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RESUMEN

El cobre desde el 2008 es reconocido por la Agencia de Proteccion del
Medio Ambiente de los Estados Unidos, como un material que tiene
propiedades antimicrobianas siendo efectivo frente aEscherichia coli O157:H7
yStaphylococcus aureus, entre otros microorganismos. Aln no esta totalmente
dilucidado cual es elmecanismode su accion bactericida, pero se postulan 3
posibles mecanismos como son la formacion de radicales libres, la
despolarizacién de la membrana y la interaccion del cobre con el ADN.

Se realizaron pruebas con cobre frente a dos bacterias que se
encuentran principalmente en los alimentos, un Gram negativo,Escherichiacoliy
un Gram positivo,Staphylococcus aureus. Se evalud la Concentracion Minima
Inhibitoria y la Concentracién Minima Bactericida y posteriormente se determiné
la accion bactericida que presentan superficies tales como cobre (99,7%), acero
inoxidable y azulejos.

La Concentracién Minima Inhibitoria para Cu® fue de 0,5 M para E.coli y
0,1 M para S.aureusal usar una concentracion inicial de 10° UFC/mly de 0,3 M
para E.coliy 0,05MparaS.aureuspara un inéculo inicial de 10°UFC/m.

La Concentracién Minima Bactericida del Cu®* fue de 0,6 M para E.coli y
0,15 M para S.aureuspara una concentracion inicial de 10° UFC/ml y de 0,4 M
para E.coliy 0,1MparaS.aureuscon un cultivo inicial de 10°UFC/ml. Para Cu**y
Cu® no se obtuvo Concentracién Minima Inhibitoria ni Concentracién Minima
Bactericida.

Finalmente, el analisis del efecto bactericida en superficies dio como
resultado, que ambas bacterias se comportan igual frente a cobre a distintos
tiempos, produciéndose la primera reduccién luego de 30 min y posteriormente
un ciclo logaritmico cada 15 min. No se evidenci6 efecto bactericida en las otras
superficies ensayadas.

Por consiguiente, el cobre ejerce efectos biocida sobre estas dos cepas

dependiendo de la concentracidén de cobre y el tiempo de exposicién.



SUMMARY

Since 2008 copper has been recognized by the EPA (Environmental
Protection Agency), as an antimicrobial material, being effective against
Escherichia coli O157: H7, Staphylococcus aureus, and other microorganisms.
The mechanism of the bactericidal action from copper has not been completely
elucidated, it is believed in 3 possibleways of action: the formation of free
radicals, the membrane depolarization copper and the interaction with DNA.

Tests were conducted with copper against two bacteria found mainly in
foods, a Gram negative,Escherichia coli and a Gram positive,Staphylococcus
aureus. The Minimum Inhibitory Concentration and the Minimum Bactericidal
Concentration were evaluated and then a surface analysis in order to compare
the bactericidal effect of copper (99.7%), stainless steel and tile was performed.

The Minimum Inhibitory Concentrations for Cu?** was 0.5 M for E. coli and
0.1 M forS. aureususing an initial concentration of bacteria of 10°CFU/mI and
0.3 M forE. coliand 0.05 M for S. aureus with an initial concentration of 10* CFU
/ ml.

The Minimum Bactericidal Concentration of Cu®* was 0.6 M for E. coli
and 0.15 M forS. aureuswhen an initial concentration of bacteria of 10° CFU/m
was used and 0.4 M for E. coli and 0.1 M for S. aureus with an initial
concentration of 10° CFU/ml. For Cuand Cu'*neither Minimum Inhibitory
Concentration nor Minimum Bactericidal Concentration were obtained.

Finally, surface analysis gave as a result, that both bacteria have the
same behavior against copper at different times,decreasing a log cycle at 30 min
and every 15 minutes thereafter.No bactericidal effect was observed when
assaying the other 2 surfaces.

Therefore, copper exerts biocide effects on these two strains depending on

the copper concentration and exposure time.



1. INTRODUCCION

El cobre y el oro son los metales mas antiguos conocidos por el hombre y
fueron descubiertos en su forma original,ya que su color brillante los hizo
facilmente visibles (EuropeanCopperinstitute, 2013).

El uso del cobre se remonta a los origenes de la civilizacidon hace unos
10.000 afos, cuando en algun lugar del mundo el ser humano dej6é de depender
de las herramientas de piedra y comenz6 a usar un metal disponible en la
naturaleza, manipulable, ductil y con una resistencia hasta entonces
desconocida. El objeto de cobre méas antiguo encontrado por los arquedlogos
aparecio en el norte del territorio del actual Irak y corresponde a un pendiente
fabricado hacia el afio 8.700 antes de Cristo (AC) (Codelco, 2013).

Un texto médico egipcio, escrito entre 2600 y 2200 AC,describe la aplicacion
de cobre para esterilizar el agua potable y una herida en el pecho. Los antiguos
griegos de la era pre-cristiana de HipGcrates (400 AC), descubrieron el poder
desinfectante del cobre hace miles de afios, prescribiéndolo para enfermedades
pulmonares y para purificar el agua potable (Elguindi, 2011).

En la actualidad la produccién de cobre se ha multiplicado y expandido en
forma global, ampliando permanentemente sus usos, aleaciones y aplicaciones.
Es debido a ésto que hoy la comunidad cientifica estd mostrando interés y se
estd enfocando en las propiedades o aplicaciones del cobre en su uso como
agente biocida (Figueroa, 2013).

La Agencia de Proteccion Medioambiental de Estados Unidos
(EnvironmentalProtection Agency, EPA, por sus siglas en inglés), reconocio el
2008 las propiedades antimicrobianas del cobre, demostrando a través de
pruebas de laboratorio que a partir de dos horas de exposicion a este metal, se
lograba la destruccion del 99,9% de patdégenos tales como Escherichia coli
0O157:H7,Staphylococcus aureusresistente a la meticilina (MRSA, por sus
siglasen inglés), Staphylococcus aureus, Enterobacteraerogenes, vy
Pseudomonasaeruginosa (Antimicrobialcopper, 2012).



Unas de las posibles causas que afecta la supervivencia de estos patdégenos
frente al cobre es la conformacion estructural de las bacterias. Estas se
encuentran constituidas por una paredcelular presente en el exterior de la
membrana de la célula bacteriana siendo esencial para su supervivenciay que
estaconformadade polisacéaridos y péptidos constituyendo el peptidoglican. Las
bacterias Gram positivas poseen una pared celular gruesa que contiene
numerosas capas de peptidoglican. En contraste, las bacterias Gram negativas
tienen una pared relativamente delgada que consiste en unas pocas capas de
éste (Theivasanthi and Alagar, 2011).Se cree que estas diferencias
estructurales en la pared celular podrian ser una de las causas de muerte
bacteriana.

En lo que se refiere al uso del cobre como agente antibacteriano en
alimentos, se han realizado diversos estudios sobre la eficacia que tiene este
material para inhibir el crecimiento de microorganismos. Microorganismos
enteropatégenos como  Salmonella  Enteritidis y Campylobacter  jejuni,
frecuentemente causantes de infecciones intestinales asociados a la ingestiéon
decarnes, huevosy productoslacteos, son inhibidos al ponerse en contacto con
este metal (Faundez, 2004). Es debido a lo mencionado anteriormente que la
industria alimentaria esta en continuo proceso de investigacion para que estos
microorganismos sean reducidos a concentracionesque no causen dafio a la
salud(Mead et al. 1999).

Por consiguiente, el presente estudio tiene por finalidad aportar nuevos
antecedentes acerca del uso de este elemento como agente bactericida frente a
dos bacterias representativas presentes en la industria alimentaria, evaluando
su concentracion minima inhibitoria y concentracion maxima bactericida para
sus tres estados deoxidacion, ademas de determinar la cinética de muerte en

tres tipos de superficies.



2. MARCO TEORICO

2.1 Bacterias en alimentos

Entre los microorganismos que se encuentran en los alimentos, hay 14
patégenos de importancia segun el Food and DrugAdministration (FDA, 2014),
de los cuales 13 corresponden abacterias y unvirus. Estos son: Campylobacter
jejuni, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Escherichia coli
patogénica, Listeria monocytogenes, Novovirus (Virus del tipo Norwalk),
Salmonella Enteriditis, Salmonella Typhimurium, Shigella, Staphylococcus
aureus, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus y Yersinia

enterocolitica.

Para efectos del presente estudio, se seleccion6 de acuerdo a su
prevalencia en la industria de alimentos, a un Gram negativo, E. coli y a un

Gram positivo, S. aureus.

2.1.2 Escherichia coli

Escherichia coli es parte de la flora intestinal del hombre y de
losanimales de sangre caliente. Debido a su elevadapresencia en el intestino,
se utiliza como un indicador para detectar y cuantificar la contaminacién fecal
en la evaluacion de la inocuidad del agua y de los alimentos (FAO, 2015).

Presentaun rango de temperatura de crecimiento de 7°C a 46°C siendo
el 6ptimo entre 35°C y 40°C; un pH minimo de 4,4 (3,4 para el caso de E.
colienterohemorragica) y maximo del0, siendo su pH Optimo entre 6 y 7. Puede
ademasdesarrollarse con un minimo de actividad de agua de 0,95 (Elika, 2013).

Gran parte de las cepas de E. colino son patdgenas, sin embargo, hay
ciertos serotipos que provocan enfermedades diarreicas, en base a factores de
virulencia, mecanismos de patogenicidad, sindromes clinicos, y que se

diferencian de acuerdo a sus antigenos O y H(Doyle, 1997).
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Las cepas patdgenas que provocan estos trastornos intestinales son:

Vi.

EPEC (E. colienteropatégena): se relaciona principalmente con brotes en
jardines y en hospitales infantiles, pudiendo producir una diarrea grave.
(Romero, 2007).

ETEC (E. colienterotoxigénica): esta cepa es la causa principal de diarrea
infantil en paises desarrollados y frecuentemente responsable de la

diarrea del viajero. (Doyle, 1997; Romero, 2007).

EIEC (E. colienteroinvasora): tienen la capacidad de colonizar el colon,
especificamente el epitelio de la mucosa, produciendo necrosis focales
con desprendimiento de mucosa y lesiones sangrantes que se

manifiestan en las deposiciones. (Romero, 2007).

DAEC (E. coli de adherencia difusa): estas cepas producen una diarrea
leve, no elaboran toxinas termoestables o termolabiles o niveles
elevados de toxinas Shiga (Stxs), no poseen plasmidios del factor de
adherencia de EPEC. Se ha reportado en nifios de 1 a 5 afios, se
desconocen las razones de seleccién por edad y el modo de transmision.
Es la cepa menos estudiada incluso no esta completamente determinada

como una enfermedad humana (Cabello, 2002).

