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Introducción

Actualmente las infecciones asociadas a la atención 
de salud (IAAS) constituyen un grave problema 
de salud pública en el mundo debido al aumento 

en las tasas de mortalidad, morbilidad y tiempo de hos-
pitalización de los pacientes afectados por ellas1. Esto se 
traduce en un drástico incremento en el costo directo del 
tratamiento de los pacientes. Se estima que anualmente 
en Estados Unidos de América se producen 2 millones de 
IAAS con un costo de más de US$ 4.500 millones2, en 
Inglaterra se registran 300.000 IAAS al año con un costo 
aproximado de US$ 1.600 millones3, mientras que en 
Chile, se informa de 70.000 IAAS  por año, aumentando 
la hospitalización en un promedio de 10 días, lo que tiene 
un costo de US$ 70 millones para el sistema público de 
salud2. No obstante, la magnitud económica real de esta 
problemática es aún mayor debido a los costos indirectos 
que estas infecciones producen y que no son considerados 
por la mayoría de los estudios.

Entre los agentes etiológicos asociados a IAAS, es-
pecialmente en Latinoamérica y Chile, destacan ciertos 

bacilos gramnegativos que constituyen un subconjunto de 
alta importancia clínica4. En nuestro país son los princi-
pales agentes etiológicos de IAAS del tracto urinario y 
neumonías asociadas a ventilación mecánica en pacientes 
adultos y pediátricos5. Uno de los mayores problemas 
asociados a estos patógenos radica en los altos índices 
de resistencia a antimicrobianos que éstos presentan, 
limitando en gran medida las opciones terapéuticas y 
obligando al uso de antimicrobianos de mayor costo o 
incluso de última línea, como es el caso de polimixinas 
(colistín), al no existir otras alternativas de tratamiento 
dentro de los esquemas tradicionales6. Entre estas bacte-
rias destacan Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter 
baumannii resistentes a carbapenémicos, así como cepas 
de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productoras 
de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE)7. 

Debido a las limitadas alternativas para enfrentar 
este problema, la prevención adquiere especial relevan-
cia. El cobre, gracias a sus propiedades bactericidas, 
se presenta como una alternativa para ser utilizado 
como recubrimiento de superficies, que habitualmente 
presentan una alta carga microbiana, en los recintos 
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Tabla 2. Distribución de CIM a sulfato cúprico en cepas de bacilos gramnegativos no 
fermentadores resistentes y susceptibles a antimicrobianos carbapenémicos

Especie 
bacteriana

Fenotipo n cepas Rango 
CIM 
(mM)

CIM 50 
(mM)

CIM 90 
(mM)

MGCIM 
(mM)†

Valor p

A. baumannii CARR* 35 8 - 10 10 10 9,714
< 0,001††

CARS** 36 1 - 10   6   8 5,361

P. aeruginosa CARR 50 8 - 10   8 10 8,680
  0,148

CARS 49 2 - 10   8 10 8,296

*CARR: cepas resistentes a carbapenémicos; **CARS: cepas susceptibles a carbapenémicos; †MGCMI: media 
geométrica de la CIM a CuSO4; ††Estadísticamente significativo.

Tabla 1. Distribución de CIM a sulfato cúprico en cepas de Enterobacteriaceae 
productoras y no productoras de BLEE

Especie 
bacteriana

Fenotipo n cepas Rango 
CIM 
(mM)

CIM 50 
(mM)

CIM 90 
(mM)

MGCIM 
(mM)†

Valor p

K. pneumoniae BLEE+* 53 8 - 10 10 10 9,132
< 0,001††

BLEE–** 56 6 - 10   6 10 7,345

E. coli BLEE+ 57 6   6   6 6,000
NA

BLEE– 54 6   6   6 6,000

*BLEE+: cepas productoras de β-lactamasas de espectro extendido; **BLEE–: cepas no productoras 
de β-lactamasas de espectro extendido; †MGCMI: media geométrica de las CIM de CuSO4; ††Estadística-
mente significativo; NA: no aplicado.

hospitalarios, especialmente aquellas denominadas 
“puntos de alto contacto” como barandas de camas, 
mesa de alimentación, bombas de infusión, etc. El cobre 
en bajas concentraciones es un micronutriente celular, 
pero en elevadas concentraciones posee actividad cito-
tóxica, la que se debe principalmente a la inactivación 
competitiva de sistemas enzimáticos celulares8 y a su 
capacidad de producir especies radicales de oxígeno 
que dañan diversas estructuras de la bacteria9,10. Esta 
capacidad antibacteriana ha sido evidenciada en diversos 
estudios11,12 e incluso la Agencia de Protección Ambiental 
de Estados Unidos (EPA) avaló el uso de aleaciones de 
cobre como material con propiedades antibacterianas13. 
Estudios realizados en Chile en el ámbito clínico han 
demostrado un notable efecto antibacteriano de super-
ficies cobrizadas en unidades de cuidado intensivo, con 
disminuciones entre 49 y 92% de la carga bacteriana en 
las superficies evaluadas14. 

