suivantes :

v" L’efficacité biocide des surfaces en cuivre a été démontré in vitro contre des
souches bactériennes multi résistantes d’Escherichia coli, Enterococcus

faecium, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
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pneumoniae, Acinetobacter baumannii et Salmonella heidelberg. Ainsi que
contre les souches fongiques Candida albicans et Pénicillium sp.

Lors de I’étude in situ, les surfaces en cuivre ont réduit d’une fagon
significative les charges et la fréquence des contaminations bactériennes dans
les trois services étudiés.

L’action du cuivre a été spécifiquement significative sur les poignées de porte,
les tables a manger, les tables de chevet, les barreaux de lit, les étuves et les vis
des microscopes.

Les charges des Entérobactéries, Entérocoques et Staphylocoques étaient
significativement affectées par 1’action du cuivre. ainsi que les especes
Enterococcus sp , Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus sp,
Corynebacterium sp, Micrococcus sp et Staphylocoques blanc étaient
significativement moins fréquentes sur les surfaces en cuivre par rapport aux
surfaces témoins.

La fréquence des contaminations des surfaces par les especes fongiques ainsi
que le nombre d’especes fongiques isolées par surface dans le service de
médecine interne était significativement réduits sur les surfaces en cuivre.

Les levures étaient spécifiquement affectées par 1’action des surfaces en
cuivre ; aucune levure n’a été détectée sur ces surfaces.

Les surfaces en cuivre ont gardé leur activité biocide aprés deux mois et demi
de leur installation. Cependant, une légere augmentation non significative du
taux des surfaces en cuivre contaminées a été observée. Cela est peut-étre da a
I’utilisation répétée des produits désinfectants notamment 1’hypochlorite de
sodium. Ces produits réagissent avec le cuivre en provoquant la formation
d’une fine couche d’oxyde a la surface du métal. Ce qui va empécher le contact
entre le cuivre et le germe. Etant donné que I’activité antimicrobienne du
cuivre dépend des ions libérés de sa surface, I’oxydation de ce métal pourrait
avoir des conséquences sur son efficacité biocide. Il est donc nécessaire
d’adopter un protocole de nettoyage et de désinfection appropriée pour
entretenir ces surfaces tout en permettant de maintenir leur efficacité
antimicrobienne [119].

Aucune bactérie isolée des pieces de monnaies n’était significativement

résistante au cuivre pur.
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Les limites de I’étude :
Avant de conclure ce travail, il est important de présenter les limites et les contraintes

rencontrées lors de sa réalisation, Elles résident principalement dans :

e L’ abstention de certains services de participer a I’étude. La participation d’autres
services a ce travail, notamment ceux a risque élevé d’infections tel que le service
d’oncologie et les services de soins intensifs, aurait augmenté la taille de 1’échantillon
d’étude et renforcé ses résultats.

e La courte durée de I’essai. La prolongation de la durée de I’essai aurait permis une
meilleure évaluation de la stabilité de I’effet biocide des surfaces en cuivre.

e Le manque des réactifs et des milieux de culture a également limité le nombre des

séries de prélevements.
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\

Ce travail s’est intéressé a I’importance de I’utilisation du cuivre comme surface auto-
désinfectante pour prévenir et contrler la transmission des IAS dans les établissements de
santé. En effet ces infections constituent un probleme majeur de santé publique, étant
responsables d’augmentation des taux de morbidité et de mortalité mais aussi d’une hausse

considérable des colts des soins de santé [100].

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons étudié la survie in vitro de plusieurs germes
hospitaliers sur des surfaces en cuivre en comparaison avec des surfaces témoins. Les
résultats obtenus ont montré que ce métal possede une activité bactéricide puissante contre
plusieurs souches bactériennes multi résistantes et fréquemment impliquées dans les IAS a
savoir ; Escherichia coli, Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii et Salmonella heidelberg. Ainsi
qu’une activité fongicide contre Candida albicans et Pénicillium sp. On a également montré
que ’action bactéricide du cuivre sur Klebsiella pneumoniae est temps-dépendante et ne

s’exerce qu’aprés un temps de latence d’au moins trois heures.

