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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto bactericida de las superficies de cobre sobre
Escherichia coli betalactamasas de espectro extendido, Staphylococcus aureus
meticilino resistente y Pseudomonas aeruginosa multidrogoresistente aisladas de
procesos infecciosos. Método: investigacion experimental, disefio de contrastacion de
hipdtesis de estimulo creciente. Se usaron 3 cepas por cada especie bacteriana aisladas
de infecciones hospitalarias, con una exposicion de tiempo (1, 5, 10, 20, 30 y 40 min)
considerando 3 repeticiones por cada cepa se totalizd 324 unidades experimentales.
Resultados: el recuento de colonias después de 10 minutos de exposicion a superficies
de cobre fue de cero en las tres cepas de Escherichia coli productoras de
betalactamasas de espectro extendido. Con Pseudomonas aeruginosa multirresistente,
se observé una eliminacion similar de bacterias iniciales 2-3x108 UFC, en un tiempo
aproximado de 10 minutos, por otro lado, la eliminacion del Staphylococcus aureus
meticilino resistente transcurrido los 20 minutos de exposicidén. Conclusiones: Las
superficies de cobre tienen efecto bactericida sobre Escherichia coli productoras de
betalactamasas de espectro extendido, Staphylococcus aureus meticilino resistente y
Pseudomonas aeruginosa multirresistente, disminuyendo las UFC/mL a 10,15y 10
minutos.

Palabras claves: efecto bactericida, cobre, acero inoxidable, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus meticilino resistente y Pseudomonas aeruginosa.



ABSTRACT

Objective: To determine the bactericidal effect of copper surfaces on Betalactamase
Escherichia coli of extended spectrum, resistant Staphylococcus aureus methicillin and
Pseudomonas aeruginosa multidrogoresistente isolated from infectious processes.
Method: Experimental research, design of contrasting hypothesis of increased stimulus.
Three strains were used for each bacterial species isolated from hospital infections, with
a time exposure (1, 5, 10, 20, 30 and 40 min) considering 3 replicates for each strain 324
experimental units were totaled. Results: The colony count after 10 minutes of exposure
to copper surfaces was zero in the three strains of Escherichia coli producing
betalactamase of extended spectrum. With multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa,
a similar elimination of initial 2-3x108 CFU bacteria was observed, in a time of
approximately 10 minutes, on the other hand, the elimination of the Methicillin heavy
duty Staphylococcus aureus after 20 minutes of Exhibition. Conclusions: Copper
surfaces have bactericidal effect on Escherichia coli producing betalactamase of extended
spectrum, Staphylococcus aureus resistant methicillin and multidrug Pseudomonas
aeruginosa, reducing the CFU/mL to 10.15 and 10 minutes.

Key words: bactericidal effect, copper, stainless steel, Escherichia coli, methicillin
resistant Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa.



I.  INTRODUCCION

Actualmente las infecciones intrahospitalarias son causa de morbimortalidad en
pacientes, los principales agentes asociados son Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (SAMR), Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa multirresistente
y Escherichia coli productora de BLEE (Palma et al., 2010); las infecciones por SAMR
estan asociados a hospitalizaciones prolongadas, mortalidad incrementada y costos de
tratamiento elevados. Se ha determinado que hasta el 50 % de hemocultivos son positivos
de SARM en varios hospitales de Lima (Garcia, 2012) y hasta el 75,6 % en los Hospitales

del Ministerio de Salud y ESSALUD. (Arce et al., 2012)

Asimismo, enterobacteriaceas como E. coli productoras de BLEE estan distribuidas
tanto a nivel de la comunidad como en hospitales en donde causan altas tasas de
mortalidad (Garcia 2012), en el Hospital Nacional Almanzor Aguinaga Asenjo se ha
identificado a esta bacteria en personas de edad avanzada (mayores de 60 afios) atendidos
en los diferentes servicios del hospital (Montoya et al., 2013), también se describe en el
Hospital Nacional Guillermo Almenara en el area hospitalaria que E. coli aislada posee
una tasa de produccion de BLEE del 55% siendo estos patdgenos altamente resistentes a

los antimicrobianos. (Adrianzén et al., 2013)

Es preocupante el perfil de resistencia de Pseudomonas aeruginosa en pacientes
hospitalizados ya que alrededor del 50% de los aislados son multirresistentes y un tercio
(35%) son panresistentes, mientras que, en aislamientos de Pseudomonas aeruginosa
obtenidos de hemocultivos de varios hospitales de Lima (Garcia et al ., 2012) , se encontro

que 59 % de las cepas eran multirresistentes (MDR), motivo por el cual es causa frecuente



de infecciones severas adquiridas en los hospitales como neumonia asociadas al

ventilador y bacteriemia (Montalvo et al., 2009)

Por lo mencionado anteriormente, se ha reportado cepas de microorganismos
resistentes a una variedad de antibiéticos, como es el caso de las bacterias Escherichia
coli betalactamasas de espectro extendido, Staphylococcus aureus meticilino resistente y
Pseudomonas aeruginosa multirresistente, las cuales frecuentemente se asocian a
diferentes infecciones clinicas que son vehiculizadas a través de fomites y equipos
(mascarilla, respiradores, catéteres, sondas). Lo que sugiere que el material transportable
mantiene la viabilidad de los microorganismos patdégenos. Cabe sefialar que esta
resistencia es causante de mayor mortalidad ademas de la elevacion en los costos de la

salud.

Las bacterias en mencion tienen como caracteristica comun su alta frecuencia de
aislamientos de infecciones y su resistencia a los diferentes antimicrobianos, a pesar de
ello no ha sido evaluada su inhibicion en superficies de cobre, aun cuando, a través de los
afios, cientificos han determinado que el cobre en cantidades muy pequerias, tiene el poder
de controlar una gran variedad de hongos, algas y microorganismos peligrosos
(Biohealth, 2009). El cobre es antimicrobiano en ambientes acuosos y humedos, diversas
investigaciones comprueban la actividad bactericida que tienen las superficies metalicas
de cobre y sus aleaciones, frente a una amplia gama de bacterias patdgenas para la salud

humana (Echeverria et al., 2010).

En el Peru existe evidencia donde comprobaron en dos hospitales de la Region

Lambayeque la actividad bactericida In vitro de las superficies de cobre frente a



Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa causantes de
infecciones intrahospitalarias (IIH), asi se determind la eliminacion total de dichas
bacterias en tiempos de 10,15 y 60 minutos (Neciosup et al., 2015). En otro estudio se
demostrd la misma actividad bactericida del cobre frente a bacterias multirresistentes
como Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus
asociados a infecciones intrahospitalarias en donde no se halld6 UFC después de los 40

minutos de exposicién (Ventura et al., 2016).

En relacion al acero inoxidable, es importante sefialar que en el Peru representa el
metal predominante en diferentes objetos que puede tener multiples aplicaciones
particularmente en la fabricacién de objetos hospitalarios, sin embargo, no se han
encontrado referencias relacionadas con el efecto inhibitorio sobre los patégenos, menos
aun efecto bactericida sobre cepas nativas hospitalarias comunes con un patron de

multirresistencia segun su especie.