No obstante lo anterior, se han descrito mecanismos de 
tolerancia a este metal en variados géneros bacterianos, 
dentro de los que se incluye bacilos gramnegativos de 
importancia clínica. Estos mecanismos pueden participar 
en la homeostasis natural del cobre o conferir propiedades 
adicionales de resistencia a estas bacterias, permitiéndo-
les soportar elevadas concentraciones del metal15,16. En 
general, ellos apuntan a la detoxificación de las formas 
iónicas del cobre tanto en el citoplasma como en el espacio 
periplásmico, involucrando bombas de expulsión, tanto 
ATPasas como transportadores dependientes del gradiente 
de protones, y enzimas oxidativas, que tendrían la función 
de alterar el estado de oxidación de los iones de cobre 
disminuyendo su toxicidad17. Sin embargo, hay evidencia 
de su contribución en el aumento de la supervivencia de 
las bacterias que los poseen en superficies metálicas18. Se 
han descrito eventos de co-selección de genes de resisten-
cia, tanto a metales como a antimicrobianos, asociados 
generalmente a la presión selectiva de tan solo uno de 
ellos19, lo que se explica, generalmente, por la presencia 
de ambos determinantes de resistencia en las mismas 
estructuras genéticas, como por ejemplo plásmidos. En 
el caso de la tolerancia bacteriana a cobre iónico, ésta 
ha sido descrita en asociación a genes de resistencia a 
antimicrobianos como por ejemplo cefalosporinas de 
tercera generación20 y glicopéptidos21.

La asociación de ambos tipos de resistencias en ce-
pas patógenas sometidas a alta presión selectiva puede 
producir la co-selección de cepas multi-resistentes 
a antimicrobianos y, a su vez, tolerantes a cobre en 
ambientes hospitalarios. En relación a lo anteriormente 
planteado el presente estudio investigó la actividad de 
cobre (en forma de sulfato cúprico, CuSO4) sobre bacilos 
gramnegativos hospitalarios productores y no productores 
de BLEE, y resistentes o susceptibles a antimicrobianos 
carbapenémicos.

Material y Método 

Cepas bacterianas. Se analizó 390 cepas de bacilos 
gramnegativos aislados en 16 hospitales chilenos de las 
ciudades de Antofagasta, Valparaíso, Viña del Mar, San-
tiago, Constitución, San Carlos, Concepción, Talcahuano, 
Coronel, Lota, Temuco y Puerto Montt, entre los años 
1997 y 2010,  pertenecientes a la colección de cepas del 
Laboratorio de Investigación en Agentes Antibacterianos, 
Departamento de Microbiología, Facultad de Ciencias 
Biológicas de la Universidad de Concepción. Las cepas 
bacterianas correspondieron a A. baumannii (71), P. 
aeruginosa (99), K. pneumoniae (109) y E. coli (111). 
El criterio de selección fue susceptibilidad o resisten-
cia a antimicrobianos carbapenémicos (imipenem y/o 
meropenem) para los bacilos gramnegativos no fermen-
tadores, y presencia o ausencia de BLEE para las Ente-
robacteriaceae (Tablas 1 y 2). La producción de BLEE 
fue confirmada por el método fenotípico confirmatorio 
recomendado por el Clinical and Laboratory Standards 
Institute22 y amplificación de los genes específicos por 
RPC. La resistencia a carbapenémicos en los bacilos 
gramnegativos no fermentadores fue confirmada deter-
minando la concentración inhibitoria mínima (CIM) por 
dilución seriada en placas23. Las cepas fueron sembradas 
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Figura 1. Medias geométricas y desviación estándar de la CIM a sulfato cúprico de cepas de P. aeru-
ginosa, A. baumannii y K. pneumoniae. CAR S: cepas susceptibles a carbapenémicos, CAR R: cepas 
resistentes a carbapenémicos, BLEE-: cepas no productoras de β-lactamasas de espectro extendido, 
BLEE+: cepas productoras de β-lactamasas de espectro extendido.

desde el cepario (donde se conservaban en glicerol 50% 
v/v y caldo de cultivo, a -80°C) en agar Mueller-Hinton 
(Oxoid, Inglaterra) con discos de antimicrobianos como 
presión selectiva, previo a su utilización en los experimen-
tos realizados. Como controles se utilizó las cepas E. coli 
ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853.