Dans un second temps, I’efficacité antibactérienne et antifongique du cuivre ont été évaluées
in situ dans les conditions de vie réelle des services hospitaliers. Nous avons révéle le
pouvoir des surfaces en cuivre installées dans ces services a diminuer les charges
bactériennes, notamment sur les poignées de porte, les tables a manger, les tables de chevet,
les barreaux de lit, les étuves et les vis des microscopes. Ces surfaces ont réduit également les
fréquences des contaminations bactérienne et fongique en agissant spécifiqguement sur des
germes pathogenes opportunistes (Entérobactéries, Enterococcus, Staphylococcus, Bacillus,
Corynebacterium, Micrococcus et levures). L’action du cuivre était particulierement
significative dans des zones ou la biocontamination des surfaces était la plus importante a
savoir ; les salles de soin, 'unité du pied diabétique, ’unité de gastro-entérologie et I’'unité de
réanimation du service de meédecine interne, ’'unité de microbiologie et l'unité de
parasitologie du laboratoire central ainsi que dans I’unité de néonatalogie du service de
pédiatrie. De plus, nos résultats ont montré que 28.57% des surfaces standards dans les
services présentaient des niveaux de contamination supérieurs au seuil toléré de 250 UFC/
100 cm?, ce qui représente un vrai danger pour les patients et le personnel médical. D’autre
part, aucune surface en cuivre n’a dépassé ce seuil indiquant ainsi que le cuivre pourrait
contribuer a renforcer les mesures d’hygiéne visant a controler la propagation des germes

dans les établissements de santé.
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Dans un troisieme temps nous avons étudié le pouvoir des bactéries a développer une
résistance en entrant en contact constant avec du cuivre. Pour cela nous avons évalué la
résistance des souches bactériennes colonisant les piéces de monnaies de vingt dinars
Algériens au cuivre pur. Les résultats ont montré qu’aucune bactérie isolée de ces piéces de
monnaies n’était significativement résistante au cuivre pur, ce qui permet une utilisation stire
des surfaces en cuivre dans les établissements de santé pour lutter contre les bactéries

responsables des IAS.

Nous proposons ci-dessous quelques perspectives pouvant étre envisagées :

- L’installation des surfaces en cuivre dans les structures sanitaires constitue une
solution fiable contribuant a renforcer les mesures d’hygiéne et de lutte contre les
contaminations microbiennes des surfaces environnementales et visant a controler la
propagation des germes responsables d’infections associées aux soins dans ces

établissements de santé.

- Ces surfaces en cuivre représentent un investissement important pour les hopitaux.
Une étude d’évaluation économique de type analyse colts-avantages parait également
nécessaires pour mesurer a la fois les colts et les avantages de I’installation et

I’entretien de ces surfaces dans les établissements de santé.

- Cet investissement peut s’¢largir dans des lieux collectifs, ou la propagation des
germes est importante. Cela pourrait limiter la transmission des infections dans ces
endroits. Tout en évaluant ces dispositifs par des études menées dans ces
¢tablissements (les écoles, les jardins d’enfants, les maisons de retraites, les postes, les

mairies...).

- Il est important de s’assurer de la stabilité¢ de I’activité antimicrobienne dans le temps
des surfaces en cuivre installées. Bien que le cuivre pur assure une élimination plus
rapide des germes, certains de ces alliages (contenant plus de 60% de cuivre)
possedent une efficacité similaire tout en présentant des propriétés physico-chimiques
meilleures, comme la force, la résistance a l'usure et une bonne résistance au
ternissement di a ’oxydation [121]. Une étude comparative menée sur les différents

alliages de cuivre serait envisageable pour évaluer leurs activité antimicrobienne ainsi
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que leurs réactivité vis-a-vis des différents produits détergents et désinfectants utilisés
en milieu de soin afin de déterminer ’alliage idéal permettant une meilleure efficacité

antimicrobienne et une stabilité optimale de cette activité dans le temps.

De plus, les futures recherches devraient se concentrer sur I'impact direct de
’utilisation des surfaces en cuivre dans les établissements de santé sur la baisse des
IAS. Les taux des IAS devraient étre signalés et pris en compte lors de la réalisation de
ces études. De plus, ces études devraient &tre menées sur des échantillons de grande
taille dans des centres hospitalo-universitaires présentant des taux élevés des IAS pour

pouvoir détecter des différences significatives.
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ANNEXE N°01 : PLAN DU SERVICE DE MEDECINE INTERNE
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ANNEXE N°02 : PLAN DU LABORATOIRE CENTRAL.
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ANNEXE N°03 : PLAN DE L’UNITE DE NEONATALOGIE
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ANNEXE 04 : Temps de survie des microorganismes sur les surfaces en

cuivre (adapté de I'étude Grass et al., 2011).