Frente a todo lo expresado, se cuestiond ¢ Tienen efecto bactericida las superficies
de cobre y acero inoxidable sobre Escherichia coli productoras de betalactamasas de
espectro extendido, Staphylococcus aureus meticilino resistente y Pseudomonas
aeruginosa multirresistente asiladas de procesos infecciosos? Considerando que las
superficies de cobre y acero inoxidable tienen efecto bactericida sobre Escherichia coli
productoras de betalactamasas de espectro extendido, Staphylococcus aureus meticilino
resistente y Pseudomonas aeruginosa multirresistente aisladas de procesos infecciosos.,
se programé y ejecutd el presente estudio cuyo objetivo es, determinar el efecto

bactericida del cobre sobre bacterias patdgenas como Escherichia coli BLEE,



Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SAMR) y Pseudomonas aeruginosa

multirresistente.

Con la presente investigacion se amplia el conocimiento de la efectividad del cobre
en la inhibicion de bacterias causantes de infecciones intrahospitalarias, ademas
representa una propuesta de utilizacion de cobre en la elaboracion de algunos materiales
de uso hospitalario como pasa manos, perillas y camas lo que a su vez es beneficioso por
la disminucién de costos en relacion a otros metales utilizados frecuentemente en los

ambientes hospitalarios.



1. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes de la investigacion

Noyce et al., (2006), basado en un modelo indirecto determinaron la efectividad
bactericida de superficies de cobre y laton frente a 3 cepas de Staphylococcus aureus
MRSA, MRSA (NCTC 10442), EMRSA -1 (NCTC 11939) y EMRSA -16 (NCTC
13143) a concentraciones de 10’ UFC/ml, en comparacion con el acero inoxidable, en
varios periodos de tiempo, a temperaturas de 4°C y 22°C. Demostraron un efecto
antimicrobiano del cobre en MRSA, EMRSA -1y EMRSA 16 a 22°C donde se produjo
una reduccion significativa (p<0,05) después de 45, 60 y 90 minutos respectivamente.
Para el laton se logré reducciones en la viabilidad, aunque no en la misma medida que
el cobre puro, en particular a partir de 3 horas después para todas las cepas, el promedio
de UFC restantes para MRSA, EMRSA-1y EMRSA-16 eran de 333, 733 y 3,9 x 10°
UFC respectivamente, logrando una eliminacion completa después de 4,5 horas de
exposicion. Mientras que a 4°C se logro una destruccion completa en 6 horas. Mientras
que con el acero inoxidable se detectaron bacterias viables a 22°C hasta después de 72

horas con 6,2 x 10° UFC restantes en comparacion con 1,1 x 107 en el tiempo de inicio.

Methar et al., (2008), realizaron un estudio in vitro mucho méas amplio siguiendo el
modelo de Noyce para comprobar la actividad antimicrobiana del cobre y sus aleaciones
en comparacion con el acero inoxidable y cloruro de polivinilo (PVC) frente a patdgenos
nosocomiales y Mycobacterium tuberculosis. Comprobaron que el cobre y el laton
inhibieron totalmente a Acinetobacter baumannii en 180 minutos a temperatura ambiente;
se observo para Candida albicans y Klebsiella pneumoniae una reducciéon de 107
UFC/mL ademas fueron inhibidas totalmente en 60 minutos a temperaturas de 4°C y

25°C; Pseudomonas aeruginosa fue inhibida por el laton en 180 minutos y por el cobre



en 270 minutos mostrando una reduccion significativa de 10” UCF/mL con respecto al
indculo inicial, finalmente se probd en dos cepas diferentes de Mycobacterium
tuberculosis fueron eliminadas en 15 dias en superficie de cobre encontrdndose una
reduccion de 88% y 98% con respecto a las superficies de cloruro de polivinilo.

En nuestro pais, Neciosup et al., (2015) comprobaron el efecto germicida in vitro
de las superficies de cobre frente a patdgenos intrahospitalarios aislados de dos hospitales
de Chiclayo, utilizando como control laminas de acero inoxidable. Concluyeron que las
cepas de E. coli en un numero de 2 x10” UFC/mL fueron eliminadas entre 10 a 15 minutos,
P. aeruginosa mostrd resultados similares frente a la exposicion de superficies de cobre
con un indculo inicial de 2-3 x 108 UCF/mL en tan solo 10 minutos, todo lo contrario, en
S. aureus pues present6 una eliminacion lenta y gradual con lecturas de 6 x 10* UFC/ml

en 20 minutos, 1,1 x 103 UFC/ml en 45 minutos y una eliminacion total a los 60 minutos.

En el Hospital Regional de Lambayeque, Ventura et al., (2016), evaluaron la
actividad bactericida de superficies de cobre sobre bacterias multirresistentes asociadas a
infecciones intrahospitalarias, siendo las bacterias en estudio Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus (MRSA). Encontraron los autores que
A. baumannii permanecio viable hasta los 10 minutos con un recuento promedio de 0,11
x 10° UFC/mL, P. aeruginosa y S. aureus hasta los 20 minutos con conteos promedio de
0,11 x 10° UFC/mL y 1,22 x 10° UFC/mL respectivamente. Sin embargo, la eliminacion

total se presentd a los 40 minutos donde no se hall6 UFC en las superficies de cobre.

En Chile, utilizando un modelo diferente, determinaron la adherencia de bacterias
asociadas a infecciones intrahospitalarias frente a la capacidad bactericida de las

superficies de cobre y el acero inoxidable; cepas como Staphylococcus aureus resistente



a la meticilina (MRSA) observaron diferencias significativas en la adherencia a ldminas
de Cu y Ai, esta cepa se adhirio rapidamente en Ai y observaron un aumento progresivo
de hasta 1,0 x10” UFC/mL en el recuento final a las 48 horas. En cambio, en la superficie
de cobre no se detectd adherencia. En el caso de Klebsiella pneumoniae y Acinetobacter
baumannii no presentaron adherencia a las laminas de cobre durante 48 horas que dur6 la
evaluacion, en cambio se adhirieron de forma eficiente en el acero inoxidable a partir de
las 2 horas alcanzando a las 48 horas recuentos de 9,0 x 10* UFC/mL en Klebsiella
pneumoniae y en Acinetobacter baumannii hasta 1 x 10° UFC/mL. Todo lo contrario, en
Pseudomonas aeruginosa donde la adherencia fue en ambas superficies a partir de las 2
horas llegando a alcanzar recuentos de 1 x 10’ UFC/mL a las 48 horas en ambos tipos de

laminas. (Prado et al., 2013)

Empleando metodologia estandar y materiales descritos en una normal industrial
japonesa, JIS Z 2801, Mitchel et al., (2009), compararon las propiedades antimicrobianas
del cobre y la plata influenciadas por la temperatura y humedad relativa (HR) sobre
Staphylococcus aureus MRSA. Revelaron que los materiales de plata fueron eficaces en
la inhibicidn bacteriana en alta humedad 90% HR vy elevada temperatura ~35°C, pero no
mostraron una respuesta a niveles mas bajos de temperatura ~20°C y humedad 20% HR.
Sin embargo, el cobre es capaz de actuar en ambas condiciones de la prueba tanto en
~35°C con 90% HR y ~20°C con 20% HR mostrando una reduccion de 7log con respecto

al indculo inicial de 2 x 10 UFC/mL de forma eficaz.

