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Resumen

Introduccion: Las infecciones intrahospitalarias (/IH) constituyen un problema de salud publica que generan grandes gastos por parte
de los gobiernos, debido a que los patogenos causantes de IIH presentan resistencia a farmacos y generan una mayor permanencia
de los pacientes, pues la infraestructura hospitalaria constituye un reservorio favorable para los patogenos. Las superficies de cobre
surgen como opcion sanitaria y efectiva para controlar el crecimiento y propagacion de estos patégenos. Objetivos: Evaluar la actividad
bactericida de las superficies de cobre contra los principales bacterias patdgenas causantes de IIH (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus). Disefio: Estudio experimental con muestreo no probabilistico. Lugar: Hospital Regional Docente
las Mercedes (HRDLM) y Hospital Provincial Docente Belén (HPDB), Lambayeque, Peru. Materiales: Nueve cepas bacterianas, 3 de
E. coli, 3 de P. aeruginosa y 3 de S. aureus; superficies metélicas (1 cm) de cobre y acero inoxidable (control). Intervenciones: Las 9
cepas bacterianas fueron proporcionadas por los hospitales HRDLM (4 cepas) y HPDB (5 cepas). Los analisis de ANOVA y de Tukey
fueron aplicados para evaluar la actividad bactericida de las superficies de cobre y acero inoxidable contra las 9 cepas causantes
de IIH, usando los programas estadisticos Minitab y Sigmaplot, respectivamente. Principales medidas de resultados: Diferencias en
el crecimiento bacteriano sobre superficies de cobre o acero inoxidable, con respecto al tiempo de exposicion. Resultados: Las 9
cepas -3 de P. aeruginosa, 3 de E. coliy 3 de S. aureus- expuestas a superficies de cobre fueron eliminadas en 10, 15y 60 minutos,
respectivamente. La carga bacteriana de las células expuestas en superficies de acero inoxidable permanecié constante y viable
por periodos mayores a 60 minutos. Ademas, las superficies de cobre eliminaron mas rapido a las bacterias Gram negativas (P.
aeruginosa y E. coli) con respecto a las Gram positivas (S. aureus). Conclusiones: Las superficies de cobre eliminaron totalmente
las bacterias intrahospitalarias E. coli, P. aeruginosa y S. aureus, a diferencia de las superficies de acero inoxidable, en las que
permanecieron viables. De acuerdo a estos resultados, el cobre puede reemplazar al acero inoxidable como superficie de contacto en
los centros de salud con incidencia de infecciones intrahospitalarias.
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Abstract

Introduction: Nosocomial infections (NI) generate large expenditures by governments, as NI pathogens are resistant to drugs and
increase hospital stay. Copper surfaces seem a promising alternative to control growth and spread of these pathogens. Objectives:
To evaluate copper surfaces bactericidal activity against pathogenic bacteria causing NI (E. coli, P. aeruginosa and S. aureus).
Design: Experimental study with non-probability sampling. Institutions: Hospital Regional Docente las Mercedes (HRDLM) and Hospital
Provincial Docente Belen (HPDB), Lambayeque, Peru. Materials: Nine bacterial strains of E. coli, P. aeruginosa and S. aureus, metal
surfaces (1 cm2) of copper and stainless steel (control). Interventions: Bacterial strains were provided by HRDLM (4 strains) and HPDB
(5 strains). ANOVA and Tukey analysis were applied to evaluate copper and stainless steel surfaces’ bactericidal activity to strains
causing NI; Minitab statistical software and Sigmaplot were used. Main outcome measures: Differences in bacterial growth on metal
surfaces (copper or stainless steel) with respect to exposure time. Results: The nine strains of P. aeruginosa (3), E. coli (3) and S.
aureus (3) exposed to copper surfaces were inactivated after 10, 15, and 60 minutes respectively. The bacterial load of cells exposed
to stainless steel surfaces remained constant and viable for periods longer than 60 minutes. Copper surfaces removed Gram-negative
bacteria (E. coli and P. aeruginosa) faster than Gram-positive bacteria (S. aureus). Conclusions: Copper surfaces completely eliminated
studied nosocomial bacteria. Thus they could replace steel as contact surfaces in Peruvian health facilities with high incidence of NI.
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INTRODUCCION

Las superficies duras que existen en la
mayoria de hospitales, tales como pisos,
rieles de cama, mesa de noche y mani-
jas de puertas, que generalmente estan
en contacto constante con los pacien-
tes y el personal de salud, ayudan a la
propagacién de microorganismos (-3,
Recientemente se ha descrito que las
superficies blandas contaminadas, tales
como sibanas, pijamas, cortinas, man-
diles, cubre almohadas, actian como
reservorio y fuentes de patégenos que
pueden contaminar directamente a pa-
cientes y al personal del hospital .