Estudio de susceptibilidad a agentes antibacterianos. 
Este estudio se realizó mediante el método de difusión 
en agar Mueller-Hinton (Oxoid), siguiendo las recomen-
daciones y puntos de corte propuestos por el CLSI24. Los 
antimicrobianos y la potencia de los discos utilizados 
fueron: gentamicina (GEN, 10 μg), amikacina (AMK, 
30 μg), ceftriaxona (CRO, 30 μg), ceftazidima (CAZ, 30 
μg), cefotaxima (CTX, 30 μg), cefepima (FEP, 30 μg), 
imipenem (IPM, 10 μg), meropenem (MEM, 10 μg), 
ertapenem (ETP, 10 μg).

Actividad antibacteriana de CuSO4. La CIM de cobre 
se determinó mediante el método de dilución seriada en 
placas de agar Mueller-Hinton (Oxoid) utilizando CuSO4 
(Merck). Para ello se utilizó un inóculo bacteriano final 
de 104 ufc por cepa (obtenido mediante turbidometría), 
aplicado mediante un replicador Steers, en placas de agar 
Mueller-Hinton adicionadas de CuSO4 en las siguientes 
concentraciones: 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16 y 32 mM, se 
incubó a 37°C por 48 h y se determinó la CIM de CuSO4. 

Análisis estadístico. La significancia estadística de las 
diferencias de las medias geométricas de los niveles de 
tolerancia a cobre entre los distintos grupos de cepas de 
las especies estudiadas (cepas resistentes o susceptibles a 

antimicrobianos carbapenémicos para P. aeruginosa y A. 
baumannii; cepas productoras o no productoras de BLEE 
para K. pneumoniae y E. coli), fue determinada mediante 
la prueba t de Student desapareada con dos colas25. Se 
consideró estadísticamente significativo un p < 0,05 con 
un intervalo de confianza de 95%.

Resultados

Susceptibilidad antimicrobiana de las cepas
Las cepas de K. pneumoniae y E. coli no productoras 

de BLEE (BLEE-) presentaron un porcentaje elevado de 
susceptibilidad a la totalidad de los antimicrobianos ensa-
yados, mientras que entre aquellas productoras de BLEE 
(BLEE+) se encontró un elevado porcentaje de cepas 
resistentes a todas las cefalosporinas ensayadas (CRO, 
CAZ, CTX y FEP), pero presentando un alto porcentaje de 
susceptibilidad a carbapenémicos. Sin embargo, entre las 
cepas de K. pneumoniae productoras de BLEE se observó 
un menor porcentaje de cepas susceptibles a ertapenem. 
En las cepas de P. aeruginosa resistentes a antimicrobia-
nos carbapenémicos (CARR) se observó un mayor número 
de cepas resistentes a cefalosporinas de tercera generación 
(CRO, CAZ CTX) con respecto a las cepas susceptibles 
a carbapenémicos (CARS); sin embargo, esta diferencia 
no se detectó para los aminoglucósidos (GEN y AMK), 
ni tampoco para la cefalosporina de cuarta generación 
cefepima. Las cepas de A. baumannii CARR presentaron 
perfiles de multi-resistencia que incluyó a todos los 
antimicrobianos ensayados, salvo en un bajo porcentaje 
de cepas que fueron susceptibles a gentamicina (28%). 

Actividad antibacteriana de CuSO4
Se observaron mayores niveles de tolerancia a cobre 

iónico en las cepas de K. pneumoniae BLEE+ y A. bau-
mannii CARR que en sus contrapartes no productoras de 
BLEE y susceptibles a carbapenémicos, respectivamente.