Koseaglu et al., (2015) ejecutaron una investigacion para evaluar la actividad
antimicrobiana de tres metales Cu 99%, laton que contiene 63% de cobre y acero

inoxidable, este Gltimo como control frente a patdgenos nosocomiales resistentes a



multiples farmacos (MDR). Observaron que el Cu 99% mostré un efecto bactericida casi
desde el tiempo cero para Acinetobacter baumannii, mientras que para Staphylococcus
aureus (MRSA) y Pseudomonas aeruginosa el efecto se presentd en una y dos horas
respectivamente. El latén (Cu 63%) sélo mostrd efecto bactericida a las 24 horas en
Pseudomonas aeruginosa. Las superficies de acero inoxidable después de 6 horas
presentaron un efecto bacteriostatico sélo en cepas de P. aeruginosa.

La accion del cobre no es ajena a los procesos alimentarios ampliando su accién
frente a bacterias patdgenas, es asi que Faundez et al., (2004) probaron la actividad
antimicrobiana de las superficies de cobre en comparacion con el acero inoxidable y un
polimero sintético frente a suspensiones de 3 x 10° UFC/ml de Salmonella enterica y
Campylobacter jejuni expuestos a temperaturas de 25°C y 10°C. Obtuvieron resultados
significativos en superficies de cobre para Salmonella enterica mostrando una reduccion
de viabilidad a las 2 horas, la reduccion en UFC/mL fue de aproximadamente 2log, lo
suficiente para reducir el indculo inicial por debajo de la dosis infecciosa para este
patogeno. A las 4 horas, el efecto inhibidor fue notable presentando una disminucion de
4log y 6log con respecto al inoculo inicial (t=0) a 25°C y a las 8 horas la disminucién en
la concentracion de bacterias viables fue de aproximadamente 2log en comparacion al
inoculo inicial a una temperatura de 10°C. Mientras en Campylobacter jejuni a 25°C, la
disminucion de UFC/mL fue de aproximadamente 4log con 4 horas de exposicion; con 8
horas la reduccién fue aproximada 5log, alcanzando un UFC/mL por debajo de la dosis
infectiva. A 10 °C el efecto inhibidor fue menos intenso, con una disminucion en las
células viables de C. jejuni de aproximadamente 2log a las 8 horas de la exposicion a las
laminas de cobre, ambos conteos fueron mucho menor en comparacion con las superficies

control.



2.2. Base tedrica

Las Infecciones Intrahospitalarias (IIH) o también Infecciones Asociadas a
Atencién de Salud (IAAS), son enfermedades adquiridas por un paciente durante la
hospitalizacion, por lo general ocurren a las 48 o 72 horas despues del ingreso y 30 dias
después del alta hospitalaria. Por su alta frecuencia son un gran problema de salud
publica, expresado en morbilidad y mortalidad en pacientes hospitalizados, la carga que
imponen al personal sanitario y los sistemas de salud (MINSA 2014; OPS 2012). En
América Latina representan un serio problema debido a que la vigilancia es insuficiente

y por la resistencia de los microorganismos al tratamiento (Rodriguez et al., 2001).

En el afio 2016 por medio del Sistema de Vigilancia Epidemiolégica de
Infecciones Intrahospitalaria (SVEIIH) el Ministerio de Salud reporté para 290
establecimientos de salud a nivel nacional, 5970 IIH (Quispe et al., 2017). Entre los
patdgenos mas comunes se encontraron: Staphylococcus aureus, Enterococcus sp,
Candida sp, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter sp, Acinetobacter baumannii. (Hidron et al., 2007). En el Per0 la Direccion
General de Epidemiologia reportd en el afio 2000 que las bacterias mas comunes
encontradas en pacientes con IIH fueron E. coli, S. aureus, K. pneumoniae y P.

aeruginosa.

Frecuentemente, en el ambiente hospitalario los patdgenos son diseminados por
contacto directo de una persona infectada y un hospedero susceptible, e indirectamente
por superficies u objetos inanimados del hospital (Catafio et.al., 2012), un 20% a 40% ha
sido atribuido a las manos del personal de salud (Weber et. al., 2010). En relacion a los

objetos inanimados, éstos facilitan a los microorganismos la formacion biofilms que



perduran por largos periodos de tiempo (Prado et.al., 2013), potenciando su capacidad de
propagacion, esto y la resistencia antimicrobiana contribuyen al incremento de las I1H
(Neciosup et.al., 2015). Las medidas de contencidn para detener y reducir las tasas de
infecciones nosocomiales demandan una serie de gastos por parte del estado y solo se

reducen a menos de la mitad (MINSA 2009; Vargas 2008).

También es importante sefialar que por efecto de la presion selectiva de
antibidticos los patégenos han incrementado la resistencia (Madujar et al.,2012), con
presencia de cepas multidrogorresistentes (MDR) (Giamarellou et al.,2012), llegando a
presentarse en algunos casos clones panresistentes (Oliver 2009). Agregando su
capacidad de proliferacion y propagacién en superficies u objetos inanimados hacen que
estos patdgenos sean dificiles de tratar (Morgan et al.,2012). Asi existen Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (Moroney et al,.2007). Un estudio en hospitales de Lima
en el periodo 2008 - 2009 demostro que las cepas de S. aureus aisladas de hemocultivos

el 50% fueron resistentes a meticilina (Garcia 2012).

En los ultimos afios la resistencia a cefalosporinas por Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae se ha ido incrementando, siendo su principal mecanismo la
produccion de betalactamasas de aspecto extendido (BLEE) (Hawer et al.,2011; Martin
et al.,2010). Se ha reportado la presencia de cepas bacterianas aisladas de IIH de tracto
urinario del Hospital Regional Lambayeque de las cuales se confirmd la produccién de
BLEE en un 45,5%, donde el 85,7% pertenecia a E. coli y el 14,3% a K. pneumoniae

(Bustamante, 2017).
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Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter sp. son relacionadas frecuentemente a
bacteriemia y neumonia asociada al ventilador (Radice et al.,2011; Gonzales — Escalante
et al.,2013) P. aeruginosa es resistente a muchos antimicrobianos (Livermore 2002). Un
estudio realizado en varios hospitales de Lima de un total de 113 aislamientos de P.
aeruginosa obtenidos de hemocultivos. Se encontré que 59% de las cepas eran
multidrogoresitentes (MDR) definido como resistente al menos a tres de los siguientes
antimicrobianos: ciprofloxacina, imipenem, amikacina y ceftazidime. La resistencia a

piperacilina-tazobactam fue de 34,5 %. (Garcia et al.,2012).

El cobre es uno de los metales méas empleados por la humanidad a lo largo de la
historia esto se debe a sus propiedades fisicas y quimicas tales como su resistencia a la
corrosion, resistencia mecanica, durabilidad y conductividad eléctrica. Las propiedades
antimicrobianas se conocen hace buen tiempo, pero en los Gltimos arios, resurge el interés
debido al potencial para ser empleado en superficies de contacto e instrumentos del sector
salud (Grass et al.,2011). En el afio 2008 la American Environmental Agency (EPA)
nombra al cobre a partir del amplio rango de accion como el Unico metal con propiedades
antimicrobianas capaz de matar bacterias causantes de enfermedades, también la
aprobacidn de diferentes aleaciones como el laton y el bronce (EPA). Se han desarrollado

una serie de investigaciones a partir de esta propiedad en patdgenos causantes de I1H.