EAQQEC (E. coli enteroagregativa): se relaciona con diarrea constante en
bebes y nifios de gran cantidad de paises en vias de desarrollo. No tiene
un tratamiento optimo determinado (Cabello, 2002).

EHEC (E. colienterohemorragica): este tipo de cepas produce un cuadro

de diarrea con colitis hemorragica. El serotipo mas conocido es

11



E.coliO157:H7, siendo la transmisidn mas importante por alimentos o
agua y tolerando pH muy bajos, cercanos a 3,4. Las dosis infectivas son
bajas, se necesitan de 100 a 200 organismos para producir una
infeccion. El serotipo O157:H7 correspondeal 50% a 80 % de las EHEC,
mientras que el porcentaje restante se divide en mas de 50 serotipos,
siendo los mas comunes O26:H11, O103:H2, O111: NM y O113:H21. El
periodo de incubacion es de 1 a 8 dias y la enfermedad dura
aproximadamente 10 d, sin secuelas aparentes, pero puede llegar a
producir elSindrome Hemolitico Urémico (S.H.U.), afectando
principalmente al sistema inmune, produciendo hemolisis e insuficiencia
renal (Elika, 2013).

Otras cepas de E. colique no producen trastornos gastrointestinales, son:

E. coliUropatogénica: Residentes en la flora intestinal, infecta las vias urinarias
adhiriéndose y colonizando el periné y la uretra, migrando hacia las vias
urinarias donde desencadenan una respuesta inflamatoria en el urotelio. Afecta

principalmente a mujeres (Campbell, 2007).

E. coli causante de meningitis neonatal: Los factores predisponentes en las
infecciones neonatales son infecciones maternas intraparto, embarazo en
menos de 37 semanas, bajo peso al nacimiento y la rotura prolongada de
membranas. La galactosemia, la hipoxia fetal y la acidosis pueden ser también
factores de riesgo. Los neonatos con anomalias en el tubo digestivo o el del
aparato genital corren un riesgo mayor de infecciones por bacterias Gram
negativas. Los signos clinicos de la meningitis son fiebre, inestabilidad térmica,
anomalias en la frecuencia cardiaca, respiraciones ruidosas, apnea, irritabilidad,

vomitos, y diarrea.
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2.1.3 Staphylococcus aureus

Unas de las causas mas frecuentes de enfermedades alimentarias se
atribuyenaStaphylococcus aureus, el cual produce una o mas enterotoxinas que
ingresan al organismo por la ingesta de alimentos contaminados. En el ser
humano el microorganismose encuentra principalmente en mucosas, piel y
heridas (Doyle, 1997).

Son bacterias Gram positivas, esféricas, dependiendo de las condiciones
de cultivo sus diametros van desde los 0,5 puym hasta 1,5 pm. Son
microorganismos aerobios 0 anaerobios facultativos, inmoviles y no
esporulados, fermentadores de hidratos de carbono y toleran altas
concentraciones salinas(Negroni, 2009).

La especie principal y de mayor importancia del género Staphylococcus
es Staphylococcus aureus. Una de sus caracteristicas, que la diferencian de las
otras especies, es que produce la enzima coagulasaque causa la aglomeracion
y coagulacion de la fibrina, las otras especies son coagulasa negativa. La
coagulasa es una proteina capaz de coagular el plasma citrado u oxalatado,
con factores presentes en el suero.

Puede producir una variedad de enfermedades que afectan al aparato
respiratorio (sinusitis, otitis, faringitis y abscesos pulmonares pleurales); al
sistema nervioso (meningocefalitis); a las vias urinarias (cistitis, prostatitis,
nefritis); a los musculos esqueléticos (osteomielitis, artritis, miositis); al corazén
(endocarditis, miocarditis, periocarditis); a los tejidos blandos (celulitis,
fascitis,abscesos, miositis); a los ojos (conjuntivitis, foliculitis); al aparato
digestivo (enterocolitis, abscesos del higado, peritonitis) y ademas pueden
producir septicemia o shock endotoxico (Romero, 2007).

La temperatura minima, optima y maxima para la produccion de toxinas
de Staphylococcus aureus son 10°C, 40°C a 45°C y 48°C, respectivamente. El

pH minimo es 4,0, el éptimo es 7 a 8 y el maximo es 9,6. La actividad de agua

13



Optima es 0,98, y el rango para mantener la produccién de las toxinas es entre
0,85y 0,99 (Elika, 2013).

Entre los factores de patogenicidad de esta bacteria se
encuentran:Adhesinas;Coagulasa;Lipasas;Hialuronidasa;Estafiloquinasa;
Nucleasa;Toxina alfa 0 hemolisina;Toxina beta o esfingomielinasa;Toxina delta
o hemolisina delta;Toxina gamma o hemolisina gamma;Leucocidina;
Exfoliacina;Exotoxinas pirébgenas;ADNasa y B lactamasayEnterotoxinas de las
cuales se han identificado 7 (A, B, C4, C, D, E y F). Estas ultimas producen un
cuadro gastrointestinalal ser ingeridas a través de alimentos contaminados,
presentandosintomas después de 0,5 h a 6 h de consumido el alimento,
provocando nauseas, vomitos, diarrea y célicos (Romero, 2007).

El tratamiento para combatir esta bacteria es mediante antimicrobianos.
El antimicrobiano de primera seleccién es aquel que sea resistente a las
betaslactamasas, debido a que alrededor de un 50 % de estas bacterias son
productoras de ellas. La meticilina se utiliza como indicador de resistencia, ya
gue cepas meticilina resistentes son poco vulnerables a varios antimicrobianos.
Algunos de los antimicrobianos ocupados son dicloxacilina,cefalosporina de
primera generacion, vancomicina y teicoplanina (Romero, 2007).

14



2.2 Cobre

El cobre no es un metal abundante, pero se encuentra ampliamente
distribuido en los sulfuros, arseniuros, cloruros y carbonatos. El mineral mas
comun es la calcopirita, CuFeS; El cobre se extrae por combustién oxidativa y
fundicién, o por lixiviacion ayudada por microorganismos, seguida por
electrodeposicién a partir de soluciones de sulfato. Se utiliza en aleaciones
como el laton y es completamente miscible en oro. Se oxida facilmente de modo
muy superficial con aire himedo formandose a veces un recubrimiento verde de
hidroxicarbonato e hidroxosulfato(a partir del SO.de la atmésfera) (Cotton,
2001).

Las propiedades del cobre se pueden observar en la Tabla 1.

Tabla 1. Propiedades del Cobre

Simbolo Cu
Numero Atdmico (2) 29
Masa Atdmica (u) 63,546
Punto de Fusion (C9) 1085
Punto de Ebulliciéon (C2) 2570
Densidad (g/cm?) 8,92
Radio Atémico 128

Barajas ,2002

Dependiendo de su estado de oxidacion, el Cu puede presentarse como:

I. Cobre metélico: Tiene estado de oxidacion cero, siendo su configuracion
electrénica [Ar] 3d'%4s® reacciona con &cido sulfarico concentrado y
caliente y con acido nitrico a cualquier concentracién. En presencia de
aire el cobre reacciona con varios acidos diluidos y también puede ser
disuelto con NH3 acuoso(Housecroft, 2006). En condiciones fisiologicas,
como cuproenzimas, dos estados de oxidacion de cobre son accesibles,

la forma cuproso Cu (I) y la forma caprico Cu (I1).
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. Cobre (l): también denominadoCuproso, tiene una configuracion
d°debido a la pérdida de un electrén(Housecroft, 2006), siendo, por lo
tanto, diamagnético, al tener todos sus electrones apareados por las
lineas de flujo de un campo magnético externo (Stevenson, 2012). En
solucién acuosa solo pueden existir en equilibrio a concentraciones muy
bajas (menores a 10 M). Los Unicos compuestos cuprosos estables en
el agua son los muy insolubles, como el CuCl o CuCN. En general la vida
media del ion Cu (I) en agua es muy corta, menor a segundos (Cotton,
2001). Es muy inestable en agua en condiciones aerébicas, debido a su
propension a someterse a reacciones de desproporcidon(el cobre se oxida
y se reduce al mismo tiempo en una reaccion), produciendo Cu (ll) y
cobre metdlico, y debido también a la naturaleza insoluble del Cu (lI)dada
su baja energia de hidratacion. Se requiere condiciones anaerobicas
para que se mantenga como Cu (l) en solucién, y se debe tener un gran
cuidado para asegurar que el cobre presente en la solucién se mantenga

en forma cuproso (Stevenson, 2012).

lIl.  Cobre (Il): antiguamente llamadoCuprico. Tiene una configuracién d°
(Housecroft, 2006) por tanto es un ion paramagnético, siendo atraido por
las lineas de flujo de un campo magnético (Stevenson et al, 2012). La
mayoria de los compuestos de Cu (I) se oxidan con bastante facilidad a
Cu (II) (Cotton, 2001). EI Cu (ll) es mucho mas pequefio que el Cu () por
tanto, su entalpia de hidratacion es mucho mas grande permitiendo

atravesar mas facilmente membranas biolégicas.
La actividad redox del cobre lo hace un potente catalizador de reacciones

de tipo Fenton y Haber-Weiss, que conducen a la generacion de radicales

libres.
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Los potenciales redox de cada estado de oxidacion se ven en la Figural.

cu? + eT  «— Cu* FE=+0,15V
cu? + 2e’ <«—— Cu E’=+0,34V
Cu" + e’ <«— Cu E’=+0,52V

Figura 1: Estados de oxidacién del cobre.

2.2.1 Consumo de cobre en personas

Segunla Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de
Enfermedades ( Agency forToxicSubstances and DiseaseRegistry,ATSDR, por
sus siglas en inglés), del Departamento de Salud y Servicios Humanos de
EE.UU.,serecomienda una ingesta diaria (RecommendedDietaryAllowance,
RDA, por sus siglas en inglés) de 340 ug/dia de cobrepara nifios de 1 a 3 afios
de edad, 440 pg/dia para nifios de 4 a 8 afios de edad, 700 pg/dia para nifios
de 9 a 13 afios de edad, 890 ug/dia para nifios de 14 a 18 afos de edad y 900
pg/dia para adultos (ATSDR, 2004). El cobre una vez que cumple con los
requisitos nutricionales es liberado en la bilis para posteriormente ser excretado
en las heces (Borkow et al, 2005).