Las cepas de P. aeruginosa analizadas presentaron 
niveles de tolerancia similares sin importar sus perfiles 
de resistencia a antimicrobianos (Figura 1). Un fenómeno 
similar fue observado en los grupos de cepas de E. coli 
estudiados. La CIM50 de CuSO4 para cepas de A. bauman-
nii CARR y K. pneumoniae BLEE+ fue 10 mM; mientras 
que para las las contrapartes CARS y BLEE- fue 6 mM. 
En P. aeruginosa no se observó diferencias de la CIM50 
de CuSO4 entre CARR y CARS, siendo para ambas 8 mM. 
Estos resultados se muestran en las Tablas 1 y 2.

Análisis estadístico. Los análisis realizados para 
determinar la significancia estadística de las diferencias 
de las medias geométricas de las CIM a CuSO4 entre los 
grupos de cepas, indicaron valores de p < 0,001 para K. 
pneumoniae y A. baumannii y de p = 0,148 para P. aeru-
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ginosa. Debido a que la totalidad de las cepas de E. coli 
presentaron niveles de tolerancia similares, no se realizó 
el análisis para esta especie.

Discusión

El análisis estadístico de los niveles de tolerancia a co-
bre determinados en este estudio demostró una diferencia 
estadísticamente significativa, considerando un intervalo 
de confianza de 95%, entre las medias geométricas de 
las CIM de CuSO4 de las cepas de A. baumannii  resis-
tentes y susceptibles a antimicrobianos carbapenémicos 
(p < 0,001); así como entre las cepas de K. pneumoniae 
productoras y no productoras de BLEE (p < 0,001). En 
ambos casos las cepas con mayores niveles de resistencia 
a antimicrobianos (CARR y BLEE+, respectivamente) 
presentaron mayores niveles de tolerancia a cobre iónico. 
En las cepas de P. aeruginosa no se observó esta relación, 
ya que la mayoría de las cepas, tanto resistentes como sus-
ceptibles a carbapenémicos, presentaron niveles similares 
de tolerancia a cobre (p = 0,148). En A. baumannii y P. 
aeruginosa es esperable encontrar mayores niveles de 
resistencia a metales debido a su intrínseca impermeabi-
lidad de membrana que favorece la resistencia a diversos 
agentes antibacterianos4; sin embargo, los mecanismos 
moleculares responsables de la menor susceptibilidad a 
cobre en las cepas de A. baumannii CARR, así como los 
observados en las cepas de K. pneumoniae BLEE+, aún 
deben ser dilucidados. Los niveles de tolerancia a cobre en 
cepas de E. coli no mostraron diferencias entre las cepas 
productoras y no productoras de BLEE y se correlaciona-
ron, además con el nivel de tolerancia a cobre observado 
con la cepa control E. coli ATCC 25922, sugiriendo la 
ausencia de mecanismos adicionales de tolerancia a cobre 
en esta especie. 

Se han descrito diversos sistemas moleculares que 
podrían favorecer la co-selección de determinantes de 
tolerancia a cobre junto con genes de resistencia a anti-
microbianos en bacilos gramnegativos patógenos. En P. 
aeruginosa se describió un sistema de dos componentes 
(CopR-CopS) activado por cobre y que se ha implicado 
en la tolerancia a este metal, así como en la activación de 
mecanismos de tolerancia a zinc y la pérdida de la porina 
OprD, involucrada en la captación de imipenem, produ-
ciendo de este modo resistencia a este antimicrobiano26. 
Este fenómeno también ha sido descrito en asociación con 
elementos genéticos móviles, como el plásmido conjuga-
tivo pK29 de K. pneumoniae, en el cual residen genes que 
codifican β-lactamasas del tipo CTX-M (BLEE) y CMY 
(AmpC plasmídica) junto con genes relacionados con 
tolerancia a cobre, además de otros genes de resistencia 
a metales y antimicrobianos20. Por otra parte, estudios 
realizados en bacterias grampositivas han mostrado re-

sultados similares. Un ejemplo es el informado para cepas 
de Enterococcus faecium que presentaron fenotipos de re-
sistencia transferibles a antimicrobianos glicopeptídicos, 
macrólidos y a cobre en un mismo evento de transferencia 
horizontal de genes21. La evidencia experimental señala 
la posibilidad de co-selección de cepas con fenotipos 
de multi-resistencia a antimicrobianos asociados a la 
resistencia a metales19. Los resultados obtenidos en este 
estudio permiten observar que el caso de la tolerancia a 
cobre iónico no es una excepción de este fenómeno. Las 
diferencias observadas entre los niveles de tolerancia a 
cobre iónico y su relación con la resistencia a ciertos an-
timicrobianos en las distintas especies estudiadas podrían 
ser atribuidas a las características particulares de cada 
una; sin embargo, debe profundizarse la investigación de 
este fenómeno para poder dar una explicación concreta 
de estas asociaciones.