Especes Méthode d’application | Temps de Référence
survie
Salmonella enterica Humide, 4.5 x 10° UFC 4h Faundez et
al.,2004
Campylobacter jejuni Humide, 4.5 x 10° UFC 8h Faundez et
al.,2004
Escherichia coli 0157 Humide, (3-4) x 10" UFC 65 min Wilks et al., 2005
Escherichia coli 0157 Humide, 2.7 x 10’ UFC 45 min Noyce et al.,
2006
SARM (NCTC10442) Humide, (1-1.9) x 107 45 min Noyce et al.,
UFC 2006
EMRSA-1 (NCTC11939) Humide, (1-1.9) x 10’ 65 min Noyce et al.,
UFC 2006
EMRSA-16 (NCTC13143) Humide, (1-1.9) x 10° 90 min Noyce et al.,
UFC 2006
Listeria monocytogenes Scott A Humide, 10" UFC 60 min Wilks et al., 2006
Mycobacterium tuberculosis Humide, 2.5 x10" UFC | 5a 15 jours Mehtar et al.,
2008
Candida albicans Humide, >10° UFC 60 min Mehtar et al.,
2008
Klebsiella pneumoniae Humide, >10" UFC 60 min Mehtar et al.,
2008
Pseudomonas aeruginosa Humide, >10" UFC 180 min Mehtar et al.,
2008
Acinetobacter baumannii Humide, >10” UFC 180 min Mehtar et al.,

2008
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Especes Méthode d’application | Temps de Référence
survie
SARM Humide, >10” UFC 180 min Mehtar et al.,
2008
Influenza A virus (HIN1) Humide, 5 x 10° virus 6h, Noyce et al.,2007
diminution
de 4 log
C. difficile (ATCC 9689) forme | Humide, 2.2 x 10° UFC 24-48 h Weaver et al.,
végétative et spores 2008
C.difficile NCTC11204/R20291 | Humide, (1-5) x 10° UFC 30 min Wheeldon et al.,
forme vegeétative 2008
C. difficile spores en dormance | Humide, 8 x 10° UFC Non affecte | Wheeldon et al.,
apres 3h 2008
C. difficile spores en Humide, 8x 10® UFC 3h, Wheeldon et al.,
germination diminution 2008
de 3 log
Pseudomonas Humide, 2.2 x 10" UFC 120 min Elguindi et al.,
aeruginosa PAO1 2009
SARM NCTC 10442 Humide, 2 x 10" UFC 75 min, Michels et al.,
diminution 2009
de7 log
Escherichia coli W3110 seche, 10° UFC 1 min Espitito Santo et
al., 2010
Acinetobacter seche, 10° UFC Quelques | Espitito Santo et
johnsonii DSM6963 minutes | al., 2010
Pantoea stewartii DSM30176 seche, 10° UFC 1 min Espitito Santo et
al., 2010
Pseudomonas oleovorans DSM seche, 10° UFC 1min Espitito Santo et

1045

al., 2010
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Especes Méthode d’application | Temps de Référence
survie
Staphylococcus séche, 10° UFC Quelques Espitito Santo
warnerii DSM20316 min etal., 2010
Brachybacterium
conglomeratum DSM 10241 séche, 10° UFC Quelques | Espitito Santo et
min al., 2010
Aspergillus flavus Humide, (2-300) x 10° 120 h Weaver et al.,
spores 2010
Aspergillus fumigatus Humide, (2-300) x 10° >120h Weaver et al.,
spores 2010
Aspergillus niger Humide, (2-300) x 10° >576h Weaver et al.,
spores 2010
Fusarium culmonium Humide, (2-300) x 10° 24h Weaver et al.,
spores 2010
Fusarium oxysporum Humide, (2-300) x 10° 24h Weaver et al.,
spores 2010
Fusarium solani Humide, (2-300) x 10° 24h Weaver et al.,
spores 2010
Penicillium crysogenum Humide, (2-300) x 10° 24h Weaver et al.,
spores 2010
Candida albicans Humide, (2-300) x 10° 24h Weaver et al.,
spores 2010
Enterococcus hirae ATCC Humide, 10’ UFC 90 min Molteni et al.,
9790 2010
Different Enterococcus spp. Humide, 10° UFC 60 min Warnes et al.,
2010
Candida albicans Séche, 10° UFC 5 min Quaranta et al.,
2011
Saccharomyces cerevisiae Séche , 10° UFC 30s Quaranta et al.,

2011
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ANNEXE 05 : Caractéristiques et résultats des études in situ de P’efficacité

antimicrobienne des surfaces en cuivre. (Adapté de I’étude Aillon-Garcia et al,

2023).