Los mecanismos involucrados en la actividad bactericida del cobre no estan
totalmente dilucidados. Un factor en la actividad antimicrobiana muy importante es la
capacidad para aceptar y ceder electrones en un proceso continuo. Estudios sugieren que
el cobre tiene un efecto toxico sobre las bacterias en concentraciones elevadas a causa de

la liberacidn de radicales de hidroperéxido (Gordon et al.,1994), probablemente los iones
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de cobre sustituyen iones esenciales para el metabolismo bacteriano, interrumpiendo en
un inicio con la funcién de la membrana celular y después distorsionando la sintesis
proteica a nivel del citoplasma, provocando la formacion de proteinas disfuncionales o
modificando la actividad de enzimas esenciales para el metabolismo bacteriano

(Rodriguez et al., 1993).

Ademas, se ha demostrado actividad antiviral del cobre en virus de suma
importancia médica, como el virus influenza A, en bajas concentraciones como 0,16 a 1,6
mM mediante la elaboracion de filtros con oxido de cobre disminuye el riesgo de
transmision a través de fluidos, siendo la inactivacion de enzimas para la replicacion viral
y dafio a nivel de envoltura fosfolipida los principales mecanismos implicados en la
actividad viral (Borkow et al.,2007; Sagripanti et al,.1996). En hongos indican la actividad
antifiingica del cobre mediante “muerte por contacto” que produce dafio en la membrana
citoplasmatica, facilitando la entrada de iones de cobre, provocando dafio y aumento del

estrés oxidativo en estas células (Quaranta et al., 2010).
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MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1. Materiales bioldgicos
El material bildgico estuvo representado por las cepas de Escherichia coli
productoras de betalactamasas de espectro extendido, Staphylococcus aureus
meticilino resistente y Pseudomonas aeruginosa multirresistente aisladas del

Hospital Regional de Lambayeque de procesos infecciosos.

3.1.2. Material metélico
El material metéalico estuvo constituido por cobre y acero inoxidable que se

obtuvieron comercialmente.

3.1.3. Poblacién y Muestra

La poblacion estuvo constituida por las cepas de Escherichia coli productoras de
betalactamasas de espectro extendido, Staphylococcus aureus meticilino resistente y
Pseudomonas aeruginosa multirresistente siendo aisladas de infecciones
hospitalarias del Hospital Regional de Lambayeque.

El tamafio de la muestra fue de 108, cifra que fue derivada de la interaccién entre las
tres especies bacterianas, tres cepas por especie enfrentadas a 6 tiempos de
exposicion (T1=1min, T2=5min, T3=10min, T4=20min, T5=30min, T6=40min) y
dos superficies (cobre y acero inoxidable) considerando 3 repeticiones por cada cepa,

se obtuvo un total de 324 unidades experimentales.
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3.2. Métodos
3.2.1. Variables de estudio
La variable independiente fue el efecto bactericida de superficies de cobre y acero
inoxidable y la variable dependiente fue la inhibicién de crecimiento de E. coli
productoras de betalactamasas de espectro extendido, S. aureus meticilino

resistente y P. aeruginosa multirresistente.

3.2.2. Tipo de estudio y disefio de contratacién de hipdtesis
El trabajo de investigacion fue de tipo experimental y para contrastar la hipétesis
se utilizd un disefio experimental clasico y un disefio experimental de estimulo

crecimiente (Alvites 2000).

3.2.3. Recoleccion de la muestra

Las cepas de E. coli productoras de betalactamasas de espectro extendido, S.
aureus meticilino resistente y P. eruginosa multirresistente, fueron aisladas de
infecciones hospitalarias y proporcionadas por el Hospital Regional de
Lambayeque. Posteriormente, las cepas se conservaron en viales con conteniendo

de agar TSA, sellados y almacenados en refrigeracion.

3.2.4. Determinacion del efecto bactericida de las superficies de cobre y
acero inoxidable sobre las cepas bacterianas

Para la actividad bactericida de las superficies de cobre se siguié el modelo

establecido por Noyce et al., 2006a, ya que este modelo permite variaciones y

modificaciones en cuanto a procedimientos, en este trabajo se modificaron los

tiempos de exposicion al metal y el volumen del in6culo bacteriano, ademas se
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afiadio el algodon humedo alrededor de las laminas y el conteo se realizo en placa.
Se respet6 el fundamento del modelo de Noyce et al., 2006a y se establecio la

metodologia que se describe a continuacion:

3.2.4.1. Preparacion del material metélico
En la preparacion del material metalico las I&minas de cobre y acero
inoxidable se obtenidas comercialmente, fueron cortadas del tamafio de 1
cm?, posteriormente fueron envueltas en papel y esterilizadas en la
autoclave. Luego de haberlas esterilizado se sumergieron en etanol para
ser flameadas hasta que se evaporice para evitar la formacién de 6xido. Se
utilizaron dos placas Petri acondicionadas, donde las ld&minas de acero
inoxidable fueron utilizadas como control. Para la experimentacion tanto
las laminas de cobre como de acero inoxidable fueron utilizadas para las

tres cepas y tuvieron un estudio por triplicado (Figura 1).

Figura 1. Laminas de cobre y acero inoxidable dentro de las placas acondicionadas.
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3.2.4.2. Preparacion de inoculos bacterianos

Los viales con las cepas bacterianas, se retiraron del refrigerador y
permanecieron a temperatura ambiente. Se transfirié una porcion de cada cepa
a 2 ml de caldo nutritivo, se incub6 a 37 °C por 16 horas y posteriormente se
sembr6 en agar nutritivo en placa petri e incub6 a 37 °C por 18 horas.
Confirmada la viabilidad de la cepa, se resembré en agar nutritivo en placa
petri e incub6 a 37 °C por 18 horas. El crecimiento resultante fue diluido en
agua destilada hasta alcanzar concentraciones aproximadas de 2 - 3 x 10’
microorganismos por mL comparandolo con tubo de Mc Farland N° 01

(Figura 2).

Figura 2. A: Suspensién bacteriana diluida en 2-3x 108 UFC. B: Comparacion de la
suspension bacteriana con el tubo de Mc Farland N° O1.

3.2.4.3. Preparacion de diluciones bacterianas

Se utilizaron tubos de vidrio esterilizados los que se marcaron con los
diferentes tiempos a analizar (T1=1min, T2=5min, T3=10min, T4=20min,
T5=30min, T6=40min) y luego se ordenaron en una gradilla. Para el acero
inoxidable se utilizé una fila de 3 tubos para cada tiempo, uno tuvo 9,99 mL

y los otros dos 9 mL de solucién salina esterilizada usada en el lavado de las

16



laminas con las concentraciones a diluir (1073, 10* y 107°) y para el cobre se
utilizaron una fila de 2 tubos para cada tiempo, un tuvo 9,99 mL y el otro 9
mL de solucién salina estéril para el lavado de las laminas con las

concentraciones a diluir (102 y 104).