2.2.2 Presencia de cobre en agua potable

La fuente mas probable de exposicion al cobre es el agua potable,
especialmente el primer chorro de agua que sale de la llave en la mafana,
después de haber estado en las cafierias de cobre durante la noche.
Esconveniente, por lo tanto, dejar correr el agua por lo menos 15 seg. a 30 seg.
antes de usarla (ATSDR, 2004). La Agencia de Proteccion Ambiental de
Estados Unidos, determind que el agua potable no debe contener mas de 1,3
mg de cobre por litro (Borkowet al, 2005).
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2.2.3 Mecanismo de accion del cobre frente a bacterias

El cobre en bajas concentraciones es un micronutriente celular, pero en
elevadas concentraciones posee actividad citotdéxica (Kappes, 2012). Es un
elemento que puede adoptar distintos estados de reduccion, tanto oxidado
como Cu (Il) o en la forma reducida como Cu (l) y posee un elevado potencial
redox. Debido a esta propiedad, es que el cobre es denominado toxico para
microorganismos, ya que las transiciones entre Cu (Il) y Cu (l) de los iones
libres pueden dar lugar a la generacion de radicales superéxido e hidroxilo
(Marrero et al, 2009).

Los efectos toéxicos del cobre han sido poco estudiados, debido a que sus
efectos pleiotropicos tienden a confundir a los investigadores, por tanto, se hace
dificil conocer exactamente su mecanismo de accién. Por otra parte, el cobre
puede ser toxico tanto en solucion comoal estado soélido (Stevenson et al,
2012).

Existen diversas teorias de coémo el cobre actla en presencia de
bacterias, ya sea como agente inhibidor o bactericida. En lo que se refiere a
estos dos ultimos conceptos es necesario considerar las diferencias. Un agente
inhibidor detiene el crecimiento bacteriano, en cambio un agente bactericida
elimina completamente el microorganismo. En la actualidad no hay certeza de
cudles son los mecanismos de toxicidad del cobre, pero si esta claro que es un
metal antimicrobiano, el cual esta respaldado por la EPA,quien dio a conocer
que el cobre y sus aleaciones tienen poder biocida. Algunos principios
generales que alude la EPA sobre el cobre son evidentes: un mayor contenido
de cobre en aleaciones, temperaturas altas, y humedad relativa alta,
incrementan laeficiencia en la muerte de microorganismos. Por el contrario, los
tratamientos que bajan las tasas de corrosion, redujeron la eficacia
antimicrobiana de las superficies de cobre, como, por ejemplo, la aplicacién de
inhibidores de corrosion o una espesa capa de oOxido de cobre (Grasset al,
2011).
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Diversas investigaciones han confirmado que el cobre inhibe patégenos
tales comoStaphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) Clostridium
difficile,Escherichia coli, y Legionellapneumophila(Koniecznyet al, 2012).

Segun diversos estudios, cuando el microorganismo se encuentra en
ambientes conexceso de cobre, la toxicidad y ulterior muerte celular podria

deberse a mecanismos tales como:

2.2.3.1 Peroxidacién lipidica o formacién de radicales libres

Estudios previos han concluido que el objetivo principal de lassuperficies
de cobre es la membrana celular bacteriana, siendo el principal factor de muerte
la oxidacion de fosfolipidos, mediante reacciones redox (Hong et al, 2012).
Estas propiedades redox presentes en algunos metales, como es el caso del
cobre, pueden contribuir a la toxicidad de un gran namero de microorganismos
(Borkow et al, 2005). ElI cobre mediante un ciclo redox genera especies
reactivas de oxigeno, a través de reacciones de tipo Fenton. Para que se lleve a
cabo esta reaccion es necesario obtener peroxido de hidrégeno el cual se
sintetiza intracelularmente a través de la oxidacion de NADPH. Es asi como el
perdxido de hidrogeno interactia con el cobre para producir especies reactivas
de oxigeno (Reactive OxygenSpeciesROS, por su sigla en inglés) (Gailetal,
2006). Estas ROS, son subproductos radicales de la respiracion aerdébica,
siendo una parte importante del mecanismo de muerte que sufren
microorganismos expuestos a un estrés oxidativo o falta de equilibrio entre las
formas reactivas del oxigeno y la capacidad biologica de desintoxicacién de los
subproductos de las reacciones por exceso de cobre(Koniecznyet al, 2012),
pudiendo infligir directamente dafio a acidos nucleicos, proteinas, y lipidos
(Warneset al, 2011). Esto ha sido propuesto como un mecanismo clave de la
toxicidad del cobre, sin embargo, la evidencia para la generacién de ROS

catalizada por cobre in vivo es escasa (Stevenson et al, 2012).
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Las reacciones que participan en la formacion de especies reactivas de
oxigenose presentan en la Figura 2:

Cu*? - Cu” Reduccién del Metal
Cu* + 0, -+ Cu* + 0; Formacién del Superoxido
207 + 2H* - H,0, + 0, Formacién de H,0,
Cu® + H,0, - Cu*?* + HO" + OH™ Reaccién de Fenton
0;" + H,0, - HO +0H™ + 0, Reaccién Haber — Weiss

R—H + HO — H,0+ R Abstaccién Atomo de Hidrogeno

Figura 2. Reacciones para la formacion ROS (Dabrowiak, 2009)

El peréxido de hidrogeno es un reductor de 2 electrones de oxigeno y por
lo tanto, no es un verdadero radical pero tiene la capacidad de difundir a través
de las membranas celulares. Tiene una vida media prolongada enpresencia
desuperéxido (Warneset al, 2011), que en conjunto con el cobre comienzan con
la reaccion de Fenton induciendo al stress oxidativo, pudiendo dafiar la
membrana celular a través de lalipidoperoxidacion, principalmente por dafio a la
permeabilidad de la membrana y muerte celular (Gail et al, 2006).Los efectos
toxicos de los iones cobre aumenta en presencia de H,O, ya sea producida
enddgena o exdgenamente (Patikarnmonthonet al, 2010).

El electron desapareado del radical hidroxilo, altamente reactivo, es
capaz de causar dafio oxidativo a macromoléculas celulares. Reacciona con el
componente principal de las membranas plasmaticas, los fosfolipidos. Este
consiste en un grupo de cabeza polar (compuesta de glicerol, un grupo fosfato y
colina, etanolamina o serina) covalentemente unido a dos acidos grasos de
cadena larga que tipicamente varian en longitud de 14 a 20 4&tomos de carbono
y pudiendo contener una 0 mas insaturaciones. Los radicales hidroxilos (-OH)

formado por el Cu (I) que dependen de lareaccion de Fenton, como se describe

20



anteriormente, son capaces de conducir la peroxidacion no enzimatica de los
acidos grasos insaturados, iniciando de este modo una serie de reacciones que
dan como resultado grandes cambios estructurales en la bicapa de fosfolipido
conllevando a la pérdida de integridad de la membrana (Hong et al, 2012).

La peroxidacion lipidica no enzimatica es un proceso de tres pasos:
iniciacion, propagacion y terminacion. El radical hidroxilo producido por Cu () a
través de la reaccion de Fenton, inicia en la membrana la peroxidacion de
lipidos mediante la eliminacién de un hidrégeno de un grupo CH2- cerca del
doble enlace carbono de un &cido graso insaturado (reaccion a). Esto es
seguido por la reaccién con el oxigeno molecular y el reordenamiento molecular
para producir un lipido radical peroxilo (reaccién b), que, a su vez, es capaz de
eliminar otro hidrégeno a partir de un sitio cercano a un doble enlace insaturado
diferente. En la reaccion c, la etapa de propagacion, se produce
predominantemente en acidos grasos poliinsaturados (PUFAS), los cuales son
muy sensibles a la peroxidacion produciendo de este modo una reaccion en
cadena que amplifica la cantidad de la peroxidacion lipidica(Patikarnmonthonet
al, 2010). Lo citado anteriormente se ve expresado en las

reaccionespresentadas en la Figura 3.
LH+OH = L'+ H,0

L'+ 0, - LOO  Radical Peroxilo

LH+L00O - L'+ LOOH

Figura 3. Peroxidacion lipidica

La propagacion puede ser rescindida por una reaccion "chain-breaking” como:
0] la ruptura de LOO- a varios productos, incluyendo aldehidos,
(i) la reaccién de LOO- con un antioxidante para formar LOOH, o
(i) lareaccion de LOO- con otro radical (Hong Robert et al, 2012).
Estas alteraciones provocadas por la lipidoperoxidacionalteran las

propiedades fisicas de las membranas biologicas pudiendo provocar cambios
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notables en las actividades de muchas de las funciones esenciales en la
membrana,incluyendo transporte de proteinas, fagocitosis, y la permeabilidad
de iones. Las propiedades fisicas de una membrana se determinan en gran
medida por su composicion de lipidos, uno de cuyos factores importantes es el
grado de insaturacion de los 4cidos grasos. La composicion de acidos grasos
de la membrana microbiana es muy variable y estd influenciado por factores
ambientales e intrinsecos (Borkowet al, 2005).

La relacion entre la composicion de acidos grasos de la membrana
plasmatica y la toxicidad de cobre se estudio en S. cerevisiae. Se encontré que
el cobre induce permeabilizacion de la membrana plasmatica y la toxicidad de
las células se incrementd notablemente en células enriquecidas con acidos
grasos poliinsaturados (Grasset al, 2011). Por lo que hay una estrecha relacion

entre las instauraciones que tiene la membrana y la muerte bacteriana.

2.2.3.2 Despolarizacién de la membrana

Estudios han propuesto que la despolarizacion de la membrana
citoplasmatica es el objetivo principal para el efecto antimicrobiano del cobre
(Gorman et al, 2012). Esto alteraria el potencial eléctrico produciendo la salida
de iones potasio hacia el exterior. Como consecuencia de ello, se produce un
bloqueo de la sintesis proteica y de acidos nucleicos, provocando la muerte
bacteriana (Calvo et al, 2009; Espirito et al, 2010). En el cobre metalico la
manera de actuar seria a través de la formacién de Cu*?, provocando la
despolarizacién y formacién de ROS. La sintesis de Cu®* a partir de cobre

metalico se observa en la siguiente reaccion:
1 5
Cut S0, + H0 = Cu** + 20H"

Figura 4. Corrosion de cobre metalico para la formacién de Cu?*  (Merkel, 2002)

La corrosion del cobre mostrada en la reaccion de la Figura 4podria

afectar tantoa la membrana celular como a las proteinas.
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Se postula que aconcentraciones elevadas de Cu*?, el sitio inicial de
accion de este metal, seria la membrana celular, teniendo como efecto la
pérdida de la integridad. Esto se manifiesta en la fuga de solutos, tales como
iones potasio causando lesiones en la barrera de permeabilidad de la
membrana plasmatica ocasionando la muerte celular (Borkow et al, 2005).

Por otra parte, la atraccion electrostatica entreCu*’ylamembrana
plasmatica conducen a la reduccion de algunos iones (formacion Cu®),
pudiendo asi atravesarla. Esto debido a que los iones Cu’pueden moverse mas
facilmente por la bicapa lipidica uniéndose a proteinas y/o peroxidando lipidos
(Bogdanovicet al, 2014).

