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LG Lugol de Gram (1:5 Kl/I2)

BHI Infusidn de cerebro corazon
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RESUMEN
TITULO: EVALUACION DE LA ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELECTRICA
COMO TECNICA PARA LA DETECCION DE BACTERIAS GRAM POSITIVAS Y

NEGATIVAS

AUTORES: Erika Viviana Godoy Alarcon™

PALABRAS CLAVES: Espectroscopia de impedancia eléctrica, bacterias Gram positivas y

negativas, tincion de Gram, celda de cuatro electrodos.

DESCRIPCION: El diagnéstico empirico de infecciones bacterianas lleva a un consumo indiscriminado
de antibidticos, que ha genera uno de los problemas de salud publica mas preocupantes actualmente por la
resistencia a los antibiéticos. Una de las primeras pruebas diagnosticas que se realizan es la tincién de
Gram, la cual permite diferenciar entre bacterias Gram positivas y Gram negativas, su identificacion facilita
la seleccion del tipo de antibidtico a suministrar. La tincion de Gram, por ser un método 6ptico, depende
de la complejidad de la muestra, el contraste éptico y de la destreza del bioanalista. En este trabajo se
plante6 un método de deteccidn por espectroscopia de impedancia eléctrica basado en la tincion de Gram
mediante el cual fue posible diferenciar entre las bacterias bacterias E. coli (Gram negativa) y S. aureus
(Gram positiva). Al aplicar el método propuesto se observaron diferencias en el comportamiento de la razon
de cambio de la magnitud de la impedancia eléctrica con el tiempo de incubacion de las bacterias Gram
positivas y negativas por un periodo de 3h. Este comportamiento es atribuido a la interaccién entre el cristal
violeta y el lugol (I2/I") con la pared de cada tipo de bacteria y con las especies del medio extracelular. Por
tanto, se desarroll6 un método para distinguir entre bacterias Gram positivas y negativas, lo que abre la
posibilidad de diferenciar una mayor cantidad de cepas y de muestras mas complejas que las empleadas en
este trabajo.

*Proyecto de grado (proyecto de investigacion)
** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: David A. Miranda. Codirectores:

Angel M. Meléndez. Stelia C. Méndez
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ABSTRACT
TITLE: Evaluation of Electrical Impedance Spectroscopy as a technique for detection of

Gram-positive and Gram-negative bacteria*

AUTHORS: Erika Viviana Godoy Alarcon™

KEYWORDS: Electrical Impedance Spectroscopy to the detection of Gram-positive and Gram-

negative bacteria

DESCRIPTION: The indiscriminate consumption of antibiotics is a public health problem because of the
increase in the antibiotic resistance. There are two types of bacteria, the Gram-positive and Gram-negative.
The identification of bacteria type let to reduce the indiscriminate consumption of antibiotics. The Gram
stain test is used to identify the bacteria type, but the correct classification depends upon the sample
complexity, optical contrast and the expertise of the bioanalyst. In this research, is proposed a method to
detect Gram-positive and Gram-negative bacteria using Gram stain and electrical impedance spectroscopy
instead of the optical detection. The method was tested with E. coli (Gram-negative) and S. aureus (Gram-
positive). The principal result was the detection of both types of bacteria.

*Degree project

** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Metalurgica y Ciencia de
Materiales. Adviser: David A. Miranda . Coadviser: Angel M. Meléndez. Stelia C. Méndez
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Introduccion

El diagnostico no oportuno de las infecciones bacterianas puede ocasionar el desarrollo de
microorganismos resistentes, debido a que se suministran cocteles de antibidticos para atacar un
amplio espectro de bacterias [1]. Esto se ha convertido en un problema de salud pablica, ya que
disminuye la expectativa de vida del paciente y su tratamiento implica costos adicionales al pais,
por el aumento en los periodos de hospitalizacion, atencion mas intensiva y la utilizacion de
antibioticos de primera linea [2,3]. La identificacion de bacterias patdgenas es critica en el
diagnostico y tratamiento de las infecciones de este tipo. Debido a que el mecanismo de accion de
la mayoria de antibidticos se basa en debilitar la pared bacteriana, una de las primeras pruebas
diagndsticas que se realiza convencionalmente es la tincion de Gram, que permite distinguir entre
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Esta etapa de identificacion es muy importante ya que

del resultado obtenido depende la eleccion adecuada del antibiotico para combatir la infeccion [4].

