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RESUMEN

Las infecciones hospitalarias son un problema para las instituciones de salud. La falta de agua
de calidad en los hospitales es una de las fuentes de dichas infecciones. El cobre posee
actividad bactericida, sin embargo esta no ha sido probada en condiciones similares a las
tuberias. Realizamos un estudio para determinar la actividad bactericida del cobre en
sistemas acuosos dinamicos. No se observd sobrevida bacteriana después de 2hrs de
contacto. El cobre puede ayudar a disminuir la carga bacteriana en el agua, pero se debe
considerar que se requiere un tiempo prolongado de contacto.
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INTRODUCCION

En la naturaleza existen distintos metales que presentan actividad antimicrobiana, como lo es el
cobre, la plata y el zinc (Ameer 2012). El cobre en altas concentraciones, induce inhibicion del
crecimiento bacteriano, esto debido a que los radicales hidroxilos y sus intermediarios causan su
destruccion mediante la peroxidacién de lipidos y de proteinas, destruyendo la membrana celular
de la bacteria, por lo que se pierde su contenido citoplasmatico, ademas de que se altera la estructura
del Acido Desoxirribonucleico (ADN), lo cual culmina en muerte celular. Por otra parte, los iones de
cobre inactivan proteinas al alterar los enlaces entre el hierro y el azufre (Fe-S), lo que implica la
sustitucién de iones esenciales ocasionando el bloqueo de grupos funcionales en enzimas (Falndez
2004, Noyce 2006, Espirito 2010, Grass 2011).

La prevencion de las Infecciones Asociadas a la Asistencia en Salud (IAAS) depende de multiples
intervenciones, una fundamental es la provision de agua de calidad en los hospitales. Contrario a lo
esperado del agua en las instituciones de atencién a la salud, se ha demostrado que el agua del grifo
puede ser una fuente de IAAS. Por lo tanto, aunque se realizan practicas de higiene de manos, una
ruta para la transmisién de estos organismos del agua al paciente es a través de las manos
higienizadas con agua que no cumple con los parametros de calidad (Macias 1999).

Una propuesta para disminuir la incidencia y prevalencia de IAAS es el uso de cobre en las tuberias
de distribucién de agua; esta demostrado que el cobre posee actividad antimicrobiana en superficies
secas Yy en soluciones acuosas, pero no existe evidencia clara acerca de su actividad antimicrobiana
en contacto con bacterias suspendidas en liquidos en movimiento por lo que se desconoce su
efectividad y tampoco existe evidencia acerca de esta actividad antimicrobiana contra patdogenos
causantes de IAAS suspendidos en liquidos en movimiento.

La introduccién del cobre a los sistemas de tuberias de agua en los hospitales es una medida
complementaria que puede ayudar a la eliminacion de bacterias en el agua que son potencialmente
agentes causales de IAAS.

METODOS Y MATERIALES

Estudio experimental, in vitro, cegado a la medicion, para determinar la sobrevida de bacterias de
importancia para el desarrollo de infecciones asociadas a la atencion en salud, en sistemas
dinamicos de agua desionizada, con interaccién con cantidades variables de cobre.

Por tratarse de un estudio experimental in vitro con cepas microbiologicas no se determiné tamafio
de la muestra, pues se trabajar4 por conveniencia con cepas aisladas intencionadamente en el
Laboratorio de microbiologia del Departamento de Medicina y Nutricion de la Universidad de
Guanajuato.
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CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Para el estudio se incluiran cepas de determinados microorganismos aislados de muestras biolégicas
de pacientes del Hospital General Regional de Ledn (HGRL) que son enviadas al Laboratorio de
Microbiologia, del Departamento de Medicina y Nutricién, perteneciente a la Universidad de
Guanajuato. Ademas se incluiran algunas cepas control del American Type Culture Collection
(ATCC) que han sido protegidas con glicerol y mantenidas a temperatura ambiente; las cepas control
son la segunda resiembra de la cepa original.

Los microorganismos a incluir seran: 1) Escherichia coli, (ATCC 700603); 2) E. coli productora de
betalactamasas de espectro extendido; 3) Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853); 4)
Staphylococcus aureus resistente a meticilina; 5) Enterococcus faecalis (ATCC 29212)

Se excluiran las cepas microbianas en cuyas placas de agar se encuentren mas de un tipo de
morfologia en las colonias, ya que esto sugiere contaminacion.

1.- Preparacion de suspensiones bacterianas.

Se prepara una solucion con agua desionizada, con la que se realiza una suspension directa de
colonias hasta lograr una turbidez de 0.5 unidades de Mc Farland (aproximadamente equivalente a
1.5 x108 Unidades Formadoras de Colonias por mililitro —UFC/mL-). Para asegurar una correcta
dispersion de las bacterias en el volumen, las muestras se agitan con un mezclador de voértice
(Vortex-Genie 2, Scientific Inductries, Inc.), durante 5 minutos.