Las propiedades quimicas del cobre le permiten formar complejos con
ligandosexcepcionalmente estables. Esto da lugar a la posibilidad de que la
toxicidad pueda ser causada por uniones no especificas en exceso de iones de
cobre a proteinas (Espirito et al, 2011), desencadenando el agotamiento de los
grupos sulfhidrilo, encargados de dos funciones: estabilizar las proteinas para la
formacion de los puentes disulfuro y los mecanismos de desintoxicacién celular;
ademas uniéndose a cisteina, aminoacido enddégeno que se encuentra en
muchas proteinasinactivando funciones celulares esenciales (Koniecznyet al,
2012).La estabilidad del complejo de cobre hace dificil separarlo de la union con
la metaloproteina, por tanto, la funcionnormal se ve bloqueada (Stevenson et al,
2012).

Los mecanismos moleculares de la actividad antibacteriana resultan de la
estructura atomica del cobre, especialmente a partir de la estructura de su capa
electrénica externa, teniendo la capacidad de dar o recibir electrones
facilmente, lo que se ve expresado en alto potencial electroquimico
(Koniecznyet al, 2012).El potencial electroquimico de los iones de cobre libre
gue interactlan con las proteinas de las bacterias, resulta en la supresion de su
actividad proporcionando al cobre su caracter antibacteriano. Sin embargo, es

imperioso mencionar que el mecanismo antibacteriano es muy complejo y
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acontece, tanto en el interior de las células como en los espacios intercelulares
(Koniecznyet al, 2012).

Borkowet al (2005) reporta que la manera de actuar del cobre para
bacterias con diferente estructura de envoltura celular, una Gram positiva y otra
Gram negativa como lo son Streptococcuslactis y E. coli, respectivamente, seria
semejante. El objetivo de esta investigacion se bas6 en que la muerte celular y
la pérdida de la integridad estaban directamente relacionadas, sugiriendo que el
ion cobre podria estar relacionado con la pérdida de la integridad celular de las
bacterias, afectando la conductancia de los canales i6nicos, como también lo
reporta Marreroet al (2009). Por consiguiente, el cruce del cobre a través de la
membrana se produce por un estrés oxidativo afectando los canales ionicos
para luego dafar las enzimas vitales que desencadenan la muerte celular
(Maleket al, 2014).

Las enzimas que se ven afectadas por iones cobre corresponden al
grupo catalitico de las deshidratasas. Esta familia de enzimas tiene
representacion en el catabolismo central y las vias biosintéticas.Estudios
muestran que elO, y H,O, son lo suficientemente pequefios para invadir el sitio
activo, donde coordinan y oxidan el cluster hierro-azufre a una valencia
inestable. Es ese elsitio que el cobre tiene como objetivo principal, desplazando
los atomos de hierro cuando se coordinan con el tiolato o ligandos inorganicos
de azufre. La avidez extrema con la que lo hace, significa que los entornos
celulares que contienen estas enzimas no pueden tolerar incluso niveles
reducidos de cobre activo (Macomberet al, 2009).

En enzimas que contengan cisteina, el cobre en exceso, actuaria
uniéndose a los puentes disulfuros de proteinas que no requieren su presencia
para su funcionamiento, cambiando la conformacion y por consiguiente la
pérdida de su funcion, suscitando la muerte celular (Grasset al, 2011).

Probablemente esta unidon puede ser suficiente para la inactivaciéon de la
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enzima (Stevenson et al, 2012), la cual se ve expresada en la siguiente

reaccion:
SH S
Enzima + CUC'2 t o Enzima i Cu + FeRHCH
SH S
Enzima Enzima
activa inactiva
Figura 5. Unién de cobre a enzimas deshidratasas (Montoya et al, 2008)

2.2.3.3 Interaccion de iones cuprico con el ADN

El tercer mecanismo que genera muerte en bacterias es el que ocasiona
mayor controversia y discusion entre investigadores.

El quiebre de la molécula de ADN sugiere directa participacion de cobre
(1), luego del contacto del cobre con la membrana, que generaria afluencia de
iones desde el exterior hacia el interior de la célula desencadenando lesiones
en el ADN (Warneset al, 2011).

Hoy en dia est4 claro que Cu*? tiene una afinidad especifica por el ADN y
puede unirse y desordenar las estructuras helicoidales
porreticulacién(crosslinking) dentro y entre las hebras. Estudios cinéticos
demostraron que la doble hélice de ADN contiene al menos dos clases de sitios
de union para el cobre. Un sitio esta presente en cada cuatro nucleétidos y tiene
una alta afinidad por el cobre, el otro es un sitio de intercalacion para el cobre
gue esta presente en cada par de bases. Se ha demostrado que se unen
preferentemente a los pares G-C(Borkowet al, 2005).

Para que haya una degradacién de los acidos nucléicos es necesario que
en sitios especificos de union se origine la reaccibn de Fenton. Por

consiguiente, habrian repetidos ciclos redox que generarian una cantidad
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necesaria de radicales para causar dafios a los acidos nucléicos(Borkowet al,
2005).

La muerte por genotoxicidad, se deberia a una baja disponibilidad de
hierro y a altas concentraciones de H,O,lo que sugiere que los iones cobre
sélose convierten en disponibles en el entorno intracelular en ausencia de hierro
y bajo un severo estrés oxidativo. Mayor seria el mecanismo de destruccion si
se produjera la reduccion de la oxidasa a través de la adicion de NADH,
derivado de la reaccién de Cu™ con H,0,, mejorando el dafio del ADN a través
de un ciclo redox (Borkowet al, 2005).

Por tanto,lamuerte bacteriana, segun los datos anteriormente
mencionados apoyarian una actividad perjudicial del cobre sobre el ADN
gendmico (Weaveret al, 2010), sin embargo, no esta claro si esto generaria la
muerte inmediata de los microorganismos.

Segun Espirito Santo et al (2012),lagenotoxicidadno puede ser
responsable de la muerte de las células, sino mas bien apoya la teoria deque
una membrana citoplasmatica comprometida es la que conduce a la cesacién
de los procesos vitales. Por consiguiente, propone el modelo de que las
membranas se dafian en primera instancia, causando letalidad, seguido por la
oxidacion de proteinas y degradacion del ADN. Lo mismo es propuesto por
Warneset al(2011), quien hace referencia a que el cobre no tiene como objetivo
inicial el ADN, si no, en una ultima instancia, como un evento secundario una
vez muerta la célula.

En contraste, Weaveretal(2010) propone que la muerte celular ocurre
debido a un efecto en la respiracion y una pérdida de la integridad del ADN, sin
accion sobre la integridad de la membrana celular. Por tanto, numerosas
enzimas y complejos proteicos podrian ser objetivos inactivando la respiracion
celular en presencia de cobre. Espirito Santo et al, (2012) hace alusion a esta
investigacion sefialando que la respiracion es un proceso ligado a la membrana

citoplasmatica, siendo dificil asegurar que la inhibicién de la respiracion no le
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cause algun perjuicio, debido a que es dificil que el dafio observado devenga
solo de las proteinas respiratorias incrustadas en la membrana, pero no de la
propia membrana.

Probablemente la degradacién de ADN sea un evento secundario en la
muerte celular de bacterias, pero no deja de ser unode los mecanismos mas
importantes, méaxime cuando tiene directa relacion con la nula resistencia que

tienen las bacterias al cobre, principalmente por las siguientes razones:

0] elADN escompletamente degradadodespués de la muertecelular
evitandola transferencia entre los organismos que permite la

resistencia al cobre

(i) la eliminacibn esmuy rapida, y las célulasnose dividenenla

superficie de cobre lo que impidela adquisicion de resistencia, y

(i)  todavia no sehan reportado bacteriastotalmente resistentesal

contacto con cobre (GrassGregoret al, 2011; Gorman et al, 2012).

Por consiguiente, considerando los 3 mecanismos expuestos una gran
mayoria de investigadores concuerdan que la génesis del deceso celular
comienza en la membrana.

En laFigura 6 se pueden observar los mecanismos mencionados
anteriormente y a continuacién en la Figura 7 el orden de los sucesos desde

gue el cobre entra en contacto con la bacteria hasta la muerte celular
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a 6. Mecanismo de eliminacion bacteriana.

Figura 7. Orden de suceso que producen la muerte de la bacteria en presencia de
cobre. (Grasset al, 2011)

A. Liberacioén de iones cobre.

B. Ruptura de la membrana celular a causa del cobre y otros fenbmenos de
estrés como reacciones del tipo Fenton y corrosion, pérdida de la
integridad de la membrana.

C. Ingreso de cobre al interior de la célula

D. Cobre se une a las cadenas de ADN, degradandolas.
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2.2.4.Aplicaciones del cobre

La capacidad del cobre como un agente microbiano puede ser utilizada
en una amplia gama de aplicaciones, tales como superficies donde se esté en
constante contacto, area de preparacion de alimentos, ventilacion, calefaccion y

aire acondicionado, entre otras.

2.2.4.1 Area de contacto constante

En estos dltimos afios se ha informado que la principal fuente de
contagio de enfermedades causadas por microorganismos se debe al contacto
por contaminacion cruzada. Es debido a esto que el cobre tiene un papel
fundamental en evitar estos contagios debido a infecciones que pasan de una
persona a otra, ya que colocando este metal en lugares estratégicos pueden
llegar a evitar el traspaso de enfermedades. Ejemplos de los lugares
catalogados como de alto riesgo son hospitales en donde se encuentran las
barandas de las camas, equipos de uso continuo, muebles, manijas de las
puertas, interruptores de luz, etc.; escuelas, guarderias, aeropuertos, transporte
publico y todo lugar o superficie que sea propicio para la contaminacién
(Antimicrobialcopper, 2013)

2.2.4.2 Ventilacion, calefaccion y aire acondicionado.

Se cree que el 60% de las enfermedades que ocurren en un edificio se
debe a microorganismos que se encuentran en areas de ventilacion y que
pueden contaminar y propagar gérmenes a otras areas. Utilizando cobre en
estos conductos se puede evitar el traspaso de microorganismosmejorando la

calidad del aire que estos utilizan.
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2.2.4.3 Area de preparacion de alimentos

Las medidas en la preparacion de alimentos no siempre son demasiado
eficaces en la reduccion de la contaminacion por microorganismos. Es debido a
gue materiales o aleaciones de cobre en el procesamiento de alimentos solo
minimizarian el riesgo de infecciones. El cobre tiene capacidad biocida frente a
bacterias, virus y hongos tanto a temperatura ambiente como a temperatura de
refrigeracion, siendo mas eficaz su mecanismo en productos secos.