Al ser un método Optico, la tincion de Gram tiene la desventaja de depender de la habilidad del
analista, ya que se basa en la vista para identificar los diferentes contrastes entre las bacterias y la
muestra de fondo tras el proceso de tincion [5]. Por tanto, aqui se plantea una método que se basa
en la espectroscopia de impedancia eléctrica en modo galvanostatico, y la interaccion entre la pared
celular de las Gram positivas y negativas con los principales componentes de la tincion de Gram,
el cristal violeta y lugol, cuando estan presentes en una suspension de bacterias. Para realizar las
medidas de impedancia eléctrica se empled una celda de cuatro electrodos tipo Moron [6] y se
evaluaron las cepas Staphylococcus Aureus resistente a la meticilina (Gram positiva) y Escherichia

Coli O157:H7 (Gram negativa).
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1. Antecedentes

Las bacterias son microorganismos unicelulares que pueden estar presentes en el cuerpo humano
provocando enfermedades, a esta clase de bacterias se les conoce como bacterias patdgenas. De
acuerdo a la estructura de la pared celular, las bacterias se clasifican en dos grandes grupos: las
bacterias Gram positivas y las Gram negativas [7]. La diferencia estructural entre estos grupos se

basa en la composicion quimica de la pared celular (Fig. 1).

Lipopolisacaridos Acidos

lipoteicoicos

: >Membrana ?

Externa
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................ periplasmatico \
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Fig. 1 Diferencia estructural de las paredes bacterianas de las Gram negativas (izquierdo) y Gram

positivas (derecho).

Las Gram positivas presentan una membrana citoplasmatica a la cual se enlaza una capa gruesa

de peptidoglicano que consiste en lipidos y aminoazUcares, a dicha capa se encuentra enlazada una
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alta concentracion de &cidos teicoicos y lipoteicoicos que estan expuestos al medio extracelular
[8]. Las Gram negativas tienen tres estructuras que rodean a la bacteria; primero, una delgada capa
de peptidoglicano que se encuentra entre dos membranas lipidicas, segundo, la membrana
citoplasmatica y tercero, la membrana externa. Ademas, en la membrana externa se encuentran

enlazados lipopolisacaridos, a los cuales se les atribuye su patogenicidad [9].

Las cepas Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina son un tipo de bacteria Gram
positiva que puede estar presente en la piel, tejidos blandos, orina y aparato respiratorio; esta es
uno de los principales patdgenos que provocan enfermedades nosocomiales [10]. Por otra parte, la
Scherichia coli O157:H7 es una cepa de tipo Gram negativa que se encuentra principalmente en
los rumiantes, y puede ser transmitida al ser humano por consumir alimentos o tomar agua
contaminada con heces de animales portadores; se puede transmitir de una persona a otra por via

fecal-oral [11].

1.1 Tincién de Gram

El método convencional para diferenciar entre bacterias Gram positivas y Gram negativas es la
tincion de Gram, que aprovecha la capacidad que tienen las bacterias para retener el colorante
primario, cristal violeta [12]. El protocolo tradicional de la tincion de Gram consta de los siguientes
pasos:

1) Fijacion de las células sobre una ldmina empleando una llama.

2) Tincion de las bacterias con una solucidén de cristal violeta (CV), el cual difunde pasivamente

en la célulay se une electrostaticamente a las superficies ionicas disponibles de la pared bacteriana.
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3) Adicién de un mordiente denominado Lugol, que es una solucion del par redox yoduro de
potasio/yodo, el cual ataca a algun constituyente celular alterdndolo de tal modo que el cristal

violeta pueda enlazarse més efectivamente a las células [13].

4) Lavado de las bacterias tefiidas con alcohol y posterior tefiido con safarina (colorante rojo).

Se ha propuesto recientemente que durante la tincién de Gram, el cristal violeta cruza la
membrana externa de las Gram negativas y es incapaz de atravesar la membrana celular, por lo
que permanece atrapado en la capa de peptidoglicano al igual que en las Gram positivas [14]. El
mecanismo tradicionalmente aceptado de la interaccion del cristal violeta con las bacterias se basa

en que el cristal violeta puede llegar hasta citoplasma [15].