De esta suspension se toman 100 pL con una pipeta para colocarlos en un tubo de ensaye y se
agregaran 9 900 pL de agua desionizada para obtener un volumen total de 10 mL con una dilucién
de 1:100; la muestra se volvera a colocar en mezclador de vértice durante 5 minutos. Esta
suspension se vierte en una probeta a la cual se le agregan 90 mL de agua desionizada para tener
una dilucién de 1:1000; con esta nueva diluciéon se pasara la suspension a un vaso de precipitado
de 250 mL para colocarla sobre un agitador magnético a 1000 revoluciones/ minuto durante 10
minutos. El volumen obtenido se divide en 4 alicuotas de 25 mililitros.

2.- Sistemas dinamicos de agua

La suspension se introduce en 4 cajas de Petri de cristal con un diametro de 16 cm, cada una de las
cuales contendra distinta cantidad de cobre medida en centimetros cuadrados (cm2). El cobre que
se utilizar4 se manejara a través de placas de 1 cm de alto por x longitud, ddndonos como resultado
x cm2 de cobre en cada sistema.

Control: sistema control que consiste en una caja de Petri con 25 mL de solucién.

Sistema 1: caja de Petri con 25 mL de solucién més 1 tira de cobre de 5 centimetros (cm) de largo
con un area de 10cm?2.

Sistema 2: caja de Petri con 25 mL de solucion més 1 tira de cobre de 10 centimetros (cm) de largo
con un area de 20cm?2.
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Sistema 3: caja de Petri, 25 mL de solucién y 1 tira de cobre de 15 cm de largo con un area de
30cm2.

Sistema 4: caja de Petri con 25 mL de solucion mas 1 tira de cobre de 25 cm de largo con un area
de 50cm2.

Estas cajas de Petri se colocan en un agitador rotatorio marca Felisa®, donde se mantienen las
soluciones en movimiento y se recolectaran muestras de 1 microlitro (uL) a los 0, 5, 15, 30, 60 y 120
minutos.

Para la limpieza de los sistemas, se hace un lavado con agua y jab6on de cada una de las cajas y
tiras de cobre, posteriormente son empaquetados para ser introducidos en un sistema de autoclave
por 20 minutos para su esterilizacion.

3.- Métodos microbiolégicos.

Las alicuotas de 1 pL tomadas de los sistemas se siembran en placas de agar sangre (BBL®,
Beckton-Dickinson®, México) de manera semicuantitativa y son incubadas en una estufa
microbiolégica (Yamato IC600) durante 24+4 horas a una temperatura de 35+1°C. Una vez terminada
la incubacién de las muestras se realiza el conteo de las UFC sobrevivientes y se vierten los datos
en la bitacora correspondiente.

4.- Niveles de Cobre y cuentas microbianas

Se generan 4 sistemas en los que la cantidad de cobre en relacion al agua sea similar a la de
nuestros sistemas de tal manera que se puedan manejar muestras de 250 mL de agua desionizada,
que se colocaran sobre el agitador rotatorio; se tomaran muestras de 250 mL de agua a los 0, 5, 15,
30, 60 y 120 minutos y se almacenaran en recipientes de plastico para posteriormente ser enviados
al Laboratorio Estatal de Salud Publica del estado de Guanajuato en donde se mediran niveles de
cobre de la muestra a los 120 minutos.

5.- Analisis de datos

Con los datos obtenidos se construiran las curvas de crecimiento para cada microrganismo,
utilizando la transformacién logaritmica de los datos y para cada una de las curvas, tomar 1 como la
unidad.

Las curvas de sobrevida se haran con el programa EXCEL de la suite informatica Office® de
Microsoft ® versién 2010. La determinaciéon de las diferencias entre las medias muestrales de
nuestros 4 sistemas se hara a través de la prueba Kruskal-Wallis dependiendo de la distribucion.
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RESULTADOS

A las 2 hrs de contacto con cobre existié un descenso en las UFC del 54% (rango
intercuartilico de 15-79%) en el control, del 75% (RIC: 59-100%) con 10 cm2 de superficie
de cobre, del 99% (RIC de 95-100%) con 20 cm2 de cobre y del 100% (RIC de 99-100%)
con 30 cm2 de cobre. A las dos horas de contacto se encontraron diferencias entre los
grupos (X=11.0; p=0.01), mediante pruebas post hoc se encontr6 que no habia
diferencias entre los sistemas con 20 y 30 cm2, mientras que el control era diferente de
los sistemas con cobre.
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Figura 1. Dispersion porcentual del crecimiento bacteriano a lo largo del tiempo.

CONCLUSIONES

Las bacterias en contacto con el cobre no presentaron sobrevida a las 2 hrs de contacto.
Consideramos que el cobre en las tuberias de distribucién de agua no sustituye a la cloracion del
agua, toda vez que se requiere de superficies amplias y tiempo suficiente de contacto con el metal;
sin embargo, consideramos que el disefio de sistemas purificadores de agua que contengan cobre
podrian ser coadyuvantes en el objetivo de conseguir agua de calidad dentro de los hospitales.
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