La industria alimentaria estdpermanentemente abocadaa la obtencion de
alimentos inocuos, por este motivo es que requierede preservantes que en
sinergia con cobre tenga un efecto controlador de microorganismos patégenos.
Un ejemplo de aditivos naturales es el acido lactico en combinacion con cobre.
Estudios demuestran que ambos ingredientes inhibirian sinérgicamente algunas
bacterias, como Salmonellay E. coli (Ecosea, 2014).

En superficies con mayor cantidad de cobre, E. coli O157, se ve inhibido
dependiendo del tiempo de exposicion y la concentracion de bacteria. Estudios
revelan que bacterias en concentraciones bajo 10° expuestas a cobre, son
eliminadas completamente(Ecosea, 2014).

El uso de cobre se ve limitado a la utilizacion de superficies de cobre,
debido a que, al usar productos liquidos o so6lidos como polvos, se esta muy al
limite, pudiendo originar contaminacion quimica. De todas maneras, el objetivo
principal es evitar la contaminacién cruzada, producida mayormente por
contacto con productos crudos o bien, alimentos contaminados.

En la siguiente Figura se observa aplicaciones del cobre en distintas

actividades.
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO

% El cobre permite el control de la contaminacion microbiana.

3.1 Objetivo general
Determinar elefecto bactericidadel cobre sobre cepas representativas

presentes en la industria alimentaria

3.2 Objetivos especificos

a) Evaluar el efecto del cobre en tres estados de oxidacién (Cu®, Cu™ vy
Cu*®) determinando la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y la

Concentracion Minima Bactericida (CMB)frente a E. coliy S. aureus.

b) Determinar la cinética de muerte de ambas bacterias endiferentes

superficies.
4. DESARROLLO EXPERIMENTAL
4.1 Lugar de ensayo
El estudio fue realizado en el Laboratorio de Microbiologia Aplicada del

Departamento de Ciencia de los Alimentos y Tecnologia Quimica,de la Facultad

de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.
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4.2 Material y equipos

A.

Las cepas utilizadas en este estudio fueron cepas silvestres de

Escherichia coli y Staphylococcus aureus aisladas de alimentos.

Lasespecies deCobre ensayadas fueron:

- Sulfato de cobre(ll) pentahidratado para analisis.WINKLER
- Cloruro de cobre (I) para analisis. MERCK

- Lamina de Cobre 99,7%, (Cu®). MERCK

Superficies utilizadas:

- Azulejo

- Acero Inoxidable laminado AIST316 L.Sanitario, fabricado para

el uso en Industria alimentaria.
- Lamina de Cobre 99,7%. MERCK

. Equipos:

-Autoclave KSG Modelo KSG 112

-Estufa LABTECH Modelo LIB-300.

Medio de cultivos

-TSA: Triptona Soya Agar. OXOID CM0O131
-TSB: Triptona Soya Broth. OXOID CM0129

Medio de dilucion: agua peptonada al 0,1%.Peptone 3214.

MERCK

. Material de vidrio propio del Laboratorio de Microbiologia
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4.3 Disefio de trabajo

Microorganismos '

Inoculacidn l -

Distintas
concentraciones

Azulejo Acero
Inox.
‘ 1]

Determinacion de la
CMIy CMB

Determinacion de la

accion bactericida en el
tiempo

Figura 9. Diagrama disefio de trabajo
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4.4 Métodos

4.4.1 Método de dilucién en caldo

Se utiliz6 el método demacrodilucion adaptado por el Instituto de
Estandares Clinicos de Laboratorio (CLSI,Clinical and
LaboratoryStandardsinstitute) (2012). El in6culo para ambas cepas(E.coli y
S.aureus)se diluy6 hasta las concentraciones requeridas de andlisis (10° UFC y
10% UFC), tanto para realizar CMI y CMB, como para la cinética de muerte en
lasdistintas superficiesde acuerdo al procedimiento sefialado en la Figura 10. El

diluyente utilizadofueagua peptonada al 0,1%.

Cultivo de 24 h a 37°C

10° UFC/ml

Dilucién 10_1 10_2 10_3 10_6 10_7

Figura 10. Método de dilucion de bacterias
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4.4.1.1 Preparacion del antimicrobiano

Para la obtencion de las concentraciones minimas en la cual las
bacterias se inhibirian, se realizéun barrido a distintas concentraciones de
cobre, tanto para Cu®*, Cu* y Cu®. Una vez encontrada la concentracién donde
se observo inhibicion, seefectud el barrido entre esos puntos para encontrar el
valor preciso de inhibicion.

Los analisis de CMI y CMB se realizaron a dos concentraciones de
indculo, un alta y una baja(10° UFC/ml y 10?> UFC/ml), para simular distintas

cargas microbianas que pudiesen encontrarse a nivel de industria de alimentos.

4.4.1.1.1 Preparacion del Cu?*
Se utilizé sulfato de cobre pentahidratado, soluble en agua, color azul
intenso. Para obtener la CMI y CMB se realizé un barrido a distintas

concentraciones de sulfato de cobre mediante diluciones seriadas.

4.4.1.1.2 Preparacién del Cu'*

Se utilizé cloruro de cobre (l). Esta sal neutra es muy poco soluble,
ademas en medios aerdbicos es inestable pudiendo oxidarse a cobre (Il)
(Botanni, 2005). Se realizdé el mismo procedimiento utilizado en la preparacion
de Cu?" para obtener distintas concentraciones.Las concentraciones utilizadas
se basaron en la solubilidad del cloruro de cobre (I) en agua, la cual, segun

ficha técnica del proveedor, varia entre 0,01 mMy 1 mM.

4.4.1.1.3 Preparacién del Cu®

Para determinar la concentracion minima inhibitoria y bactericida, del
cobre metalico, se utilizodistintos cortes de alambre de cobre(filamentos de 8
cm de largo y 0,3 mm de diametro aprox.) y en otra experiencia pequefios
trozos de 1mm de largo aproximadamente, quese sumergieron en el medio de

cultivo con cada cepa.
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4.4.1.2 Concentracion minima inhibitoria

La concentracion minima inhibitoria se define como la concentracion
minima de antimicrobiano que inhibe el crecimiento bacteriano (Suarez, 2009).
En el método de macrodilucion se emple6 por cada combinacion
microorganismo/antimicrobiano una bateria de tubos. Se preparé una bateria de
tubos con 9 ml de TSB.

A cada tubo con TSBse agregaron distintas concentraciones de
antimicrobiano y 1 ml de inéculo. La serie de tubos se completé con uno de
control de medio de cultivo sin antimicrobiano ni cepa bacteriana.

Los tubos se incubaron a 37°C durante 18 h a 20 h. Tras la
incubacion se procedi6 a la lectura de los resultados, observando el crecimiento
(turbidez) o no crecimiento (transparencia) del cultivo. La CMI se define como la
menor concentracion de antimicrobiano que a simple vista inhibe

completamente el crecimiento del microorganismo estudiado.

4.4.1.3 Concentracion minima bactericida
La CMB, se define como la concentracion minima de antimicrobiano

que puede producir la muerte bacteriana en un determinado tiempo y es igual o
ligeramente superior a la CMI (Suarez, 2009).

Se obtuvoa través del recuento en placa, de inéculos provenientes de los
tubos en que no se observoturbidez.

El nimero de colonias que crece, después de incubar durante 24 h a
37°C, se compara con el numero de UFC/ml del cultivo original. La minima
concentracion del agente antibacteriano que permite sobrevivir a menos del 0,1

% del indculo original es la concentracion minima bactericida.
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4.4.2 Cinética de muerte de ambas cepas en diferentes superficies

Se utiliz6 el método del hisopado, que es aplicable a superficies
regulares e irregulares.En este caso se usé una lamina de cada superficie
dividida en areas de 40 cm? para cada tiempo ensayado.

Se diluyé el cultivode ambas bacterias, hasta la concentracién inicial
requerida (10° UFC/40 cm? y 10? UFC/40 cm?)y se inoculé sobrelas distintas
superficies. Posteriormente a los tiempos de 0 min, 15 min, 30 min, 45 min y 60
min, se extrajo muestra mediante frotacion con una térula y se deposito ésta en
un tubo con 10 ml de diluyente. Luego utilizando una nueva térula se siguid
frotando a fin de obtener la mayor remocion de la muestra y se agreg6 al tubo
gue contenia la primera torula utilizada (ISPCH,2008). El tubo se agitd en
Vortex por un minuto, se efectuaron las diluciones decimales y se procedié a
sembrar en profundidad utilizando TSA.

Se incubo en estufa de 18 h a 20 h a 37°C para su posterior recuento.

Los resultados fueron expresados en UFC/cm? para cada tiempo.

4.4.3 Anélisis estadistico
Se utilizé el programa estadistico Statgraphics Centurion XV para
efectuar el andlisis de varianza multifactorial para los resultados de cinética de

muerte(Anexo 1).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Concentracion minima inhibitoria

Primero que todo, fue necesario realizar un barrido de concentraciones

para disminuir

rango de experimentacion y acotar

los andlisis.

Posteriormente, una vez encontrado el rango posible de CMI se procedi6 a usar

concentraciones especificas alrededor de los valores. A continuacion, se

muestran los resultados obtenidos para cada estado de oxidacion del cobre.

5.1.1 Cobre en su estado Cu*?

En la Tabla 2 se encuentra el rango de concentraciones utilizadas para

encontrar la CMI para ambas bacterias.

S. aureus(10°UFC/ml)

E.coli(10°UFC/ml)

S. aureus (10°UFC/ml

E.coli(10*°UFC/ml)

Concentraciones (M)

CMmI

cmi

CmI

CmI

0,9

0,8

0,7

0,65

0,6

0,55

0,5

(@)
g 1

0,45

0,4

0,3

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

0,02

4+ [+ |+ |+ |+ ]+

+ |+ |+ |+ ]+ |+

0,01

+

+

Tabla 2.

Concentraciones

de

Cu*utilizadas

concentraciones iniciales 10°UFC/ml'y 10 UFC/m

para determinar

laCMI

para
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El rango de concentraciones utilizado en primera instancia fue desde los
0,01 M a 0,9 M, datossombreados. Luego de observar la inhibicion se acorto el
rango en concentraciones masespecificas las cuales estan marcadas en las
tablas mediante bordes negros, el signo “+” indica que para esas
concentraciones hubo desarrollo bacteriano, en color amarillo se observa la
CMI. Para poder visualizar las diferencias entre cepas y entre concentraciones
de bacterias, de mejor manera, es que se realizo un gréafico, el cual se muestra

a continuacion.

E. coli; 0,5

E. coli; 0,3

W E. coli

CMI ( M)

B S. aureus
S. aureus; 0,1

S. aureus; 0,05

/

Log[UFC/ml]

Figura 11. Concentracién Minima Inhibitoria de Cu®*, para S. aureus y
E. coli, 10° UFC/ml y 10° UFC/m.