Se han aplicado diversas medidas
para reducir el riesgo de transmisién de
patdgenos, que incluyen mejorar la vigi-
lancia de las infecciones nosocomiales,
uso de antibiéticos agresivos para redu-
cir la expansién de cepas resistentes a
antibidticos, capacitaciones al perso-
nal de salud para mejorar la higiene y
aislamiento de pacientes infectados;
estas estrategias implican inversiones
continuas por parte del Estado. Sin em-
bargo, el impacto es minimo sobre las

IIH 059,

Los materiales metalicos predomi-
nantes en los hospitales son el acero
inoxidable y el aluminio. Estos meta-
les no tienen efecto alguno sobre los
patégenos y constituyen reservorios o
fuentes de propagacién por contacto.
Tras varios estudios, se demostr6 que el
cobre posee un gran potencial biocida
capaz de eliminar a patégenos noso-
comiales ™, bacterias contaminantes
de la industria alimentaria 19
y hongos ®. Actualmente, existe un
gran interés en el uso del cobre como
material antimicrobiano. Se establecié
el término contact killing (muerte por
contacto) debido a la rapidez con la
que elimina a una bacteria V. La no
existencia de un mecanismo claro de
accién Y ha llevado a la elaboracién
de un modelo tentativo, en el cual la
bacteria al entrar en contacto con la
superficie disuelve el cobre en concen-
traciones muy pequefas, lo que con-
diciona el inicio del dafio celular 2.
Posteriormente, la membrana celular se

, virus @

rompe debido al cobre y por fenémenos
de estrés -lo que produce la pérdida del
potencial de membrana y el vertido del
contenido citoplasmatico-, los iones
de cobre inducen la generacién de es-
pecies reactivas de oxigeno (ROS) ¥
que aumentan el dafio celular produci-
do 112y el ADN gendémico y plasmi-
dial comienza a ser degradado 2.

Las supertficies de cobre con sus
propiedades antimicrobianas y su facil
implementacién en hospitales y centros
de salud pueden ser una importante
contribucién al control de las infec-
ciones, que implicarfa la reduccién del
hacinamiento de pacientes en trata-
miento, la diseminacién de patégenos
via aérea o por contacto, asi como el
uso de farmacos a los que gran variedad
de patégenos han adquirido resistencia.
Esto se ha demostrado recientemente
en ensayos hospitalarios exitosos en
paises como Estados Unidos ¥, Rei-
no Unido @, Sudafrica ®, Suiza 19
y Chile ©. Sin embargo, en el Pert no
existe evidencia cientifica que com-
pruebe la propiedad antimicrobiana del
cobre frente a las principales bacterias
patégenas causantes de IIH, como E.
coli, P aeruginosa y S. aureus.

METODOS

Se evalué nueve cepas -3 de E. coli, 3
de S. aureus y 3 de P aeruginosa, pro-

cedentes de la unidad de cuidados in-
tensivos del Hospital Regional Docente
“Las Mercedes” (HRDLM), Chiclayo,
y del Hospital Provincial Docente “Be-
lén” (HPDB), Lambayeque. Todas las
cepas fueron aisladas en agar sangre e
identificadas bioquimicamente en el la-
boratorio (tabla 1).

Las ldminas de cobre y acero inoxi-
dable fueron obtenidas comercialmen-
te.

Para el experimento, las nueve cepas
bacterianas fueron sembradas e incuba-
das independientemente en agar TSA
(Merck) ©, selladas herméticamente y
almacenadas en refrigeracién a 4°C.

Para la evaluacién de la actividad
bactericida de las superficies de cobre,
se siguié el modelo @ modificado, el
cual se describe a continuacién.

