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RESUMEN

Objetivo. Evaluar la actividad bactericida de superficies de cobre sobre bacterias multirresistentes asociados a infecciones
intrahospitalarias. Materiales y métodos: Estudio experimental, donde la poblacién estuvo constituido por bacterias
multirresistente y la muestra por nueve cepas bacterianas, 3 de Acinetobacter baumannii, 3 de Pseudomonas aeruginosay 3 de
Staphylococcus aureus; los mismos que fueron inoculadas sobre laminas metélicas de 1cm’ de cobre y acero inoxidable e
incubados a temperatura ambiente durante 0, 5, 10, 20, 40 y 60 minutos para luego determinar la sobrevivencia en Mueller Hinton a
través del recuento de unidades formadoras de colonias. Resultados. Las cepas de A. baumannii fueron las mas sensible al cobre
mientras que S. aureus la mas resistente. Sin embargo todas las cepas permaneciendo viables a superficies de acero inoxidable
hasta los 60 minutos de exposicion. Hubo diferencias estadistas significativas (P<0,05) entre los promedios de las variables metal,
cepa y tiempo; existiendo diferencias en el efecto de ambos metales, crecimiento de unidades formadoras de colonias durante el
tiempo de exposicion y diferencias en la respuesta de cada tipo de bacteria al contacto con superficies de cobre. Conclusiones. Las
superficies del cobre tiene efecto bactericida al disminuir las unidades formadoras de colonias de Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosay Staphylococcus aureus a medida que aumenta el tiempo de exposicion.

Palabras clave: Bactericida, Superficies de cobre, infecciones intrahospitalarias. (Fuente:DeCS- BIREME).

BACTERICIDAL ACTIVITY OF COPPER SURFACES
ON MULTI-RESISTANT BACTERIA ASSOCIATED
WITH NOSOCOMIAL INFECTIONS

ABSTRACT

Objectives. To evaluate the bactericidal activity of copper surfaces on multiresistant bacteria associated with nosocomial infections.
Materials and Methods. Experimental study, where the population consisted multidrug-resistant bacteria and the sample nine
bacterial strains of Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosay Staphylococcus aureus; the same as were inoculated on
metal sheets 1cm?® of copper and stainless steel and incubated at room temperature for 0, 5, 10, 20, 40 and 60 minutes and then
determine the survival in Mueller Hinton by counting forming units colony. Results. Acinetobacter strains were more sensitive to
copper while more resistant S. aureus. However all strains remain viable stainless steel surfaces to 60 minutes of exposure. There
were significant statesmen differences (P < 0.05) between the averages of the variables metal, strain and time; there were
differences in the effect of both metals, growth of colony forming units during the exposure time and differences in the response of
each type of bacteria on contact with copper surfaces. Conclusions. copper surfaces has bactericidal effect by decreasing the
colony forming units of Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus with increasing exposure
time.

Key words: Copper surfaces, Bactericide copper, nosocomial infections. (Source: MeSH-NLM).

INTRODUCCION

Las Infecciones Intrahospitalarias (IIH) contintan siendo una
de las principales causas de morbilidad y mortalidad, donde el
seguimiento de bacteriemia en varios paises estiman que
estas infecciones afectan en promedio 1 de cada 20 pacientes
hospitalizados y que solo en los Estados Unidos, causan
alrededor de 100 000 muertes al afio con aumentos de costos
sanitarios entre 35 y 45 millones de ddlares ", siendo las

Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) asociadas con un
2)

mayor riesgo de desarrollar infecciones nosocomiales .
La fuente principal de estas infecciones generalmente ha sido
considerada la flora enddgena, sin embargo un 20% a 40% lo
han atribuido a las manos del personal de salud que han sido
contaminadas por contacto directo o indirectamente con
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superficies inanimadas del hospital . Siendo las bacterias
mas comunes el Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus; l1os mismos que por
efecto de la presion selectiva de antibiéticos, han
incrementado la resistencia , con apariciéon de cepas
multidrogoresistentes (MDR), algunos de los cuales
presentan clones panresistentes ®®. Haciendo de estos
patégenos mas dificiles de tratar debido a su resistencia
intrinseca y a la capacidad para proliferar y propagarse en
superficies u objetos inanimados .