Etude

Schmidt et al, 2020 (USA)

Modéle d’étude

Etude croisée

Type de I’établissement

Hopital de soins aigus

Nom de I’établissement

Hightpoint health hospital (HPH).

Description de I’établissement

62 lits de soins aigus agréés 9 chambres individuelles

(unité de soins intensifs)

Zone(s) d’étude

Unité de soins intensifs médicaux

Dureée 23 mois
Fréquence des prélevements Quotidiens
Technique de prélévement Ecouvillon
Conditions d’incubation 48 ha 37°C
Objets etudiés Panneaux de commande Surface des lits
des lits
Nombre total d’échantillons 565

Charge microbienne sur les
surfaces controles
(UFC/100cm?)

Charge microbienne moyenne = 1541

Charge microbienne sur les
surfaces en cuivre
(UFC/100cm?)

Charge microbienne moyenne = 96

Différence témoin-cuivre (-) /
réduction (%) (UFC/100cm?)

94% de réduction de la moyenne cumulée

Résultats des tests statistiques.

Comparaison des éléments contrble aux éléments cuivre :

tous significatifs a P < 0,0001
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Etude

Palza et al, 2018 ( Chilie)

Modéle d’étude

Etude parallele

Type de I’établissement

Cas trés compliqués

Nom de I’établissement

Hopital La Florida

Description de I’établissement /
Zone(s) Salles d’attente Blocs opératoires
Durée 10 semaines

Fréquence des prélevements

1 fois /semaine

Technique de prélevement Ecouvillon
Conditions d’incubation 48h a 37°C
Objets étudiés Chaises salle d’attente Potences de perfusion
Nombre total d’échantillons Non précisé
Charge microbienne sur les Chaises : Potences de perfusion :
surfaces controles charge microbienne Charge microbienne
(UFC/100cm?) moyenne = 2490 moyenne = 130
Charge microbienne sur les Chaises :
surfaces en cuivre charge microbienne /

(UFC/100cm?)

moyenne = 680

Différence témoin-cuivre (-) /
réduction (%) (UFC/100cm?)

Chaises : 73 % de réduction | Potence de perfusion : 53 %

de la charge microbienne de réduction de la charge
moyenne microbienne moyenne de la
semaine 5-7

Résultats des tests statistiques

Différence significative pour les chaises




Annexes

Etude Karpanen et al, 2012 (Royaume uni)
Modéle d’étude Etude croisée
Type de Hopital universitaire
I’établissement
Nom de /
I’établissement

Description de

I’établissement

19 lits de soins intensifs

Zone(s)

Service de soins intensifs médicaux

Durée

10 mois

Fréquence des

préléevements

1 fois par semaine

Technique de Ecouvillon
préléevement

Conditions 48 ha37°C
d’incubation

Objets etudiés

tables de lit.

14 objets dont : Plaques de poussée, poignées de porte, rails de maintien, sieges de

toilette, levier de chasse d'eau, accoudoirs, robinets, interrupteurs, siphons, chariots,

Nombre total

d’échantillons

672 <N <1344

Charge microbienne

sur les surfaces
controles

(UFC/100cm?)

Médiane : entre 0-10800 UFC/100cm? selon I’objet

Charge microbienne
sur les surfaces en
cuivre
(UFC/100cm?)

Médiane : entre 0-1400 UFC/100cm? selon I’objet

Différence témoin-
cuivre (-) /

réduction (%o)

(UFC/100cm?)

Différence des médianes : entre 40 - 8030 UFC/100cm? selon 1’objet/ réduction :

entre 33.3 - 100% selon I’objet

Résultats des tests
statistiques

Significatif pour 8 objets
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Etude

Choi et al., 2021 (Corée du sud)

Modéle d’étude

Etude parallele

Type de I’établissement

Nom de I’établissement

Asan medical center

Description de I’établissement

18 lits de soins intensifs.