Las ldminas de cobre C11000 pro-
porcionado por Storm Copper y acero
inoxidable (JN aceros) fueron cortadas
en tamafios de 1 cm? Nueve ldminas
para cada metal fueron envueltas en
papel y esterilizadas en autoclave por
1 hora, luego sumergidas en etanol
(Merck) al 95% y flameadas al mechero
por 2 segundos; después fueron transfe-
ridas a placas Petri estériles.

Los viales conteniendo las nueve ce-
pas bacterianas, se retiraron de refrige-
racién a temperatura ambiente durante
5 minutos. Luego una colonia de cada

Tabla 1. Caracteristicas de las cepas bacterianas causantes de infecciones intrahospitalarias (IIH)

usadas en este estudio.

Cepa Abreviatura Procedencia IIH asociada Respuesta al Gram
Ecal HRDLM bacteremia Negativa
E. coli Ecol2 HPDB infeccion urinaria Negativa
Ecol3 HPDB infeccion urinaria Negativa
Paer1 HRDLM neumonia Negativa
P aeruginosa Paer2 HRDLM infeccion de la piel Negativa
Paer3 HPDB infeccion de la piel Negativa
Saur1 HRDLM infeccion urinaria Positivo
S. aureus Saur2 HPDB infeccidn a la piel Positivo
Saur3 HPDB infeccion a la piel Positivo

HRDLM: Unidad de Cuidados intensivos del Hospital Regional Docente “Las Mercedes”, Chiclayo.
HPDB: Hospital Provincial Docente “Belén” (HPDB), Lambayeque.



cepa se transfirié a 2 mL de caldo nutri-
tivo e incub6 a 37°C por 16 horas. Los
cultivos bacterianos resultantes se dilu-
yeron con agua destilada estéril hasta
alcanzar ~2 x107 UFC/mL de acuerdo
al tubo ndmero 0,5 del nefelémetro de
Mac Farland ©.

En cada ldmina de cobre y acero
inoxidable se inoculé 10 ul de las sus-
pensiones bacterianas (2 x 107 UFC/
mL). Cada inéculo fue distribuido so-
bre el metal con una punta estéril de
10 uL. Se incubé las 1dminas metalicas
por triplicado a temperatura ambiente,
a diferentes tiempos de exposicion (t,=
0 min, t,= 5 min, t,= 10 min, t,= 15
min, t,= 20 min, t;= 30 min, t,= 45
min, t,= 60 min, t= 75 min).

Para retirar las bacterias de la super-
ficie metélica se procedi6 con un lava-
do, sumergiendo el metal con el inéculo
dentro de un tubo estéril con 1 mL de
solucién salina fisiolégica. Después, se
agit6 por un minuto y se retir6 el metal.
Posteriormente, la suspensién celular
resultante fue sometida a las siguientes
diluciones: 10!, 102, 102y 10**. Luego,
10 uL de la dilucién 10 fueron sembra-
dos en placa por la técnica de la micro-
gota ® y se incub6 a 362C por 24 horas.
Este procedimiento se siguié para todos
los tiempos de exposicion.

El tiempo necesario para que las su-
perficies de cobre eliminaran a las cepas
en estudio fue determinado por tripli-
cado, considerandose cuando no se en-
contré crecimiento de bacterias en los
cultivos. El rango de exposicién fue de
75 minutos, seccionados en 9 tiempos.

Para el anélisis estadistico, los resul-
tados obtenidos para la actividad de las
superficies de cobre fueron compara-
dos con el control de acero inoxidable
y con la formacién de CFU/mL de las
cepas en estudio. La significancia se
obtuvo mediante el anélisis de ANO-
VA de una via utilizando el software
MINITAB. Posteriormente, se realizd
una prueba de Tuckey (p<0,05), para
establecer el grupo determinado de es-
tas diferencias mediante la utilizacién
del software Sigma plot versién 13.
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RESULTADOS

Para determinar la actividad bactericida
de las superficies de cobre sobre las ce-
pas de estudio (tabla 1), se utiliz6 como
control l4minas de acero inoxidable.