TABLA 01. Diluciones bacterianas con un inoculo bacteriano de 10uL

SSF mL
9.99 mL 9mL 9mL
Inoculo bacterian
10uL 10’3 10 10°

3.2.4.4. Exposicion de los inéculos bacterianos sobre las superficies de

cobre y acero inoxidable.

Sobre cada lamina de cobre y acero inoxidable se deposité 10 ul de la suspensién
bacteriana que contuvo 2-3x 108 UFC (Figura 03 A). Cada inoculo fue esparcido
sobre cada metal con ayuda de una micropipeta (Figura 03 B). Las laminas
metalicas fueron incubadas a temperatura ambiente a diferentes tiempos de

exposicion (T1=1min, T2=5min, T3=10min, T4=20min, T5=30min, T6=40min).

3.2.4.5. Retiro y siembra de los indculos bacterianos procedentes de las

superficies de acero inoxidable y cobre.

Inmediatamente después de la inoculacion se retird cada lamina para ser lavada
dependiendo del tiempo de inoculacion. (Ti=1min, T>=5min, Tz=10min,
T4=20min, Ts=30min, Te=40min). Para retirar las bacterias de la superficie

metélica, cumplido cada tiempo de exposicion, se sumergio el metal con el
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indculo dentro del tubo estéril con 9,99 mL de solucion salina estéril se agito
levemente siendo esta la dilucion 1073, Se repitié el procedimiento para cada
tiempo y cada metal, teniendo en cuenta que para el acero inoxidable fueron 1073,
10*, 10° respectivamente y para el cobre, 102 y 10* (Figura 03 D).
Posteriormente, de la dilucién 10 del acero inoxidable y de la dilucion 10 del
cobre se sembrd en Agar Miueller Hinton e incubo a 37°C por 24 horas, esta

operacion se repitié por triplicado (Figura 03 E).

Figura 3. Procedimiento de exposicion de indculos bacterianos sobre las superficies de
cobre y acero inoxidable. A: Extraccion de 10 uL del indculo bacteriano. B:
Exposicion de los 10 uL de inoculo bacteriano. C: Lavado de las laminas de
acero inoxidable y cobre. D: Inoculacién de la altima dilucion de acero
inoxidable y cobre. E: Siembra del inoculo bacteriano en Agar Mueller
Hinton.
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3.2.5. Determinacion del efecto bactericida de las superficies de cobre y

acero inoxidable sobre las cepas bacterianas segun tiempo de exposicion

El tiempo necesario para que las superficies de acero inoxidable y cobre eliminen
a Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro extendido,
Staphylococcus aureus meticilino resistente y Pseudomonas aeruginosa
multirresistente se determind mediante el conteo de UFC provenientes de las

cepas sobrevivientes.

Exposicion del Diluciones Sembrado
acero inoxidable

—_—

Tiempo 5° T

Tiempo 10° — = =m5
I —
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3 Fs g
I
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|
I
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——

Tiempo 407
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]

Figura 4. Esquema para evaluar el efecto bactericida y tiemp¥d de exposicidon de las superficies
de cobre y acero inoxidable sobre la cepa bacteriana.
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3.2.6. Andlisis estadistico de Datos

El efecto bactericida fue evaluado mediante el anélisis de Varianza (ANAVA) del
disefio factorial 3x3x6x2 (3 especies bacterianas, 3 cepas, 6 tiempos de exposicion
y 2 metales), mediante el cual se determind de manera global si el efecto es
dependiente o0 no de las especies, cepas, tiempo de exposicion o metales.

El andlisis estadistico fue complementado con la Prueba de Comparaciones
Multiples de Tukey (0.05), a fin de determinar de manera especifica los factores

antes mencionados. Se utilizé el software estadistico SPSS Statistics v22.0.0.
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IV.  RESULTADOS

En el presente estudio se llegd a demostrar la actividad bactericida in vitro de las
superficies de acero inoxidable y cobre sobre Escherichia coli productoras de
betalactamasas de espectro extendido, Staphylococcus aureus meticilino resistente y
Pseudomonas aeruginosa multirresistente aisladas de procesos infecciosos obteniendo
diferencias relativas en cuanto a la sensibilidad para cada tipo de bacteria. En una

evidencia experimental todas las bacterias fueron eliminadas en menos de una hora.

Los resultados de la Tabla 02, muestran que el recuento de colonias después de
10 minutos de exposicion a superficies de cobre fue de cero en las tres cepas de
Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro extendido. Resultados
similares se mostraron en la exposicion de Pseudomonas aeruginosa multirresistente a
superficies de cobre, aqui se observo una eliminacion similar de bacterias iniciales 2-
3x108 UFC, en un tiempo aproximado de 10 minutos, por otro lado, Staphylococcus
aureus meticilino resistente no hubo crecimiento transcurrido los 10 minutos de
exposicion. La disminucién del numero de bacterias viables se redujo conforme
aumentaba el tiempo de exposicion. Asimismo, en la superficie metalica de acero
inoxidable utilizada como control, todas las bacterias en evaluacién permanecieron

viables después de su inoculacién y durante el tiempo de exposicidn de 40 minutos.
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Tabla 02. Promedio de UFC/mL de Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro
extendido, Staphylococcus aureus meticilino resistente y Pseudomonas aeruginosa
multirresistente expuestas al efecto bactericida in vitro de superficies de cobre y acero
inoxidable segln tiempo de exposicion.

Tiempo(Min) Promedio (UFC/mL)

E. coli S. aureus P. aeruginosa

Cu Al Cu Ai Cu Ai
1 451555 338111 437777 258333 289555 229888
5 45777 331555 114888 272666 30000 208444
10 0 275000 13666 252333 0 202222
20 0 300000 0 219666 0 194000
30 0 308666 0 209888 0 196000
40 0 264666 0 217777 0 161000

Cu: cobre Ai; acero inoxidable

Figura 05. Crecimiento de Escherichia coli productoras de betalactamasas en Mdueller Hinton
después de la exposicién a superficies de cobre. A.1 minuto, B.5 minutos, C. 10
minutos, D. 20 minutos, E. 30 minutos, F. 40 minutos.
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Figura 06. Crecimiento de Staphylococcus aureus meticilino resistente en Mdeller Hinton
después de la exposicion a superficies de cobre. A. 1 minuto, B. 5 minutos, C. 10
minutos, D. 20 minutos, E. 30 minutos, F. 40 minutos.

Figura 07. Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa multirresistente en Mueller Hinton después
de la exposicion a superficies de cobre. A. 1 minuto, B. 5 minutos, C. 10 minutos,
D. 20 minutos, E. 30 minutos, F. 40 minutos.
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El ANAVA (Tabla 03) mostrd diferencias significativas entre los promedios de
las variables e interacciones de bacteria, metal y tiempo; tomando en cuenta el valor de
“P”, que siendo menor que 0.05 se rechazo la hipotesis nula (Ho), en el caso de las
interacciones su valor de “P” es menor de 0.05, habiendo 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 (Escherichia coli,

Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa ) al contacto con superficies de cobre.

Tabla 03. Andlisis de varianza del efecto bactericida de superficies de cobre y acero inoxidable
sobre Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro extendido,
Staphylococcus aureus meticilino resistente 'y Pseudomonas aeruginosa
multirresistente.