Zone(s)

Unité de soins intensifs médicaux

Durée

3 mois

Fréguence des prélevements

1 fois /semaine

Technique de prélevement

Ecouvillon

Conditions d’incubation

Objets etudiés

Potences de perfusion, barres de lit, portes, tiroirs, chariots des médicaments

Nombre total d’échantillons

160

Charge microbienne sur les
surfaces controles
(UFC/100cm?)

SARM (UFC/100cm?) (9:30/11:30) :
-Potences (18.8/10.4)

-Barres de lit (50/47.2)

-Portes (8.8/29.6)

-Tiroirs (22.4/8)

-chariots (48.4/44)

ERV .3(UFC/100cm?) (9:30/11:30) :
-Potences (17.2/16.8)

-Barres de lit (32.8/35.2)

-Portes (14.4/6.8)

-Tiroirs (3.2/24.8)

-chariots (14.4/18.8)

Charge microbienne sur les
surfaces en cuivre
(UFC/100cm?)

SARM (UFC/100cm?) (9:30/11:30):
-Potences (1.2/1.2)

-Barres de lit (14.8/53.2)

-Portes (2.8/1.6)

-Tiroirs (4.8/1.2)

-chariots (19.2/22.8)

ERV (UFC/100cm?) (9:30/11:30) :
-Potences (2.8/1.6)
-Barres de lit (8.4/19.6)
-Portes (9.6/2)
-Tiroirs (4.4/26)
-chariots (10/8.4)

Différence témoin-cuivre (-) /

SARM % (9:30/11:30) :

ERV % (9:30/11:30) :

réduction (%) (UFC/100cm?) -Potences (93,6 /88,5) -Potences (83,7/90,5)
-Barres de lit (70,4/12,7 aug) -Barres de lit (74,4/44,3)
-Portes (68,2/94,6) -Portes (33,3 /70,6)
-Tiroirs (78,6 / 85) -Tiroirs (37,5 aug/4,8 aug)
-chariots (60,3/48,2) -chariots (10/8,4)

Résultats des tests statistiques. SARM : ERV :

A 9:30 : différence significative
pour : potences, barres de lit, ports et
tiroirs

A 11 :30 : différence significative
pour les portes

A 9:30 : différence significative
pour les potences

A 11 :30 : différence significative
pour : portes, potences et chariots.
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Etude

Colin et al., 2018 ( France)

Modéle d’étude

Etude parallele multicentrique

Type de I’établissement

Etablissement d’hébergement de personnes agées

dépendantes
Nom de I’établissement A B C D E
Description de I’établissement 53/99 54/117 12/25 30/57 158/347

Zone(s) 5 EHPAD ont été équipés de poignée et de rampes en
alliage de cuivre
Durée 18 mois

Fréquence des prélevements

1 fois / semaine

Technique de prélévement Ecouvillon
Conditions d’incubation 24/48 et 72h a 37°C
Objets etudiés Poignées de porte et rampes de maintien
Nombre total d’échantillons 1300

Charge microbienne sur les
surfaces contréles
(UFC/100cm?)

Poignées de porte : charge moyenne = 63700 UFC/100cm?
Rampes : charge moyenne = 74500 UFC/100cm?

Charge microbienne sur les
surfaces en cuivre
(UFC/100cm?)

Poignées de porte : charge moyenne =45200 UFC/100cm?
Rampes : charge moyenne = 57300 UFC/100cm?

Différence témoin-cuivre (-) /
réduction (%)(UFC/100cm?)

Poignées de porte : 29%
Rampes : 23%

Résultats des tests statistiques

Différence significative pour les poignées et les rampes

dans les 5 établissements
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Etude Inkinen et al., 2017 (Finlande)
Modgé¢le d’étude Etude parallele multicentrique
Type de I’établissement /
Nom de I’établissement Hopital de la région de Satakunta
Description de I’établissement /

Zone(s)

Toilettes des chambres des malades

Durée

Non précisée

Fréquence des prélevements

1 fois / semaine

Technique de prélevement

Ecouvillon

Conditions d’incubation

5 jours a 22°C

Objets etudiés

Boutons de chasse d’eau, barres de support pour toilettes

Nombre total d’échantillons

42

Charge microbienne sur les
surfaces controles
(UFC/100cm?)