La capacidad inherente de las bacterias para colonizar y
permanecer durante semanas en superficies de acero
inoxidable y materiales poliméricos usados en los hospitales
® hacen de los patogenos su reservorio, aumentando la
transmisién nosocomial ®'”. Sin embargo existen estudios
relacionados con la actividad de superficies de cobre sobre
bacterias nosocomiales gram negativas productoras de
carbapenemasas donde el Cu 99% mostro un efecto
bactericida después de 2 horas (h) para A. baumannii, 5 h
para Klebsiella pneumoniae, 6 h para P. aeruginosa y
Escherichia coli "”. En tanto el efecto a Enterobacter
resistentes fue evidenciado en 2 a 4 horas "®. Siendo el uso
del cobre una alternativa pero que se desconoce su efecto en
bacterias aisladas en el Hospital Regional Lambayeque.

Por estas razones, el objetivo del presente trabajo fue evaluar
la actividad bactericida de superficies de cobre sobre
bacterias multirresistentes asociadas a infecciones
intrahospitalarias y con ello contribuir a entender su viabilidad
y reduccion de sobrevivencia.

MATERIALES Y METODOS
Poblaciéony muestra

La poblacion objeto de estudio estuvo constituida por
bacterias multirresistentes y de ellos se consider6 como
muestra nueve cepas; 3de A. baumannii, 3 de P. aeruginosa
y 3de S. aureus, procedentes de pacientes hospitalizados del
Hospital Regional Lambayeque.

Aislamiento y susceptibilidad de microorganismos
multirresistentes.

Las cepas almacenadas en el laboratorio de investigacion del
Hospital Regional Lambayeque fueron reactivadas siguiendo
el manual de procedimientos bacteriologicos en infecciones
intrahospitalarias . Aislados los microorganismos se
procedié al estudio de susceptibilidad mediante el Sistema
semi-automatizado microScan y el método de disco difusion
(Kirby — Bauer) en agar Mueller Hinton, siguiendo las
recomendaciones y puntos de corte propuestos por la norma
técnica N° 20 INS- Minsa ™ y la Clinical and Laboratory
Standars Institute CLSI "®. Se consider6 S. aureus meticilino
resistente (MRSA) cuando fue resistente al cefoxitin,
penicilina y oxacilina; mientras que cepa multirresistente de A.
baumannii y P. aeruginosa cuando fue resistente a
antibioticos de las familias de los carbapenémicos,
cefalosporinas de tercera generacion, quinolonas y
aminoglucésidos.
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Actividad bactericida de superficie de cobre

Para esta actividad se empled la metodologia previamente
descrita por Noyce et al. "®. Empleandose laminas metalicas
(1Tem x 1cm x 0,1cm) de cobre (Cu 99%) y acero inoxidable de
la misma dimension como control. Las laminas fueron
esterilizadas previamente y luego a cada uno se inoculo 10 uL
sobre su superficie de una suspensién bacteriana de 1,5x10’
UFC durante 0, 5, 10, 20, 40 y 60 minutos; la turbidez de la
suspension de cada cepa bacteriana fue comparada con el
tubo N° 0,5 de la escala de Mc Farland. Luego cada lamina
fue lavada en 9mL de solucion salina fisiolégica y diluida hasta
10° UFC. De esta ultima dilucién se inocul6 10 uL en placas
Petri conteniendo Mueller Hinton por tres repeticiones. Dichas
placas Petri se incubo hasta 48 horas por 37°C y
posteriormente se realizé su lectura.

Analisis estadistico

La actividad bactericida de las superficies de cobre se evalud
aplicando el analisis de Varianza (ANOVA) ajustandose al
disefio factorial 3x2x6x3, para demostrar las diferencias entre
los 3 especies bacterianas; 2 metales, cobre y acero
inoxidable (Utilizado como control), 6 tiempos y 3
repeticiones. El andlisis estadistico de estas diferencias se
complementoé con la Prueba de Comparaciones Multiples de
Tukey (P<0.05). Para ello se us6 el software estadistico:
Statistica, version 5.

RESULTADOS

Los resultados muestran el promedio del recuento de colonias
de A. baumannii, P. aeruginosa y S. aureus a superficies de
acero inoxidable (Ai) permaneciendo viables hasta los 60
minutos de exposicion. Mientras al ser expuestas al cobre
(Cu), el recuento disminuyo conforme aumentaba el tiempo;
siendo los A. baumannii, los mas sensibles al observarse su
eliminacion rapida del nimero de bacterias iniciales de 2-3
x10” UFC después de los 10 minutos; por otro lado las cepas
de P. aeruginosay S. aureus permanecieron viables hasta los
20 minutos, siendo los S. aureus meticilino resistente (MRSA)
el que mostro mayor resistencia al presentar un numero
mayor de colonias. Sin embargo su eliminacién total al cobre
se evidencio a los 40 minutos de exposiciéon (Tabla 01,figura
01).