Los mecanismos moleculares de tolerancia a cobre 
iónico han demostrado tener incidencia en la capacidad de 
supervivencia bacteriana en superficies cobrizadas, donde 
la deleción de genes cromosómicos27,28 o la presencia de 
genes de origen plasmídicos18 de tolerancia al metal de-
mostraron alterar el tiempo de sobrevida de las bacterias. 
Cabe destacar que esto no aseguraría una sobrevida a 
largo plazo, pero podría favorecer la selección de aquellas 
cepas que presenten estos mecanismos. No obstante, esto 
debe ser estudiado de manera más profunda, ya que los 
mecanismos de toxicidad del cobre metálico, aunque se 
ha visto que involucran la liberación de iones de cobre, 
no han sido esclarecidos a cabalidad17. Los resultados 
obtenidos en este estudio permiten observar una relación 
entre la disminución de la susceptibilidad a cobre iónico y 
a antimicrobianos de última generación en K. pneumoniae 
y A. baumannii. Sin embargo, se deben realizar estudios 
adicionales para establecer los mecanismos moleculares 
involucrados en esta tolerancia, así como la capacidad 
de transferencia de ellos. Aunque en este trabajo no se 
utilizaron superficies cobrizadas, existe evidencia que 
la muerte bacteriana se produce por liberación de cobre 
iónico18, por lo que sería de mucho interés estudiar la 
supervivencia de estas cepas bacterianas en superficies 
de cobre. En su conjunto, esto permitiría obtener infor-
mación acerca de la existencia de un potencial riesgo de 
selección de cepas de bacilos gramnegativos productor de 
BLEE y/o resistente a carbapenémicos debido al uso de 
superficies cobrizadas en los hospitales. Esto es de vital 
importancia si se considera la situación epidemiológica 
de nuestros hospitales y las limitadas opciones terapéu-
ticas, por lo que resulta imperioso dilucidar el efecto que 
podría tener la implementación de superficies cobrizadas 
sobre la selección de bacterias multi-resistentes, y así 
utilizar de manera segura una medida de control de 
microrganismos hospitalarios que tiene un elevado costo 
de implementación.
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Resumen 

Introducción: Los patógenos intrahospitalarios multi-
resistentes constituyen un grave problema mundial de 
salud pública, especialmente los bacilos gramnegativos 
(BGN). El uso de cobre como antimicrobiano de super-
ficie en hospitales se postula como una alternativa para 

el control de microorganismos en estos ambientes. Sin 
embargo, la multi-resistencia a antimicrobianos en BGN 
hospitalarios puede asociarse con la tolerancia a cobre, ya 
que existe evidencia que genes que codifican tolerancia a 
este metal pueden encontrarse en elementos genéticos que 
confieren resistencia a antimicrobianos. Por esta razón, ce-
pas multi-resistentes a antimicrobianos podrían sobrevivir 
en presencia de cobre, seleccionando bacterias resistentes 
a ambos agentes antibacterianos. Objetivo: Investigar la 
actividad de cobre sobre BGN hospitalarios productores 
y no productores de β-lactamasas de espectro extendido 
(BLEE), y resistentes o susceptibles a antimicrobianos 
carbapenémicos. Material y Métodos: Se estudió 390 ce-
pas de BGN aisladas en hospitales chilenos: Acinetobacter 
baumannii y Pseudomonas aeruginosa resistentes (CARR) 
y susceptibles (CARS) a carbapenémicos y Klebsiella 
pneumoniae y Escherichia coli productoras y no produc-
toras de BLEE. Se investigó los niveles de susceptibilidad 
a sulfato cúprico, mediante dilución seriada en agar y se 
evaluó la significancia estadística de la diferencia de estos 
niveles entre los distintos grupos de cepas. Resultados: 
Se encontraron niveles de tolerancia a cobre superiores 
en cepas de A. baumannii y K. pneumoniae, CARR y 
productoras de BLEE respectivamente, con respecto a 
sus pares CARS y no productoras de BLEE. Conclusión: 
Observamos una relación entre la disminución de la sus-
ceptibilidad a cobre iónico y a antimicrobianos de última 
generación en K. pneumoniae y A. baumannii.
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