Bouton de chasse : charge moyenne = 7300

Barres de support : charge moyenne =200

Charge microbienne sur les
surfaces en cuivre
(UFC/100cm?)

Bouton de chasse : charge moyenne = 500

Barres de support : charge moyenne = 10

Différence témoin-cuivre (-) /
réduction (%)(UFC/100cm?)

Bouton de chasse : réduction = 93.2%

Barres de support : réduction = 95%

Résultats des tests statistiques

/
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Etude Krause, M; Dolak, F.(République Tcheque)
Modéle d’étude Etude paralléle
Type de I’établissement Régional
Nom de I’établissement /
Description de I’établissement /

Zone(s)

Service de chirurgie

Durée

12 semaines

Fréquence des prélevements

1 fois/semaine

Technique de prélévement

Ecouvillon

Conditions d’incubation

7 jours a 36°C

Objets etudiés

Boites de conservation du matériel médical, plateaux et

bassin de vomissement.

Nombre total d’échantillons

1780

Taux des surfaces contréles

contaminées

Boites: 50%
Plateaux : 37.5%

Bassins de vomissement : 33.3%

Taux des surfaces en cuivre

contaminées

Boites:50%
Plateaux : 38.9%

Bassins de vomissement : 28.8%

Différence témoin-cuivre (-) /

réduction (%o)

Bassins de vomissement : 28.8 % de réduction

Résultats des tests statistiques

Non significatif




Annexes

Etude Casey et al., 2010 (Royaume uni)
Modé¢le d’étude Etude croisée
Type de I’établissement /
Nom de I’établissement /
Description de I’établissement /

Zone(s)

Service des soins medicaux aigus

Durée

2-5 mois

Fréquence des prélevements

1 fois/semaine

Technique de prélevement

Ecouvillon

Conditions d’incubation

24/48h a 37°C

Objets etudiés

Sieges des toilettes, robinets et plaques de poussee

Nombre total d’échantillons

100

Charge microbienne sur les
surfaces en cuivre
(UFC/100cm?)

Médiane (7:00/17:00) :
-Partie supérieur des siéges des toilettes (8.8/4.8)
-Partie intérieur des sieges des toilettes (0/0)
-Plaques de poussée (0/0)
-Robinet d’eau froide (0/0)
-Robinet d’eau chaude (0/0)

Charge microbienne sur les
surfaces controles
(UFC/100cm?)

Médiane (7:00/17:00) :
-Partie supérieur des siéges des toilettes (305.4/258)
-Partie intérieur des sieges des toilettes (43.2/6)
-Plaques de poussée (7.2/2.4)
-Robinet d’eau froide (26.4/12)
-Robinet d’eau chaude (30/18)

Différence témoin-cuivre (-) /
réduction (%)(UFC/100cm?)

Réduction% (7:00/17:00) :
-Partie supérieur des siéges des toilettes (97.2/98.1)
-Partie intérieur des sieges des toilettes (100/100)
-Plaques de poussée (100/100)
-Robinet d’eau froide (100/100)
-Robinet d’eau chaude (100/100)

Résultats des tests statistiques

Significatifs pour les 3 objets




Etude

Micolay et al., 2010 (Allemagne)

Modéle d’étude

Etude parallele

Type de I’établissement

/

Nom de I’établissement

Asklepios Hospital Wandsbek

Description de I’établissement

/

Zone(s)

Services d’oncologie, de pneumologie et de gériatrie

Durée

8 mois

Fréquence des prélevements

1-2 fois/semaine

Technique de prélevement

Pétrifilm

Conditions d’incubation

36ha30°C

Objets etudiés

Plaques de poussée, poignées de porte et interrupteurs

Nombre total d’échantillons

540

Charge microbienne sur les
surfaces controles
(UFC/100cm?)

Charge moyenne :
Poignées de porte : 269.99
Plaques de poussée : 36.87
Interrupteurs : 45.63

Charge microbienne sur les
surfaces en cuivre
(UFC/100cm?)

Charge moyenne :
Poignées de porte : 195.21
Plaques de poussée : 36.41
Interrupteurs : 43.05

Différence témoin-cuivre (-) /
réduction (%) (UFC/100cm?)