Segun Kappeset al. (2012) en sus estudios utilizando sulfato de cobre, la
concentraciéon minima inhibitoria de E. coli a concentraciones de 10* UFC fue de
6mM, cantidad muy baja en comparacion con las CMI obtenido en el presente
estudio, para ambas concentraciones de bacterias (10> UFC/ml y 10° UFC/ml).
Esta diferencia tan marcada puede deberse a que la cepa ocupada por
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Kappeset.al. (2012) eran del American Type Culture Collection (ATCC), por lo
cual son cepas puras certificadas ymantenidas en ambientes favorables para su
desarrollo, a diferencia de las cepas utilizadas en el presente estudio, las cuales
son silvestres, siendo mas resistentes a ambientes adversos. Por consiguiente,
la cepa ATCC requiere ciertos cuidados para mantener su estabilidad a
diferencia de las silvestres que son mas resistentes a todo tipo de condiciones
tanto fisicas como quimicas. Hong et al. (2012) tuvo valores muy cercanos a los
de Kappeset al. (2012), obteniendo una concentracién minima inhibitoria entre 4
a 5 mMde CuSO;, justificando en su investigacion que no hubo incremento en
los niveles de UFC, por inhibicion de enzimashidratasas via union cluster F-S,
por lo que el cobre seria bacteriostatico (Hong et al, 2012). Esta justificacion es
s6lo suposicién debido a que todavia no esta totalmente dilucidado cuél podria
ser el método de inhibicidon, ya que hay una gran cantidad de maneras de como
el cobre podria actuar frente a bacterias.

Para el caso de Staphylococcus aureus la CMI encontrada en otras
investigaciones también es baja, siendo 0,2 mM, ocupando sulfato de cobre
(Baker, 2010). Las razones de por qué es tan baja la concentracion obtenida
para el CMI en este Gram positivo son las mismas argumentadas en el péarrafo
anterior y que dicen referencia al uso de cepas de coleccion.

Para el caso de concentraciones bajas de bacterias no hay reportes,
debido a que si a concentraciones altas, el cobre actia como un inhibidor o
bactericida, a concentraciones bajas no habria problemas en ejercer su
toxicidad.

Otro cobre (II) ocupado en un gran numero de trabajoses el 6xido de
cobre, utilizado principalmente como nanoparticulas, esto debido a que tiene un
mayor efecto, en gran parte a su tamafio y a la razon superficie-volumen mayor,
que tienen las particulas micrométricas. Hay distintos métodos para la
obtencion de nanoparticulas, en este caso, se obtuvieron mediante un proceso

sonoquimico encontrandose una concentracion minima inhibitoria paraS.
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aureus de 0,03 M y para E. coli 0,06 M, con una concentracion inicial de
bacteria de 1x10’ UFC/mL (Ledn et al, 2011). Comparando estos resultados
con los de la Figura 11, se infiere una amplia diferencia entre concentraciones
de inhibicion, tanto para E colicomoparaS. aureus. Claramente las
nanoparticulas gracias a su tamafio ejercen un mayor efecto sobre las bacterias
pudiendo abarcar mayor superficie relativa para ejercer su toxicidad. Lo
mencionado anteriormente sumado al tipo de bacteria (silvestre) es lo que da

estas diferencias entre los datos experimentales y los datos bibliograficos.

5.1.2 Cobre en su estado Cu™*

Los analisis con cloruro de cobre (I), dieron como resultado que esta sal
no tiene incidencia sobre E. coli y S. aureus,por lo que no fue posible
determinar ni la CMInila CMB. En todas las concentraciones ensayadas, se
observé desarrollo del cultivo, después del periodo de incubacién

correspondiente, como se muestra en la Tabla 3.

S. aureus(10°UFC/ml) | E.coli(10°UFC/ml) | S. aureus (10°UFC/ml) | E.coli(10°UFC/ml)
Concentraciones (mM) CMI CMI CMI CMI
0,5 + + + +
0,4 + + + +
0,3 + + + +
0,2 + + + +
0,1 + + + +

Tabla 3. Concentraciones de Cu*' utilizadas para determinar la CMI para

concentraciones iniciales 10°UFC/ml y 10° UFC/ml

Segun Suarez et al. (2002), la primera interaccion que hay entre un metal
y una bacteria ocurre por atraccion electrostatica, entre los iones en solucion y
los grupos funcionales de la superficie microbiana. Probablemente la atraccion
gue tiene el Cu (ll) es més fuerte que el Cu (I) en primera instancia, fijandose en

la bacteria. Al adherirse se oxida a Cu (l) afectando el potencial transmembrana
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debilitindola y generando perforaciones (AntimicrobialCopper, 2012). A su vez
este Cu (I) también forma especies reactivas de oxigeno dafando la
integridadde la membrana. Todo esto a partir de Cu(ll), quizas el cobre (1) al no
ser atraido, no ingresa a la célula, quedandose en solucién sin poder adherirse
a la bacteria y por ende no puede formar ni radicales, ni cambios en el potencial
redox de las bacterias no pudiendo afectarla en forma negativa.

Pramaniket al. (2012) son los primeros en explorar la utilizacién de Cu**
como agente bactericida. Como se ha mencionado anteriormente el Cu*?es el
que tiene la propiedad de inhibir el crecimiento bacteriano, pero en esta
investigacidbn ocupan nanoparticulas de yoduros de cobre (I),como agente
bactericida, afirmando que la actividad toxica esta mediada por la generacién de
ROS vy dafios a la membrana bacteriana.La forma bivalente (Cu*?) genera un
potencial bajo siendo solubles y es mas facil que se incorpore a los
microorganismos, caso contrario con el Cu™. Sin embargo, en la investigacion
de Pramaniket al. (2012) ocupan nanoparticulas de Cu**, con una carga inicial
de 10" UFC,obteniendo CMI y CMB, resultados que se deben
fundamentalmente a que su tamaiio tiene la capacidad de abarcar una mayor
superficie bacteriana uniéndose a grupos amino, alterando la membrana vy
ejercer su toxicidad.El CMI fue de 5,25x10™M, tanto para E. coli como para S.
aureus y el CMB fue 7,87x10™* M para S. aureus y 5,77x10™ M para E. coli. Si
se compara con los CMIutilizando sulfato de cobre, estos ultimos siguen siendo
mucho mayores.

Ahora, si se comparan los resultados obtenidos entre Leon et al(2011),
que ocupa nanoparticulas de 6xido de cobre (1), y Pramaniket al. (2012), el cual
ocupa yoduro de cobre (I), se puede observar cierta discrepancia entre los
valores. Como se ha mencionado en varias oportunidades en esta investigacion
el Cu*?tiene un efecto comprobado como biocida, no asi el Cu™, el cual tiene
efectos en investigaciones recientes como biocida, pero como nanopatrticula. La

diferencia de resultados entre estos dos investigadores, en donde el Cu*™ es
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mas letal, puede deberse al tamafio de la nanoparticula ocupada. Pramaniket
al. (2012) ocupa un tamafio de nanoparticula promedio de 8 nm, en cambio,
Ledn et al(2011), tiene un tamafio de nanoparticula que va desde los 20 nm a
los 100nm. Estos tamafios podrian marcar la diferencia entre los resultados
obtenidos por estos dos investigadores y en el cual, como se ha mencionado
anteriormente, el tamafio de la nanoparticuladecobre seria una variable

fundamental para su efectividad.

5.1.3 Cobre en su estado Cu®

El estudio fue realizado mediante distintos gramajes de cobre cortados
en filamentos y también en trozos de 1mm, tal como se explica en la
metodologia, y colocados en un caldo de cultivo a concentraciones de 10°
UFC/mly 10 UFC/m.

Para obtener todas las variables que pudiesen interferir en la muerte de
las bacterias, es que se sometio a incubacién una bateria de tubos inoculados a
agitaciéon por 18 h, para ambos tipos de corte, y otro set de baterias se
mantuvieron sin agitacion.

La agitacion se debio principalmente a que se buscaba tener una mayor
superficie de contacto Cu/bacteria y sin agitacion, porgue en condiciones
normales un alimento contaminado no esta en constante movimiento con trozos
de cobre.

Los resultados debelaron que el cobre metdlico, introducidos en caldo de
cultivo, no destruye ni inhibe a ambas bacterias,debido principalmente a que la
superficie de contacto de las bacterias con el cobre y el volumen del cobre es
muy baja para ejercer su funcion toxica frente a estos 2 microorganismos, tanto
sin agitacion como en agitacion.

En referencia al cobre sometido a agitacién ocurrié un cambio quimico de
color, pasando de amarillo a verde, el cual se debi6a que al agitarse el cobre

entra en mayor contacto con el oxigeno y en sinergia con el agua, forman éxido
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de cobre que tifien el caldo en concentraciones en que no ejerce un efecto
biocida. (Appold, 2005)

Por tanto, el cobre metalico introducido dentro de un caldo cargado con
bacterias no tiene efectos inhibitorios o bactericidas debido a su razén de
area/volumen.

Més adelante, en la presente investigacion, sedemostrara que la razon
area/ volumen es sumamente importante, ya que, al inocularse una placa de
cobre de mayor superficie, los efectos fueron contrarios. La EPA y gran

cantidad de autores han comparado estos efectos empiricamente.

5.2 Concentracion minima bactericida

Al igual que en los andlisis de CMI, la Concentracion Minima Bactericida
se obtuvo solamente con Cu®* 'y no para Cu** y Cu’. A continuacién, en la
siguiente pagina, se muestran los resultados para la concentracion minima

bactericida de E. coliy E. aureus
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5.2.1 Cobre en su estado Cu*

S. aureus (10°UFC/ml)

E.coli(10°UFC/ml)

S. aureus (10°UFC/ml)

E.coli(10°UFC/ml)

Concentraciones (M)

CMVB

CmB

CMmB

CMB

0,9

0,8

0,7

0,65

0,6

0,55

0,5

0,45

0,4

CMB

0,3

0,25

+

0,2

+ |+ [+ |+ |+ |+ |+

+

0,15

0,1

0,05

0,02

+ |+ |+ |+

0,01

+

+

+ |+ [+ |+ |+

Tabla 4. Concentraciones de Cu*utilizadas para determinar la CMB para

concentraciones iniciales 10°UFC/mly 10° UFC/ml

La tabla muestra las CMB, las cuales como erade esperar estan por

sobre las CMI. Para poder visualizar y comparar mejor las concentraciones, se

realiz6 el grafico que se presenta a continuacion
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E. coli; 0,6

0,6
0,5 E. coli; 0,4

0,4 H E. coli

0,3

H's. aureus

S. aureus;0,15

CMB ( M)

0,2 S. aureus;0,1

0,1

Log [UFC/ml]

Figura 12. Concentracién Minima Bactericida de Cu?*, para S. aureus
y E. coli, en concentracién de10? UFC/ml y 10° UFC/m.