El andlisis de varianza ANOVA per-
miti6 determinar que existieron diferen-
cias significativas entre el crecimiento
de las cepas en estudio (F&mz: 107,34;
P<0,05) y los distintos tiempos de
exposiciéon al cobre y al acero inoxi-
dable: t,= 0 min, t,= 5 min, t,= 10
min, t;= 15 min, t,= 20 min, t,= 30
min, t,= 45 min, t,= 60 min y t,= 75
min (F81162=892,14; P<0,05). Para en-
contrar dénde se hallaban estas signi-
ficancias, se aplicé el andlisis Tuckey,
determinando que existen diferencias
significativas en: (12) en dos cepas de
E. coli, Ecoll y Ecol2 (P<0,05), para el
t,= 0 min; (2%) en t,= O min entre las
cepas de E. coli con respecto a las cepas
de P aeruginosa (P<0,05); (32) entre la
comparacién de E. coli con las cepas de
S. aureus para los tiempos: t = 5 min,
t,= 10 min, t;= 15 min y t,= 20 min y
el tiempo t,= 0 min, solo en Ecoll y en
Saur3 (P<0,05); (49 entre los tiempos
t,= 5 min, t,= 10 min, t;= 15 min y
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t,= 20 min para P aeruginosa y S. aureus
(P<0,05). Finalmente, entre los demas
tiempos de exposicién y el crecimiento
microbiano no se encontré diferencias
significativas (P>0,05).

Todas las cepas evaluadas fueron eli-
minadas en una hora en presencia de
la ldmina de cobre; ademads, el ntimero
de bacterias viables se redujo conforme
aumentaba el tiempo de exposicion.
Por otro lado, en la supertficie de acero
inoxidable, todas las bacterias perma-
necieron viables después de su inocula-
cién, incluso sin reduccién en el nime-
ro de células.

En la figura 1 se observa el creci-
miento de las cepas de E. coli -Ecoll,
Ecol2 y Ecol3-, demostrando que las
superficies de cobre eliminaron un nu-
mero de 2 x10? UFC/mL en 15 min en
las tres cepas. Resultados similares se
muestran con la exposicién de las tres
cepas de P aeruginosa: Paerl, Paer2 y
Paer3 a las superficies de cobre; aqui se
observé una eliminacién rapida del na-
mero de bacterias iniciales, en un tiem-
po aproximado de 10 minutos (figura
2). Considerando los resultados para
las tres cepas de S. aureus, estos difieren
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Figura 1. Curva de muerte para las cepas de Escherichia coli (aislamientos clinicos a temperatura
ambiente). Recuentos de colonias crecidas en medio de cultivo solido TSA, después de ser
expuestos a las laminas de cobre de las cepas: Ecolt (#), Ecol2 (m) y Ecol3 (4) y acero inoxidable
(Ai x), con un indculo inicial de 2-3 x 10" UFC/mL.
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Figura 2. Curva de muerte para las cepas de Pseudomonas aeruginosa (aislamientos clinicos a
temperatura ambiente). Recuentos de colonias crecidas en medio de cultivo sélido TSA, después
de ser expuestos a las ldminas de cobre de las cepas: Paer1 (#), Paer2 (m) y Paer3 (a) y acero
inoxidable (Ai x), con un inoculo inicial de 2-3 x 10" UFC/mL.
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Figura 3. Curva de muerte para las cepas de Staphylococcus aureus (aislamientos clinicos a
temperatura ambiente). Recuentos de colonias crecidas en medio de cultivo solido TSA, después
de ser expuestos a las laminas de cobre de las cepas: Saur1 (#), Saur2 (m) y Saur3 (a) y acero
inoxidable (Ai x), con un indculo inicial de 2-3 x 107 UFC/mL.

mucho a los obtenidos con las dos es-
pecies anteriormente mencionadas. Su
exposicion a supertficies de cobre mos-
tré una eliminacién completa en 60 mi-
nutos; ademads, es posible apreciar una
mayor resistencia de Saur3 y en menor
grado Saurl y Saur2 (figura 3).

Segtin los promedios de muerte bac-
teriana por el tiempo, se determiné que
para eliminar las cepas de P aeruginosa,
E. coli y S. aureus son necesarios como
minimo 10, 15 y 60 minutos de exposi-
cién, respectivamente, a las ldminas de
cobre.