Reduction% :
Poignées de porte : 27.7%
Plaques de poussée : 1.2%

Interrupteurs : 5.7%

Résultats des tests statistiques

Non significatifs
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Etude

Marais et al., 2010 ( Afrique du sud)

Modéle d’étude

Etude parallele

Type de I’établissement

Clinique de soins primaires

Nom de I’établissement

/

Description de I’établissement

Clinique sans rendez-vous dans une zone rurale

Zone(s)

Salles de consultation

Durée

6mois

Fréquence des prélevements

Chaque 6 semaines (3 prélévements /jour)

Technique de prélevement

Ecouvillon

Conditions d’incubation

16h a température ambiante

Objets etudiés

Bureaux, chariots, dessus des placards et rebords des

fenétres

Nombre total d’échantillons

88

Charge microbienne sur les
surfaces controles
(UFC/100cm?)

Charge moyenne = 5.9

Charge microbienne sur les
surfaces en cuivre
(UFC/100cm?)

Charge moyenne =0.2

Différence témoin-cuivre (-) /
réduction (%)(UFC/100cm?)

71% de réduction de la charge moyenne

Résultats des tests statistiques

Significatifs
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Etude Rai et al., 2012 (USA)
Modéle d’étude Etude paralléle
Type de I’établissement /
Nom de I’établissement /

Description de I’établissement

Consultation ambulatoire de maladies infectieuses

Zone(s)

Service de maladies infectieuses

Durée

4 mois

Fréquence des prélevements

2 fois/ semaine

Technique de prélevement Lingettes
Conditions d’incubation /
Objets etudiés Fauteuils de prélévement
Nombre total d’échantillons 150
Charge microbienne sur les Médiane haut | Médiane coté de Médiane plateau :
surfaces contrdles de I’accoudoir : I’accoudoir : 1290
(UFC/100cm?) 1305 1095

Charge microbienne sur les

Médiane haut | Médiane cote de Médiane plateau :

surfaces en cuivre de I’accoudoir : ’accoudoir : 150
(UFC/100cm?) 135 330
Différence témoin-cuivre (-) / 90% de 70% de 88% de réduction
réduction (%)(UFC/100cm?) réduction réduction
Résultats des tests statistiques significatifs
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Etude

Schmidt et al., 2013 (USA)

Modéle d’étude

Etude parallele

Type de I’établissement

Hopital universitaire

Nom de I’établissement

/

Description de I’établissement

660 lits dont 17 lits de soins intensifs

Zone(s)

Unité des soins intensifs

Durée

3 mois

Fréquence des prélevements

5 séries de préléevement/ 5 prélévements par série

Technique de prélevement Lingette
Conditions d’incubation /
Objets etudiés Barres de lit
Nombre total d’échantillons 150

Charge microbienne sur les
surfaces controles
(UFC/100cm?)

Moyenne (£ ecart type) :
Avant nettoyage : 6102 + 2572
Heure 0.5 :1112 + 802
Heure 2.5 :1560 + 936
Heure 4.5 :2396 * 1502
Heure 6.5 :5198 *+ 2386

Charge microbienne sur les
surfaces en cuivre
(UFC/100cm?)

Moyenne (£ écart type) :
Avant nettoyage : 698 + 368
Heure 0.5 : 362 + 282
Heure 2.5 : 530 + 530
Heure 4.5 :1224 +94
Heure 6.5 :434 + 236

Différence témoin-cuivre (-) /
réduction (%) (UFC/100cm?)

Réduction :
Avant nettoyage : 88.6%
Heure 0.5 : 67.4%
Heure 2.5 : 66%
Heure 4.5 : 90.7%
Heure 6.5 : 91.7%

Résultats des tests statistiques

Significatifs
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Etude

Schmidt et al., 2016 (USA, Chili)

Modéle d’étude

Etude parallele

Type de I’établissement

Soins tertiaires

Nom de I’établissement

Hospital de Ninos Roberto del Rio

Description de I’établissement

249 lits pédiatriques

Zone(s) Unité pédiatrique des soins intensifs, unité pédiatrique des
soins intermédiaires
Durée 12 mois
Fréquence des prélevements 2 fois/ mois
Technique de prélévement Lingette
Conditions d’incubation /

Objets etudiés

Barres de lit, berceaux, robinets, pieds de perfusion et plans

de travail
Nombre total d’échantillons 1320
Charge microbienne sur les Moyenne = 1391
surfaces controles Médiane = 574

(UFC/100cm?)