Hong et al., (2012) reporta que el sulfato de cobre actia destruyendo
niveles de 108 UFC de E.coli,aconcentraciones de 7 a 8 mM, concentraciones
muy bajas en relacion a los resultados de la Figura 12, siguiendo las mismas
tendencias de las concentraciones minima inhibitorias. Otras investigaciones
usan principalmente cobre como nanoparticulas para ver su actividad
bactericida.Lahaet al. (2014) obtiene nanoparticulas de Cu (Il) a partir de
acetato de cobre e hidroxido de sodio mediante calor para luego centrifugar el
precipitado y secar, obteniendo un polvo. Estas nanoparticulas se utilizaron
frente a dos Gram positivas (B. subtilisy M. luteus) y dos Gram negativas (E. coli
y P.vulgaris). Sus resultados demuestran queelcobre es mas efectivo frente a
Gram positivos que a Gram negativos, de la misma manera como se presenta
en los resultados de las Figuras 11y 12. EI CMB para E. coli fue de 1,5 mM y
para Gram positivas entre 1,1mM y 1,2mM (Lahaet al., 2014). En otra

investigacion usando nanoparticulas de cobre a partir de nitrato de cobre se
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obtuvo un CMB de 0,02mMpara S. aureus y 0,0lmMpara E.coli,
concentraciones muy bajas en comparacion a los resultadoscitados y graficados
en la presente investigacion. Ademas, las concentraciones utilizadas fueron
mayor en E. coli que S aureus, contrariamente a lo expuesto anteriormente,
justificando este resultado enque bacterias Gram negativas tienen una mayor
carga negativa, gracias a grupos carboxilos y fosfatos, siendo mas fuerte la
interaccion con cobre (Valodkaret al., 2012). Esto ultimo no estd del todo
comprobado, debido a que, las interacciones con la superficie de bacterias, son
diferentes entre Gram positivos y Gram negativos. Los sitios catiénicos de union
de Gram positivos son D- alanina (&cidoteicoico), los grupos aminos de los
azucares (glicano) y del acido diaminopimélico (porcion peptidica del
peptidoglicano), y para Gram negativos son los grupos fosforilos de los
lipopolisacéaridos y algunos grupos carboxilos del peptidoglicano, pero en menor
escala en comparacioén con Gram positivos. Por lo tanto, debido a su diferencia
de composicién estructural es que este Ultimo mencionado, tiene mayor
capacidad de unir especies metélicas (Suarez et al., 2002). Esta explicacion
concordaria con los resultados del presente estudio, en el cual se necesitd
menos cobre para poder inhibir y destruir una bacteria Gram positiva.

Esta menor cantidad de cobre paradestruiraS. aureus, no significa que el
cobre esté en bajas cantidades en la célula, por el contrario, para que tenga
estos efectos debe haber un exceso de cobre. Este exceso de cobre es la
primera razén de toxicidad en la célula, el cual es transportado al citoplasma
continuamente debido a que transportadores inespecificos son expresados
constitutivamente en estos niveles de estrés, generando una entrada que no
puede cerrarse (Marrero et al., 2010).

Seguidamente, tanto para E. coli como para S. aureus, la actividad

+

bactericida comienza con el paso de Cu*? a Cu *! para formar especies

reactivas de oxigeno y peroxido de hidrégeno en la superficie, dafiando la
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membrana celular, provocando mayor ingreso de cobre dentro de la célula
(Espirito et al, 2011; Hoshinoet al., 1999).

Otro factor que implicaria el dafio a bacterias es el grado de insaturacion.
A medida que haya mas insaturaciones en los acidos grasos, mayores son las
posibilidades que se produzcan oxidaciones y por ende, pérdida de la integridad
en bacterias (Hong et al., 2012). Los porcentajes de acidos grasos insaturados
enE. coli son: 2,59% de acido trans-oleico,acidocis-oleico 2,53% y 3% de acido
cis-linoleico. Para S. aureus el porcentaje de &cidos grasos insaturados
son:2,66 % acido trans-oleico y 1,8% acido cis-linoleico. E. coliposee una leve
mayoria de insaturaciones en comparaciéon a S. aureus, que al parecer es
exigua para marcar una diferencia, siendo, entonces, un conjunto de
mecanismos los que en sinergia influenciarian en la muerte celular

Por consiguiente, las insaturaciones pueden no ser un factor de
diferencia, entre E coli y S. aureus, pero si tiene un papel preponderante en la

inhibicion y muerte de bacterias.

5.3 Cinética de muerte en tres superficies: cobre, acero inoxidable y
azulejo

Las superficies de cobre cumplen una funcién bactericida dependiendo
del porcentaje de cobre (mayor a 55%) y del tiempo de exposicion (Grasset al,
2011). ElI mecanismo de muerte bacteriana es el mismo sefalado
anteriormente. Se cree que el proceso de muerte del cobre metélico es a través
de la liberacibn de iones los cuales inician el proceso de eliminaciéon de

microorganismos (Espirito et al., 2011).

5.3.1 Cinética de muerte con una elevada carga inicial de bacterias.
Las bacterias fueron inoculadas en superficies de 40 cm? con una carga
inicial de 10°UFC. Los resultados fueron expresados por cm?, por lo cual, la

conversion hace que la carga inicial aproximada sea de 10*°UFC/cm?, como se
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observa en los siguientes graficos en donde se analiza el comportamiento de

cada bacteria al ser expuesto a las 3 superficies.

S. aureus { Azulejo) S.aureus {Acero inoxidable) S.aureus {cobre)
6,0 -
50 - T
~ b = _:L
E _
5 =
S
o 4.0 -
=)
oo 30min
o
3,0 -
2,0 T T T T T =T
0] 10 20 30 40 50 60
Tiempo {min)

Figura 13: Cinética de muerte en superficies con una elevadacarga inicialde S.aureus

E. coli {(Cobre) E. coli (Azulejo) E. coli { Acero inoxidable)
6,0 -
& 5,0 - _
£ —_—
o e
S
o 40 -
=)
)
S 30 -
2,0 T T T T T 1
0] 10 20 30 40 50 60
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Figural4.Cinética de muerte en superficies con una elevadacarga inicialde E.coli

Enla Figural3 se puede observarque existe diferencias significativas
entre las distintas superficies (p valor< 0,05) en donde el cobre se diferencia del
acero y el azulejo en el paulatino decrecimiento de la carga bacteriana. Hasta
los 15 min la cantidad de bacterias se mantuvo constante para las 3 superficies,

pero llegando a los 30 min, en el cobre se observdé una reduccion de
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aproximadamenteun ciclo logaritmico. Posteriormente la baja se hace constante
en un ciclo logaritmico cada 15 min, es decir a los 45 min habian 10°UFC y a
los 60 min la curva seguia decreciendo. Lo mismo sucedié con Escherichia coli,
presentado en el Figura 14. A los 30 min ocurre la primera reduccion de la
carga bacteriana, la cual contindadisminuyendo,con proyecciones de seguir
bajando en un ciclo logaritmico a los 60 min.Honget al. (2012)en su
investigacion acerca del tiempo de muerte bacterianaen superficie de cobre
estableceque para E. colienlos primeros 15 min la disminucion de la carga
bacteriana es baja y significativamente mas rapida después de los 15 min de
exposicién. Para acero inoxidable no hay mayores variaciones con respecto a
su carga inicial. Estos resultados concuerdan con los realizados en este
estudio, debido a que pasado los 15 mincomenzo una rapida destruccidn, que
conllevé a que a los 30 min la carga bacteriana bajara un ciclo logaritmico. Por
tanto, el tiempo de exposicion y porcentaje de cobre tienen una correlaciéon
directa con la velocidad de muerte. Segun Hong et al. (2012), en laminas de
99,90% de cobre, la degradacion rapida del ADN comienza a los 30 min y es
completa a los 45 min, no encontrandose nada a los 60 minde exposicion a la
superficie, observando una relacion directa entre porcentaje de cobre y
velocidad de degradacién de ADN.

5.3.2 Cinética de muerte con una baja carga inicial de bacterias.
En los siguientes graficos se muestra a E. coliyS.aureus a
concentraciones menores para ver si estos influyen en la cinética de muerte.

Los resultados estan graficados en UFC/cm?.
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Figural5:Cinética de muerte ensuperficies con una carga inicial baja de S.aureus
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Figural6:Cinética de muerte ensuperficies con una cargabaja de E.coli

Enlas Figura 15 y 16 se puede apreciar, tal como sucedié con cargas
mas altas, que a los 30 min la carga bacteriana disminuyd en un ciclo
logaritmico, encontrandose a ese tiempola destruccién total, tanto para
Escherichia coli como paraStaphylococus aureus. Para el caso del azulejo y el
acero inoxidable no hubo variaciones, manteniéndose en las mismas
concentraciones iniciales, en tiempo 0 como a los 60 min. Las diferencias entre

cobre y las demas superficies fueron significativas (p valor< 0,05)
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5.4 Cinética de muerte en cobre: comparacion entre bacterias
A continuacién, se comparan ambas bacterias frente a cobre a

concentraciones altas y bajas.
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Figura 18: Cinética de muerte entre bacterias con una cargainicial baja

Para ambos Graficos, no hay diferencias significativas entre bacterias.
Tanto la Figura 17 como la Figura 18, muestran como a los 30 min el cobre baja
un ciclo logaritmico.Para concentraciones altas de bacterias, después de la
media hora la reduccibn se observa que es de 1 log cada 15 min
aproximadamente.Para el caso de concentraciones bajas (Figural8), a los 30
minno se encuentran colonias visibles a simple vista. Por consiguiente, todo

depende de la carga inicial que tenga un producto para que el cobre tenga
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efectividad en el tiempo. Es decir, con una carga inicial de 10'UFC/cm? la
eliminacién de estas dos bacterias seria completa a los 30 min en cambio con
una carga inicial elevada, recién a los 30 min bajaria un ciclo logaritmico, no
significando que se llega a niveles aceptables que aseguren la inocuidad, ya
que la carga remanente aunpuede ser considerada como un potencial riesgo
para la salud.

Resultados de otras investigaciones sostienen que para 10’ UFC de
Staphylococcus aureus/ cm? la muerte en superficies de cobre al 99,90 % seria
luegode 90 min, y para aleaciones con un 80 % de cobre la reduccion
significativa seria después de 3 h. Para acero inoxidable no habria cambios en
la concentracion de S. aureus hasta 72 h de exposicion (Stevenson et al., 2012;
Koniecznyet al., 2012).