Hipdtesis
Bacteria: Ho: Cgy = Csa =Cera)
Metal: Ho: Mecy = Mai

Tiempos:Ho. Ti= T, = T3 = Ta = Ts = Ts
Interacciones: Ho: No existe diferencias significativas entre las interacciones

Factores Ss df ms f p
Bacteria 674924 8 84365 178,16 0,00
Metal 2301291 1 2301291 4859,92 0,00
Tiempo 1949906 5 389981 823,57 0,00
Especie*metal 403416 8 50427 106,49 0,00
Especie*tiempo 246338 40 6158 13,01 0,00
Metal*tiempo 1431315 5 286263 604,54 0,00
Especie*metal*tiempo 323320 40 8083 17,07 0,00
Error 102281 216 474
ss: Suma de cuadrados df: grados de libertad ms: cuadrados medios

Los resultados de exposicion bacteriana a ldminas de cobre y acero inoxidable
como control, fueron sometidos a la prueba discriminatoria de Tukey en donde se
encontrd diferencias significativas, determinandose que solo las superficies de cobre

influyeron sobre el crecimiento bacteriano de Escherichia coli productoras de
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betalactamasas de espectro extendido, Staphylococcus aureus meticilino resistente y
Pseudomonas aeruginosa multirresistente.

Tabla 04: Prueba de significacion de Tukey (0.05) para la accion bactericida de superficies de
cobre sobre Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro extendido,
Staphylococcus aureus meticilino resistente 'y Pseudomonas aeruginosa
multirresistente, segun el metal.

Metal Ufc/mL 1 2
Cu 76,4567 falalail
A.l 245,0123 ke

****. Diferencias significativas en la accion bastecida para ambos metales.

Las cepas bacterianas evaluadas son diferentes en cuanto a su sensibilidad frente
a las superficies de cobre. En la Tabla 05 se evidencia que la cepa bacteriana con mayor
formacién de unidades formadoras de colonias es el Staphylococcus aureus meticilino
resistente en comparacion con Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro
extendido y Pseudomonas aeruginosa multirresistente por grupos separados, indicando
que el efecto del cobre fue distinto para cada cepa bacteriana. Asi mismo la cepa 2 de
Pseudomonas aeruginosa multirresistente resulto ser la méas afectada por accion del cobre
en relacion a las demas cepas.
Tabla 05. Prueba de significacion de Tukey (0.05) de la accion bactericida de
superficies de cobre sobre E. coli productoras de betalactamasas de espectro

extendido, S. aureus meticilino resistente y P. aeruginosa multirresistente,
segun la cepa bacteriana.

Cepa Ufc/mL 1 2 3 4 5
P aeruginosa 2 90,7256 kool
P aeruginosa 3 99,7533 kool
S aureus3 116,9469 Fookkk
E coli 1 158,1144 Fkkk
S aureus?2 163,5581 Fxkk
P aeruginosa 1 185,5311 kol
Ecoli 3 205,0589 iolakolel
E coli 2 208,1700 folakolel
S aureusl 218,7525 folokalel
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Respecto al factor tiempo se demostré estadisticamente que el crecimiento
bacteriano de Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro extendido,
Staphylococcus aureus meticilino resistente y Pseudomonas aeruginosa multirresistente
fue disminuyendo significativamente cuando se incrementd el tiempo de exposicion a
superficie de cobre (Tabla 06). La actividad bactericida de las superficies de cobre fue
mayor conforme aumentaba el tiempo de exposicion asi se pudo observar la diminucion
de unidades formadoras de colonias en los primero 5 minutos (T1y T2), en comparacion
con el tiempo (Ts3) a los 10 minutos en el caso de Staphylococcus aureus meticilino
resistente tubo una disminucion lenta, mientras que las cepas bacterianas Escherichia coli
productoras de betalactamasas de espectro extendido y Pseudomonas aeruginosa

multirresistente no mostraron crecimiento en los tiempos (T3, T4,Ts Yy Ts).

Tabla 06. Prueba de significacidn de Tukey para la accion bactericida de superficies de cobre
sobre E. coli productoras de betalactamasas de espectro extendido, S. aureus
meticilino resistente y P. aeruginosa multirresistente, segun tiempo de exposicion.

Tiempos Minutos Ufc/mL 1 2 3 4
Te 40 107,2457 iaiaieied
T4 20 118,9494 Fhkk kkkk
Ts 30 119,0976 Fhkk kkkk
T3 10 123,8737 falnieiel
T 5 166,0370 faiaioiel
T1 1 329,2037 Fokkk
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V. DISCUSION

En la presente investigacion se demostro la actividad bactericida in vitro de las
superficies de cobre tanto para Escherichia coli productora de betalactamasa de espectro
extendido (BLLE), como para Staphylococcus aureus metacilino resistente (MRSA) y
Pseudomonas aeruginosa multirresistente aislados de procesos infecciosos, esto en
comparacion con el efecto del material més utilizado en el sector salud, es decir el acero
inoxidable; que destaca por ser un material resistente a altas temperaturas, facil limpieza
y baja corrosion (Kramer et al., 2006). Revelando que estas superficies de cobre son de
utilidad para reducir la adherencia y replicacion de bacterias patdgenas en el ambiente

hospitalario (Page et al., 2009).

Contribuye con lo mencionado estudios en la practica clinica como el ejecutado
en Sudéfrica por Marais et al, (2010) quienes probaron la eficacia del cobre comparando
dos ambientes de consulta; el primero implementado con laminas de cobre y el segundo
considerando como control superficies originales tales como madera, acero inoxidable y
ceramica, habiéndose demostrando tambien que, en relacion a los materiales estandar, las
superficies de cobre disminuyen en gran medida la carga microbiana. En tal sentido, los
resultados del presente estudio son coincidentes con el mencionado aun cuando el modelo
de éste fue un modelo in vitro. La explicacion seria la carga microbiana, la cual en los
ambientes hospitalarios es aproximadamente 6x10% (Oie et al., 2002) muy similar a la

carga bacteriana utilizada en este trabajo.

Se coincide con los estudios de Neciosup et al (2005), Methar et al 2008, Prado
et al 2013, Koseaglu et al 2015, Ventura et al (2016) y Kloseagu et al., 2016, quienes

demostraron la inhibicion de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa (MDR),
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Staphylococcus aureus (MRSA) y Acinetobacter baumannii por superficies de cobre, se
asume que el efecto es debido a que las superficies poseen mecanismos de accion
asignados que incluyen desnaturalizacion de acidos nucleicos, peroxidacion de la
membrana lipidica, alteracion e inhibicién de ensamble y actividad bioldgica de proteinas
y permeabilizacion de membrana (Borkow 2009). Debido a la rapidez con la que elimina
a los patdgenos se establecio el término “contact killing” (muerte por contacto) en el cual
el cobre es disuelto en concentraciones muy pequefias en forma de iones, estos al entrar
en contacto con la bacteria a través de la membrana celular, propicia un desbalance
osmético y la formacion de radicales libres que generan tension trayendo como resultado

una destruccion total de ADN y posterior muerte celular (Salgado et al., 2013).