Charge microbienne sur les
surfaces en cuivre
(UFC/100cm?)

Moyenne =172
Médiane =0

Différence témoin-cuivre
(-) / réduction (%)
(UFC/100cm?)

Réduction : 88%

Résultats des tests statistiques

Significatifs
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Résumé

Evaluation des propriétés biocides du cuivre et son impact sur la baisse des

infections associées aux soins.

Résumé :

Introduction : Les infections associées aux soins représentent une cause majeure de
morbidité et de mortalité dans les établissements de santé. Le cuivre, reconnu pour ses
propriétés biocides intéressantes, suscite un intérét croissant pour son usage comme surface
auto-désinfectante visant a limiter la biocontamination dans ces établissements.

Meéthodes : Dans ce travail, nous avons évalué 1’efficacité antibactérienne et antifongique du
cuivre in vitro et in situ ainsi que la résistance bactérienne a ce métal. Pour cela la survie in
vitro de sept souches bactériennes multi- résistantes, isolées des prélevements des malades
hospitalisés, ainsi que celle de trois souches fongiques ont été testées sur des coupons de
cuivre. Nous avons également installée des surfaces en cuivre dans trois services de
I’établissement hospitalier Didouche Mourad. Les échantillons prélevés a partir de ces
surfaces ainsi que des surfaces témoins ont eté mis en culture pour dénombrer et identifier les
flores bactériennes et fongiques présentes. Dans un troisieme temps, des pieces de 20 dinars
Algériens ont éeté prélevées pour rechercher des souches bactériennes résistantes au cuivre. La
survie des souches isolées de ces piéces, était ensuite testée sur du cuivre pur.

Résultats : Les résultats ont montré que le cuivre présente une activité bactéricide puissante
in vitro contre une majorité de microorganismes (ex ; Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Candida albicans, Pénicillium sp). Ces résultats ont été confirmés au niveau des
services par la diminution les charges bactériennes de 95.77% ainsi que les fréquences des
contaminations bactériennes (- 63.75%) et fongiques (- 37.50%). On a également montré
qu’aucune bactérie isolée des piéces de monnaies n’était résistante au cuivre pur ce qui assure
une utilisation sire de ce métal en milieu de soin.

Conclusion: L’installation des surfaces en cuivre dans les structures sanitaires constituent
donc une solution fiable contribuant a contrdler la propagation des germes responsables des
infections associées aux soins.

Mots clés : cuivre, antibactérien, antifongique, infections, soins, hopital.



Résumé

Evaluation of the biocidal properties of copper and its impact on the

reduction of healthcare-associated infections.

Abstract:

Introduction: Healthcare-associated infections represent a major cause of morbidity and
mortality in healthcare settings. Copper, recognized for its interesting biocidal properties, is
attracting growing interest for its use as a self-disinfecting surface aimed at limiting

biocontamination in these establishments.

Methods: In this work, we evaluated the antibacterial and antifungal effectiveness of copper
in vitro and in situ as well as bacterial resistance to this metal. For this, the in vitro survival of
seven multi-resistant bacterial strains, isolated from samples from hospitalized patients, as
well as that of three fungal strains were tested on copper coupons. We also installed 105
copper surfaces in three departments of the Didouche Mourad hospital. Approximately 315
samples were taken from these surfaces as well as control surfaces and cultured to enumerate
and identify the bacterial and fungal flora present. Thirdly, 200 Algerian 20 dinar coins were
collected to look for bacterial strains resistant to copper. The survival of the strains isolated

from these pieces was then tested on pure copper.

Results: The results showed that copper exhibits powerful bactericidal activity in vitro
against a majority of microorganisms (e.g. Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida
albicans, Penicillium sp). These results were confirmed at the service level by the reduction in
bacterial loads as well as the frequencies of bacterial and fungal contamination. It was also
shown that no bacteria isolated from coins was resistant to pure copper, which ensures the

safe use of this metal in healthcare settings.

Conclusion: The installation of copper surfaces in sanitary structures therefore constitutes a
reliable solution contributing to control the spread of germs responsible for healthcare

associated infections.

Key words: copper, healthcare, antibacterial, antifungal, infections, hospital.
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