Tabla 01. Promedio de Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosay Staphylococcus aureus (UFC/mL) al evaluar la actividad
bactericida de superficies de cobre comparados con superficies de
acero inoxidable, durante 60 minutos.

Promedio UFC/mL

Tiempo A. baumannii P. aeruginosa S. aureus

(minutos) ——; Cu A Cu A Cu
0 7,56 7,67 12,00 11,22 10,33 9,11
5 6,33 4,11 11,11 7,33 9,89 8,89
10 8,11 0,11 8,78 0,33 8,67 4,67
20 7,33 0 11,11 0,11 10,00 1,22
40 7,00 0 10,44 0 8,11 0
60 6,89 0 9,33 0 8,44 0
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Figura 01: Unidades formadoras de colonias en placas con Mueller
Hinton después de 5 y 40 minutos de exposicién a laminas de acero
inoxidable (ladoizquierdo) y cobre (lado derecho).

El efecto bactericida de la superficie de cobre sobre las cepas
bacterianas se evalu6 a través del ANOVA encontrandose
diferencias estadistas significativas (P<0,05) entre los
promedios de las variables metal, cepa y tiempo; existiendo
diferencias en el efecto de ambos metales, crecimiento de
unidades formadoras de colonias durante el tiempo de
exposicion y diferencias en la respuesta de cada tipo de
bacteria (A. baumannii, P. aeruginosay S. aureus) al contacto
con superficies de cobre.

Tabla 02: Anadlisis de Varianza de la actividad bactericida de
superficies de cobre sobre Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosay Staphylococcus aureus.

ss DF Ms F P

Intercept 11664.00 1 11664.00 4180.46 0.00
Bacteria 463.17 8 57.90 20.75 0.00
Tiempo 1322.41 5 264.48 94.79 0.00
Metal 2809.00 1 2809.00 1006.77 0.00
Bacteria*Tiempo 260.76 40 6.52 2.34 0.00
Bacteria*Metal 200.61 8 25.08 8.99 0.00
Tiempo*Metal 906.74 5 181.35 65.00 0.00
Bacteria*Tiempo*Metal 198.65 40 4.97 1.78 0.01
Error 602.67 216 2.79

SS: Suma de Cuadrados DF: Grados de libertad MS: Cuadrados
Medios.

Los resultados de exposicion bacteriana a laminas de cobre y
acero inoxidable, fueron sometidos a la prueba discriminatoria
de Tukey, determinandose que sélo las superficies de cobre
influyeron sobre el crecimiento bacteriano de A. baumannii, P.
aeruginosay S. aureus (Tabla 03), indicando que el afect6 del
cobre fue distinta a cada cepa bacteriana; asi el crecimiento
de unidades formadoras de colonias fue mayor en el S. aureus
que P. aeruginosa y A. baumannii. Asimismo la cepa 2 de A.
baumannii resulté ser la mas afectada por accion del cobre en
relacion alas demas cepas (Figura 02).

Tabla 03: Prueba discriminatoria de Tukey (0,05) para la accién bactericida de
superficies de cobre sobre Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa
y Staphylococcus aureus, segun cepas bacterianas.

Cepas Crecimiento 1 2 3 4 5
Aba3 3.750000 .

Aba2 4.583333 e .
Abat 5.305556 wewx -
Sau3 5.916667 bkl i

Sau2 6.166667 bl hiid

Pae3 6.500000 bl i R

Pae1 6.833333 orkk .

Pae2 7.472222 ——

Saut 7.472222 ok

Baderis*Metal: LS Means
Cument effect: F(8. 216)=8.9676. p=.00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Figura 02: Diferencia del crecimiento de Acinetobacter baumannii
(aba), Pseudomonas aeruginosa (pae) y Staphylococcus aureus
(sau) como respuesta a su exposicion alaminas de cobre.

Respecto al factor tiempo se demostré estadisticamente que
el crecimiento bacteriano de A. baumannii, P. aeruginosay S.
aureus, disminuyeron significativamente cuando se
incremento el tiempo de exposicion a superficies de cobre
(Tabla 04). Asi las unidades formadoras de colonias a los 5
minutos (T2) fueron mayores en comparacion a los 20 minutos
de exposicién (T4), donde el S. aureus, siguié una
disminucion lenta.