Sin embargo es evidente que la actividad bactericida no es igual para todas las
especies, asi se determina que las cepas de Escherichia coli (BLEE) y Pseudomonas
aeruginosa multirresitente tienen menor tiempo de supervivencia que las cepas de
Staphylococcus aureus (MRSA), posiblemente se deba a la estructura de la pared celular
bacteriana; tanto E.coli como P. aeruginosa son bacterias gramnegativas en las cuales el
producto tiene la posibilidad de afectar tanto la membrana externa que forma parte de la
pared celular y la membrana citoplasmica por los mecanismos ya explicados.
Complementando, después que el producto dafia la pared el siguiente blanco es la
membrana citoplasmica cuyo efecto es muy perjudicial por ser una envoltura con
actividad biologica, dependiendo de ella la generacidn de energia, la nutricion, la division
celular entre otras; ampliando el dafo, el cobre también tendria efecto sobre los

componentes celulares citoplasmicos.
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En comparacion con algunas cepas de S. aureus es posible que siendo dicha
bacteria grampositiva, el mayor contenido de peptidoglucano que posee su pared celular
asi como la variabilidad en cantidad y clase de radicales como aminodacidos (L-alanina),
azucares (ramnosa, glucosa, galactosa), aminoazucares (N-acetil glucosamina) y otros
influird en el grado de dafio oxidativo de superficie del cobre sobre la cepa, esto en
concordancia con las observaciones de Neciosup et al., (2015), por tanto, se sugiere que
el efecto del cobre, tanto en bacterias gramnegativas como en bacterias grampositivas, es
dependiente principalmente de la pared celular ya que la estructura de la membrana
citoplasmatica en ambos tipos de bacterias es similar, consecuentemente se entiende las
afirmaciones de Santo et al.,(2011) respecto a que la membrana bacteriana no es un buen
indicador de dafio causado por el contacto con las superficies de cobre pues la bacterias

grampositivas y negativas responden de la misma forma.

En este estudio se inhibi¢ el crecimiento de las diferentes cepas de Escherichia
coli (BLEE), Pseudomonas aeruginosa multirrestente y Staphylocuccus aureus (MRSA)
en diferentes tiempos a los reportados por autores como Neciosup et al., (2015), Noyce
et al., (2006); Ventura et al., (2016); Michels et al. (2005); Methar et al., (2008) y Prado
et al. (2015). Esto probablemente se debe a la cantidad de indculo, asi en esta
investigacion se usé 10 ul de indculo a diferencia de los 20 ul empleados por Noyce et
al., (2006) y por Methar et al., (2008), al ser menor el inéculo se favorece que todos los
microorganismos estén en contacto directo con la superficie del metal, mientras que un
in6culo mayor facilitaria la formacion de gotas manteniendo algunas bacterias en

suspension en consecuencia evitaria el contacto entra la bacteria y el metal.
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También, puede explicarse en los modelos utilizados que favorecen la resistencia
del microorganismos como ocurre con el modelo de Prado et al. (2015) que al considerar
una fase liquida impide inicialmente el contacto directo entre metal y la bacteria, es decir
ésta se encuentra en suspension y no en contacto con el metal, esto favorece que bacterias
como Pseudomonas aueruginosa active su sistema de detoxificacion de iones cobre el
cual estimula el gen PA4778 CueR que impulsa la formacion de Biofilm el cual protege

a la bacteria (Joshua et al. 2009).

Otro aspecto influyente son los factores adicionales, en el presente trabajo se
trabajo a temperatura Optima de crecimiento de la mayoria de bacterias, es decir 37°C a
diferencia de Michels et al., (2009) cuya investigacion la realizé a temperaturas de 20 y
23 °C llegando a la conclusion que el efecto bactericida de los metales disminuye en
relacion inversamente proporcional a la temperatura, probablemente guarda relacion con
el crecimiento de la bacteria, ya que en esta fase las estructuras estan en formacion por

tanto el microorganismo es mas vulnerable (Faundez et al., 2004).

AUn con la influencia de los factores y con los modelos ensayados, el tipo de cepa
es muy influyente en el efecto bactericida del cobre tal y como ocurre con ciertas bacterias
gramnegativas que ante la exposicién al cobre han generado mecanismos de tolerancia
que implican procesos en el citoplasma y el espacio periplasmico como la detoxificacion
de las formas ionicas del cobre, incluyendo de bombas de expulsion, enzimas oxidativas
y presencia de ATPasas como transportadoras del gradiente de protones, que conllevan a
la disminucion de la toxicidad al alterar el estado de oxidacion de los iones de cobre

(Kappes et al. 2012)
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Es importante mencionar que el presente estudio ha demostrado el efecto
bactericida de superficies de cobre y acero inoxidable sobre Escherichia coli productoras
de betalactamasas de espectro extendido, Staphylococcus aureus meticilino resistente y
Pseudomonas aeruginosa multirresistente representando una opcion tanto para la
reduccion de infecciones intrahospitalarias como también reducir los costos al sistema de
salud. Y por ultimo se podria afirmar la seguridad del cobre en las personas esto debido
a la baja sensibilidad que tiene el tejido humano al cobre, todo lo contrario, en los

microorganismos los cuéles son mucho més sensibles (Borkow 2005)
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VI. CONCLUSIONES

e Las superficies de cobre tienen efecto bactericida sobre Escherichia coli productoras
de betalactamasas de espectro extendido, Staphylococcus aureus meticilino resistente

y Pseudomonas aeruginosa multirresistente.

e E| efecto inhibitorio de la superficie de cobre sobre las bacterias probadas,
estadisticamente es dependiente de la cepa bacteriana y el tiempo de exposicién,
siendo en este caso directamente proporcional en comparacién a la superficie de acero

inoxidable que no presento cambios significativos.
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VII.

RECOMENDACIONES

Ejecutar investigaciones que permitan determinar el efecto bactericida in situ del cobre

sobre bacterias en ambientes hospitalarios

Realizar investigaciones con otros tipos de bacterias resistentes a antibi6ticos para

complementar esta investigacion.

Evaluar la probabilidad de reemplazar con cobre algunas superficies hospitalarias de

acero inoxidable como manijas de las puertas, pasamanos de pasillos, barandillas de

las camas, llaves de agua, mesas de alimentacion comprobando a la vez su eficacia.
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IX.  ANEXOS

Figura 8. Placas Petri acondicionas con algoddn humedecido utilizadas en la
experimentacion.

Figura 9. Laminas de acero inoxidable y de cobre flameadas con etanol.
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Figura 10. Antibiograma para Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro
extendido aislada de una ITU.
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Figura 11. Antibiograma para Pseudomonas aeruginosa multiresistente aislada de una herida
profunda.
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Figura 12. Antibiograma para Staphylococcus aureus meticilino resistente aislada de una herida
superficial.
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Figura 13. Diferencias del crecimiento bacteriano entre las lAminas de cobre en comparacion con
las laminas de acero inoxidable.
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ESPECIE; LS Means
Current effect: F(8, 216)=178.16, p=0.0000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Figura 14. Diferencia del crecimiento bacteriano de Escherichia coli productoras de

betalactamasas de espectro extendido, Staphylococcus aureus meticilino
Pseudomonas aeruginosa multirresistente.
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Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Figura 15. Diferencia del crecimiento bacteriano de Escherichia coli productoras de

betalactamasas de espectro extendido, Staphylococcus aureus meticilino

resistente y

Pseudomonas aeruginosa multirresistente como respuesta a su exposicion a las laminas de cobre

y acero inoxidable.
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TIEMPO; LS Means
Current effect: F(5, 216)=823.57, p=0.0000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Figura 16. Diferencia del crecimiento bacteriano en comparacion al tiempo.