Hong et al (2012) sefialan que para E.coli sucede lo mismo, al aumentar
el cobre aumenta la tasa de velocidad de muerte y como se dijo anteriormente
pasado los 15 min comienza a aumentar la reduccién bacteriana en forma mas
rapida alcanzando a destruir en 45 min una contaminacién de 108 UFC /cm?

De todas maneras,hay coincidencia en que tantopara bacterias Gram
positivas como Gram negativas la muerte comienza con dafios a la membrana
siendo el factor principal, alterando las propiedades de la bicapa lipidica,
afectando la fluidez y por tanto, indirectamente la actividad de proteinas
integrales y enzimas para la sintesis de lipidos, y en segundo lugar dafiando al
ADN (Espirito et al, 2010; Hong et al, 2012). Esta similitud en el método
explicaria la igualdad en los tiempos de muerte.

Por consiguiente, los resultados demuestran que el cobretiene
propiedadesantibacterianas que pueden utilizarse en lugares expuestos a
contacto con alimentos, reduciendo principalmente la contaminacién cruzada,
siendo necesario considerarlo como un complemento y no como un sustituto
delcontrol de practicas higiénicas para la prevencion de infecciones (Gorman et
al, 2012;Koniecznyet al, 2012).
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5. CONCLUSIONES

Se determiné el efecto del cobre sobre Escherichia coli y Staphylococcus
aureus, el cual demostré una disminucion de la carga bacteriana teniendo un

efecto biocida frente a estos microorganismos.

Se obtuvieron resultados inihibitorios y bactericidas para el cobre en su
estado de oxidacién Cu*?pero no a los estados de Cu'* y Cu®(cobre metélico
en trozos y filamentos). La CMI fue 0,3 M y 0,05 M para E. coli y S.
aureusrespectivamente, a concentraciones de 10°UFC/ml. Para
concentraciones de 10°UFC/ml, la CMI fue de 0,5 M y 0,1Mpara E. coliy S.

aureus, respectivamente.

La CMB para concentraciones de 10°UFC/ml fue de 0,4 M y 0,1 M para E.
coli y S. aureus, respectivamente. Para concentraciones de 10° UFC/ml la
CMB fue de 0,6 My 0,15 M, para E. coliy S. aureus, respectivamente.

En la superficie de cobre la cinética de muerte fue la misma a las distintas
concentraciones de E. coli y S. aureus ensayadas. A los 30 min se observé
una reduccion de un ciclo logaritmico en la carga bacteriana, la que continGa

en ese tenor cada 15 min.

En superficies de acero inoxidable y azulejo, no hubo reduccién en la

cantidad de microorganismos, manteniéndose constantes en el tiempo.

Por tanto, el Cu ° (utilizado en superficie) y el Cu*’tiene la capacidad de
inhibir y eliminar bacterias dependiendo de la concentracién de la carga
bacteriana inicial y el tiempo de exposicion, ayudando a combatir la

contaminacion cruzada.
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Analisis estadistico.

7.Anexos

% S. aureus. comparacién entre superficies con una carga inicial de
10°UFC/cm?

« Analisis de Varianza para Concentracion [LOG] - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Raz6n-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Superficie 6,5576 2 3,2788 9,01 0,0013
B:Tiempo 5,49258 4 1,37315 3,77 0,0168
RESIDUOS 8,37164 23 10,363984

TOTAL (CORREGIDO) 20,4218 29

Pruebas de Multiple Rangos para Concentracion [LOG] por Superficie

Método: 95,0 porcentaje LSD

Superficie Casos |MedialLS |Sigma LS |Grupos Homogéneos
Cobre 10 3,57239 |0,190784 (X

A. Inoxidable |10 4,52322 0,190784 [ X

Azulejo 10 4,6006 0,190784 | X

Contraste Sig. [Diferencia |+/- Limites

A. Inoxidable - Azulejo -0,07738  |0,558143

A. Inoxidable - Cobre * 0,95083 0,558143

Azulejo - Cobre * 1,02821 0,558143

* indica una diferencia significativa.

The StatAdvisor

This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are significantly different from
which others. The bottom half of the output shows the estimated difference between each pair of means. An
asterisk has been placed next to 2 pairs, indicating that these pairs show statistically significant differences at
the 95,0% confidence level. At the top of the page, 2 homogenous groups are identified using columns of X's.
Within each column, the levels containing X's form a group of means within which there are no statistically
significant differences. The method currently being used to discriminate among the means is Fisher's least
significant difference (LSD) procedure. With this method, there is a 5,0% risk of calling each pair of means
significantly different when the actual difference equals 0.

Medias y 95,0% de Fisher LSD

47 [~

44

41 [~

38 -

Concentracion [LOG]

35 -

32 =

1

1

A. Inoxidable

Azulejo
Superficie

Cobre
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% E. coli. comparacion entre distintas superficies con una carga inicial de
10°UFC/cm?

Analisis de Varianza para Concentracion [LOG] - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados|GI| |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES

A:Superficie 6,76623 2 3,38312 15,85 0,0000

B:Tiempo 5,84631 4 1,46158 6,85 0,0009

RESIDUOS 4,91056 23 10,213503

TOTAL (CORREGIDO) 17,5231 29

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
* denotes a statistically significant difference.
Pruebas de Multiple Rangos para Concentracion [LOG] por Superficie

Método: 95,0 porcentaje LSD

Superficie Casos |MedialLS |Sigma LS |Grupos Homogéneos
Cobre 10 3,72784 0,146117 |X

Azulejo 10 4,68228 0,146117 [ X

A. Inoxidable |10 4,78101 0,146117 [ X

Contraste Sig. |Diferencia [+/- Limites

A. Inoxidable - Azulejo 0,09873 0,42747

A. Inoxidable - Cobre * 1,05317 0,42747

Azulejo - Cobre * 0,95444 0,42747

* indica una diferencia significativa.

Medias y 95,0% de Fisher LSD

47 -

44 -

41 -

Concentracién [LOG]

38 -

35

1

t

+ Diferencia entre E Coliy S. Aureus con una carga inicial de 10°UFC/cm?

Andlisis de Varianza para Concentracion - Suma de Cuadrados Tipo Il

A. Inoxidable

Azulejo Cobre
Superficie

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Raz6n-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Bacterias 0,00992351 1 0,00992351 0,17 0,6899
B:Tiempo 16,9162 4 4,22905 70,73 0,0000
RESIDUOS 0,837032 14 10,059788

TOTAL (CORREGIDO) 17,7632 19

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
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Pruebas de Multiple Rangos para Concentracion por Bacterias

Método: 95,0 porcentaje LSD

Bacterias |Casos [MedialLS [SigmalS [Grupos Homogéneos
E.coli 10 3,72784 0,0773227 [X
S.aureus |10 3,77239  ]0,0773227 |X

Contraste Sig. [Diferencia [+/- Limites
E.coli - S.aureus -0,04455 0,234535
* indica una diferencia significativa.

Medias y 95,0% de Fisher LSD

39 F =
3,85 |~ —
38 | —
3,75 |- —

37 -

Concentracion

3,65 |- —

36 —
E.coli S.aureus

Bacterias

<+ Comparacion entre superficies para S. aureus con una carga inicial de

10°UFC/cm?

Andlisis de Varianza para Concentraciéon - Suma de Cuadrados Tipo lll

Fuente Suma de Cuadrados|Gl [Cuadrado Medio [Raz6n-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Superficie 4,22522 2 2,11261 18,31 0,0000
B:Tiempo 1,85247 4 0,463116 4,01 0,0130
RESIDUOS 2,65359 23 ]0,115373

TOTAL (CORREGIDO) 8,73127 29

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de Concentracion en contribuciones debidas a varios factores.
Puesto que se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omisidn), la contribucion de cada factor se mide
eliminando los efectos de los demas factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno
de los factores. Puesto que 2 valores-P son menores que 0,05, estos factores tienen un efecto
estadisticamente significativo sobre Concentracion con un 95,0% de nivel de confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para Concentracion por Superficie

Método: 95,0 porcentaje LSD

Superficie Casos |MediaLS [Sigma LS |Grupos Homogéneos
Cobre 10 0,4 0,107412 |X

Azulejo 10 1,01212 |0,107412 | X

A. Inoxidable |10 1,3 0,107412 | X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites

A. Inoxidable - Azulejo 0,28788 0,314237

A. Inoxidable - Cobre * 0,9 0,314237

Azulejo - Cobre * 0,61212 0,314237

* indica una diferencia significativa.
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Medias y 95,0% de Fisher LSD

15 F

12 -

09 -

06 -

Concentracion

03 |-

t

1
1

A. Inoxidable

Azulejo Cobre

Superficie

% E.coli : comparacion entre superficies con una carga inicial de

10% UFC/cm?

Analisis de Varianza para Concentracion - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Raz6n-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Superficie 2,4 2 1,2 17,25 0,0000
B:Tiempo 0,8 4 0,2 2,88 0,0456
RESIDUOS 1,6 23 |0,0695652

TOTAL (CORREGIDO) 4.8 29

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de Concentracion en contribuciones debidas a varios factores.

Puesto que se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omisidn), la contribucion de cada factor se mide
eliminando los efectos de los demas factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno

de los factores. Puesto que 2 valores-P son menores que 0,05, estos factores tienen un efecto

estadisticamente significativo sobre Concentracion con un 95,0% de nivel de confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para Concentracion por Superficie

Método: 95,0 porcentaje LSD

Superficie Casos |MedialLS [Sigma LS |Grupos Homogéneos
Cobre 10 0,4 0,0834058 (X

Azulejo 10 1,0 0,0834058 | X

A. Inoxidable [10 1,0 0,0834058 | X

Contraste Sig. |Diferencia [+/- Limites

A. Inoxidable - Azulejo 0,0 0,244006

A. Inoxidable - Cobre * 0,6 0,244006

Azulejo - Cobre * 0,6 0,244006

* indica una diferencia significativa.

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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08 |-
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Concentracién
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A. Inoxidable

Azulejo Cobre

Superficie
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* Comparacién entre bacterias con concentraciones iniciales de 10°UFC/cm?

Analisis de Varianza para Concentraciéon - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Raz6n-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Bacterias 0,0 1 0,0 0,00 1,0000
B:Tiempo 4,8 4 1,2 * 0,0000
RESIDUOS 0,0 14 10,0

TOTAL (CORREGIDO) 4.8 19

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de Concentracion en contribuciones debidas a varios factores.

Puesto que se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omision), la contribucién de cada factor se mide
eliminando los efectos de los demas factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno

de los factores. Puesto que un valor-P es menor que 0,05, este factor tiene un efecto estadisticamente
significativo sobre Concentracion con un 95,0% de nivel de confianza.

Concentracion

Medias y 95,0% de Fisher LSD

E.coli

S.aureus

Bacterias
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