Tabla 04: Prueba de significacion de Tukey (0,05) para la accién
bactericida de superficies de cobre sobre Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, segun tiempo
de exposicion.

Tiempo crecimiento 1 2 3 4
6 4111111 ok
t5 4.259259 hied wwk
t4 5.074074 ok
t3 5.166667 hid
t2 7.740741 wxkn
t1 9.648148 .
DISCUSION

Los microorganismos causantes de infecciones
nosocomiales son diseminados via contacto directo entre una
persona colonizada y un hospedero susceptible e
indirectamente por instrumentos médicos contaminados ©'”.
Pero también sobreviven y colonizan superficies inanimadas
de Hospitales, tales como pisos, rieles de cama y manijas de
puertas, siendo una fuente de transmisién al estar en
constante contacto con pacientes y personal de salud “*'.
Esta capacidad de resistencia generada, propagacion y
dispersion contribuyen al incremento de las I1H .

Nuestro estudio in vitro da cuenta de la actividad bactericida
del cobre sobre bacterias multirresistentes. Reflejando que
estas superficies antimicrobianas es de gran utilidad para
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reducir la poblacién bacteriana patégena en el entorno
sanitario al evitar su adherencia y replicacion *”. Sin embargo,
se evidenci6 la viabilidad de estas bacterias en laminas de
acero inoxidable el cual carece de dicha capacidad “*, lo que
constituye un potencial reservorio de A. baumannii, P.
aeruginosay S. aureus enlos hospitales.

La mayor formacion de colonias de S. aureus a la exposicion
del cobre da cuenta de cierta capacidad y tolerancia del
microrganismo, lo cual explicaria del por qué las bacterias
Gram positivas multirresistentes podrian ser mas
frecuentemente aislados del entorno inanimado que
patégenos Gram negativos **.Sin embargo, difiere con
reportes que dan cuenta que las superficies de cobre fueron
capaces de eliminar una concentracion de 10’ UFC de MRSA,
en 15, 60 y 90 minutos respectivamente “?. Mientras que en
Sudafrica encontraron la inhibicion total del crecimiento a
patégenos intrahospitalarios de MRSA, A. baumannii, P.
aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis y Candida albicans

(26)

En ese contexto también existe estudios en la practica clinica
donde compararon dos salas de consulta; una de ellas
equipada con laminas de cobre y la otra una sala control con
superficies originales como madera y acero inoxidable, dando
cuenta que las superficies de cobre reducia la carga
bacteriana en mayor medida que los materiales estandar “".
Asimismo un estudio multicéntrico en salas de UCI donde
incluyeron la participacién de tres hospitales remplazaron
superficies de cobre metalico o aleaciones a aquellos puntos
que son de alto contacto para los pacientes y el personal
sanitario, reportando que hubo una reduccion bastante
significativa en 83 % de la carga bacteriana total y de
patogenos especificos como MRSA ®®. En tal escenario
nuestro resultados coinciden con estos reportes con la
salvedad que nuestro estudio fue bajo un modelo in vitro pero
que permite conocer que las bacterias aisladas de pacientes
del Hospital Regional son susceptibles y no colonizan este
material.

Otros informes afirman que diferentes aleaciones de cobre
(de 61 a 95 %) reducen la viabilidad de E. coli en solo 75
minutos ®. Siendo el uso una alternativa en los ambientes
hospitalarios. Sin embargo, el mecanismo de accién de las
superficies de cobre debido a la rapidez con la que elimina a
una bacteriay el modo de accion de sus principales blancos se
desconoce. Resaltando que las soluciones de cobre sobre las
bacterias es distinta al de superficies, incluso entre superficies
de cobre humedas y secas .

Como limitaciones del efecto bactericida del cobre es no
haber contado con mayor niumero de cepas multirresistentes
causantes de infecciones intrahospitalarias, tampoco se
realiz6 por igual nUmero de cepas gram negativas y gram
positivas que nos hubiese permitido sincerar con mayor
amplitud el andlisis. Recomendando ampliar estudios de la
actividad del cobre sobre bacterias aisladas de pacientes del
Hospital Regional Lambayeque.
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CONCLUSION

Se concluye que las superficies del cobre tuvieron efecto
bactericida sobre cepas multirresistentes de Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus a medida que se incrementaba el tiempo de
exposicion.
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