ESPECIE*TIEMPO; LS Means
Current effect: F(40, 216)=13.006, p=0.0000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Figura 17. Crecimiento bacteriano de las 9 cepas, 3 Escherichia coli productoras de
betalactamasas de espectro extendido, 3 Staphylococcus aureus meticilino resistente y 3
Pseudomonas aeruginosa multirresistente.
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Figura 18. Bacterias de Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro extendido
viables después de los 40 minutos de exposicion a superficies de cobre y acero inoxidable.
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Figura 19. Bacterias Staphylococcus aureus meticilino resistente viables después de los 40
minutos de exposicion a superficies de cobre y acero inoxidable.
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Figura 20. Bacterias Pseudomonas aeruginosa multirresistente viables después de los 40 minutos

de exposicion a superficies de cobre y acero inoxidable.

Tabla 7. Valores de UFC/mL, teniendo en cuenta el tiempo de exposicion de las superficies de
cobre y acero inoxidable

METAL TIEMPO UFC 1 2 3 4 5 6
Cu 40 0,0000 ek
Cu 30 0,0000 ekl
Cu 20 0,0000 falakaiad
Cu 10 4,5622 ekl
Cu 5 61,1852 folaleal
Al 40 214,4815 falaiale
Al 20 237,8889 folalela
Al 30 238,1852 folalela
Al 10 243,1852 folakela
Al 1 265,4444 folakela
Al 5 270,8889 falalale
Cu 1 392,9630 falaiale
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Tabla 8. Valores de UFC/mL, teniendo en cuenta las cepas bacterianas de la exposicion de las
superficies de cobre y acero inoxidable.

CEPA METAL UFC 1 2 3 4 5 6 7 8 9
P. aeruginosa 2 Cu 32,6178  **F**

P. aeruginosa 3 Cu 33,6622  ****

E.colil Cu 68,9511 kekk

S. aureus? Cu 77,7828 Fkkx

E. coli 2 Cu 87,3956 FhAk ARk

P. aeruginosa 1 Cu 90,0622 Fkkk kkokek

E. coli 3 Cu 92,3400 Fkk dkkex

S. aureusl Cu 93,7272 Fkkk ek

S. aureus3 Cu 111,6717 Fhkx Kkkk

S. aureus3 Al 122,2222 Fhkx

P. aeruginosa 2 Al 148,8333 Hkkk

P. aeruginosa 3 Al 165,9444 Hokkk

E.colil Al 247,2778 falaaiad

S. aureus? Al 249,3333 Fkkk

P. aeruginosa 1 Al 281,0000 faisiaie

E. coli 3 Al 317,7778 falalelel

E. coli 2 Al 328,9444 falalel e
S. aureusl Al 343,7778 fakaiaie
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Tabla 9. Resultados de la exposicion de 3 cepas de Escherichia coli productoras de
betalactamasas de espectro extendido a laminas de cobre y acero inoxidable durante 40 minutos.

COBRE
REPETICIONES PROMEDIO Cu DS Ai
TIEMPO | CEPAS
R1 R2 R3
E.colil | 330000 | 337000 391000 352666
T1 E.coli2 | 514000 | 525000 452000 497000 85734,0375 338222
1min 451555
E.coli3 | 518000 | 506000 491000 505000
. 64000 68000 51000 61000
E.colil
12 E_ coli 2 23000 30000 29000 27333 457777 | 17063,24402 | 320444
5min '
E coli 3 63000 31000 53000 49000
E.colil 0 0 0 0
T3 E. coli 2 0 0 0 0 0 0 275000
10min
E.coli 3 0 0 0 0
E.colil 0 0 0 0
T4 E. coli 2 0 0 0 0 0 0 288888
20min
E.coli 3 0 0 0 0
E.colil 0 0 0 0
T5 E. coli 2 0 0 0 0 0 0 308666
30min
E.coli 3 0 0 0 0
E.colil 0 0 0 0
T6 E. coli 2 0 0 0 0 0 0 264666
40min
E.coli 3 0 0 0 0
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Tabla 10. Resultados de la exposicion de 3 cepas de Staphylococcus aureus meticilino resistente
a laminas de cobre y acero inoxidable durante 40 minutos.

COBRE
REPETICIONES PROMEDIO Cu DS Ai
TIEMPO CEPAS R1 R2 R3
S. aureus 1 351000 458000 473000 427333
T1 S. aureus 2 384000 | 357000 317000 352666 437777 90785,20968 | 269444
1min
S. aureus 3 528000 548000 | 524000 533333
S. aureus 1 130000 121000 | 114000 121666
T2 S. aureus 2 98000 111000 92000 100333 114888 12615,201 272666
5min
S. aureus 3 122000 130000 116000 122666
S. aureus 1 18000 12000 10000 13333
T3 S. aureus 2 12000 20000 9000 13666 13666 333,5001249 | 252333
10min
S. aureus 3 10000 17000 15000 14000
S. aureus 1 0 0 0 0
T4 S. aureus 2 0 0 0 0 0 0 219666
20min
S. aureus 3 0 0 0 0
S. aureus 1 0 0 0 0
T5 S. aureus 2 0 0 0 0 0 0 209888
30min
S. aureus 3 0 0 0 0
S. aureus 1 0 0 0 0
T6 S. aureus 2 0 0 0 0 0 0 217777
40min
S. aureus 3 0 0 0 0
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Tabla 11. Resultados de la exposicion de 3 cepas de Pseudomonas aeruginosa multirresistente a
laminas de cobre y acero inoxidable durante 40 minutos.

COBRE
REPETICIONES PROMEDIO Cu DS Ai
TIEMPO CEPAS
R1 R2 R3
P. aeruginosal | 568000 | 516000 | 528000 537333
T1 P. aeruginosa2 | 170000 | 185000 | 178000 177666 214917,3166 | 229888
1min
P.aeruginosa3 | 188000 | 159000 | 114000 153666 289555
: 2000 1000 6000 3000
P. aeruginosal
12 : 18000 | 24000 | 12000 18000 22888 22730,75417 | 208444
5min P. aeruginosa2
P.aeruginosa3 57000 | 45000 | 41000 47666
P. aeruginosal 0 0 0
T3 P. aeruginosa2 0 0 0 0 0 0 202222
10min
P.aeruginosa3 0 0 0 0
P. aeruginosal 0 0 0 0
T4 P. aeruginosa2 0 0 0 0 0 0 194000
20min
P.aeruginosa3 0 0 0 0
P. aeruginosal 0 0 0 0
TS P. aeruginosa2 0 0 0 0 0 0 196000
30min
P.aeruginosa3 0 0 0 0
P. aeruginosal 0 0 0 0
T6 P. aeruginosa2 0 0 0 0 0 0
40min 161000
P.aeruginosa3 0 0 0 0
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