DISCUSION

El acero inoxidable es ampliamente uti-
lizado en los establecimientos de salud
por sus costos, facilidad de limpieza y su
resistencia a la corrosién. Sin embargo,
en este y otros trabajos se demuestra
que los patégenos asociados a infeccio-
nes intrahospitalarias permanecen via-
bles por largos periodos de tiempo so-
bre las superficies de acero inoxidable,
constituyendo un potencial reservorio
de microorganismos patégenos 317,
entre los cuales se encuentran E. coli, P
aeruginosa y S. aureus.

Con respecto a otros estudios del
efecto de las superficies de cobre sobre
estas bacterias, se conoce los siguientes
tiempos de supervivencia: E. coli de 30
a 60 min 'Y, P aeruginosa, de 180 min ®
y S. aureus muere entre 60y 180 min .
En cambio, los resultados obtenidos por
este estudio indican que las cepas de E.
coli Ecoll, Ecol2 y Ecol3 poseen tiem-
pos semejantes de eliminacién, ocurri-
das entre los 10 a 15 minutos, con una
eliminacién completa ocurrida a los 15
minutos (figura 1).

Las cepas de P aeruginosa, en cam-
bio, fueron eliminadas completamente
a los 10 minutos, presentando Paerl,
Paer2 y Paer3 un comportamiento si-
milar (figura 2). En consecuencia, la
rapida eliminacién de ambas bacterias
Gram negativas se debe a la interaccién
directa de la membrana celular externa
con la superficie de cobre; en cambio,
para las cepas de S. aureus gram posi-
tivas Saurl, Saur2 y Saur3, se puede
observar un tiempo de eliminacién mas
lento y gradual, ocurrido totalmente a
los 60 minutos.

Un hallazgo interesante de nuestro
trabajo fue que las cepas de S. aureus
tienen un mayor tiempo de superviven-
cia a las superficies de cobre que las ce-
pas de E. coli y de P aeruginosa, lo que
contradice los reportes mostrados por
otros autores 789, Posiblemente, su
pared celular evitarfa el dafio oxidativo
temprano de la membrana. Se sugiere
que la envoltura de las bacterias no es
un buen indicador del dafio provocado
por el contacto con las superficies de



cobre, pues las bacterias Gram positi-
vas y negativas responden de la misma
forma !9, Pero, en este trabajo demos-
tramos que existe un efecto diferencia-
do entre el efecto de las superficies del
cobre con las bacterias Gram positivas
y las Gram negativas, posiblemente de-
bido a la estructura de la pared celular
bacteriana.

En ambientes hospitalarios, la carga
bacteriana es aproximadamente 6x10°
UFC/em? ©, muy similar a la carga
microbiana empleada en este trabajo,
condicién que nos permitié evidenciar
in vitro el mecanismo bactericida de las
superficies de cobre de manera anéloga
a lo que ocurre en un hospital. Futu-
ras investigaciones pueden abordar la
carga microbiana del personal médico
y evaluar su efecto a las superficies de
cobre.

Actualmente, ninguna bacteria re-
sistente a supetficies de cobre ha sido
descrita. El motivo por el cual no se ha
generado resistencia a las superficies de
cobre es por su mecanismo de accién 19
e incluso bacterias sensibles y resisten-
tes a los antibidticos como también
bacterias con una tasa de reparacién
elevada de ADN fueron eliminadas
mucho més rapido que otras bacterias
que carecen de dicha capacidad ®1819),
Posiblemente estos mecanismos inde-
pendientes 0 en conjunto sustentan la
sensibilidad de las bacterias empleadas
en este trabajo (figuras 1, 2y 3), y en
consecuencia el cobre surge como un
metal candidato para ser implementa-
do en ambientes hospitalarios en lugar
del acero inoxidable, el cual sigue sien-
do un reservorio de patégenos.

En conclusién, esta investigacién
aporta al conocimiento y confirma la
actividad bactericida de las superficies
de cobre, a diferencia del acero inoxi-
dable frente a patégenos nosocomiales,
y proponemos el uso del cobre metélico
o aleaciones del mismo como material

COBRE ANTIMICROBIANO CONTRA PATOGENOS INTRAHOSPITALARIOS EN PERU

alternativo para el control de los paté-
genos y disminuir las ITH.
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