1.2 Medidas de impedancia eléctrica

La impedancia eléctrica de una fase condensada determina su oposicion al flujo de corriente
alterna. Cuando se excita un material con una sefial sinusoidal de corriente, i(t) = I, sin(2nft),
dicho material responde con una sefial sinusoidal de voltaje, V(t) = V, sin(2rft + ¢), que tiene
la misma frecuencia f. Larelacion entre las sefiales de corriente y voltaje esta dada por la ecuacion

(1) y corresponde con la impedancia eléctrica,

Voej¢

Z2=7+j7" = = |Z|e/® (1)

0

donde Z’ y Z’ son la parte real e imaginaria de la impedancia, respectivamente, V,, es la amplitud
de la seial sinusoidal de voltaje e I, de la corriente y ¢ es el desfase entre la sefial de respuesta y

la sefial suministrada.
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La impedancia eléctrica es una cantidad compleja que se compone de una parte real, Z’(®), y
otra imaginaria, Z’’(®). Cuando el desfase entre la sefial suministrada y la de respuesta es igual a
cero, s6lo se considera la parte real y la impedancia eléctrica presenta un comportamiento
completamente resistivo. Pero cuando el desfase es diferente de cero, se debe considerar también
la parte imaginaria de la impedancia eléctrica, que se relaciona con fendmenos de acumulacion de

cargas [16].

Cuando se estudia la impedancia eléctrica de una fase condensada se suelen hacer experimentos
en los cuales se utilizan excitaciones sinusoidales con diferentes frecuencias. A la representacion
de la impedancia en funcion de la frecuencia se le conoce como espectro de impedancia eléctrica.
Los espectros de impedancia eléctrica se pueden representar bien sea como diagramas de la
magnitud, fase, parte real o parte imaginaria en funcion de la frecuencia (diagramas de Bode) o
como una gréfica de la parte imaginaria en funcion de la parte real con la frecuencia como

pardmetro implicito (diagrama de Nyquist) [16].

La impedancia eléctrica ha sido empleada en el area de la microbiologia para detectar células
bioldgicas, generalmente en una celda de 2 electrodos, con base en sus propiedades eléctricas y
electrofisioldgicas, las cuales son: 1) las propiedades aislantes de la membrana o pared celular, 2)
la naturaleza altamente ionica del citoplasma y 3) la actividad metabdlica [17]. Esta ultima llevo
al desarrollo de lo que hoy se conoce como “microbiologia de impedancia” [19], que consiste en
la medicién de los cambios de la conductividad en un medio de cultivo liquido, debido a la
liberacion de metabolitos con caracter idnico, asi como del intercambio idnico en la membrana
celular [20]. Debido a los altos limites de deteccion que se obtienen con la microbiologia de

impedancia (>10° CFU/g), se han desarrollado y comercializado dispositivos automatizados
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basados en medidas de impedancia eléctrica que permite determinar la cantidad de bacterias de
acuerdo a su crecimiento poblacional [21,22]. Se ha sugerido que el perfil de la respuesta de
impedancia eléctrica en el tiempo de crecimiento, obtenida en una suspension bacteriana, podria
ser caracteristico del organismo, del medio de cultivo [20] y de la composicion quimica de la pared

bacteriana [23].

1.3. Medidas de impedancia eléctrica en una celda de cuatro electrodos

En 1958 van der Pauw propuso una técnica para medir la resistividad de un material sélido en
cuatro contactos 6hmicos [24], y cuatro décadas después Mordn utilizd este principio para
determinar la conductividad eléctrica de una solucion electrolitica [25]. La celda de medicién
propuesta por Moron es un cilindro en el cual se localizan cuatro electrodos paralelos entre si; en
dos electrodos se suministra la sefial sinusoidal de corriente y por los otros dos se mide la sefial
sinusoidal de voltaje. La configuracion de la celda de cuatro electrodos se ha utilizado ampliamente
para las medidas de impedancia eléctrica de soluciones electroliticas, debido a que mediante este
arreglo se reducen los efectos de impedancia de polarizacion en los electrodos [6,26]. Debido a
que en esta técnica la perturbacion es impone en un amplio intervalo de frecuencias, la informacion
obtenida en un diagrama de Bode es analizada principalmente en dos regiones de frecuencia, altas
y bajas, que se determinan de acuerdo al sistema evaluado [27]. Para células en suspension?, en la
region de bajas frecuencias se obtiene informacién del medio extracelular, debido a que las

membranas celulares aislan eléctricamente al medio intracelular. Desde el punto de vista eléctrico,

L En suspensiones celulares las células se encuentran libres y dispersas en el medio de cultivo y tienen la capacidad
de proliferar sin necesidad de un anclaje. Las células del torrente sanguineo, las células tumorales y la mayoria de
bacterias forman suspensiones celulares en medios liquidos [28].
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las membranas celulares se comportan como un capacitor no ideal [29], por lo cual en esta region
se obtienen mayores valores de impedancia. A medida que la frecuencia aumenta, las corrientes

de desplazamiento? que se generan a través de la membrana celular permiten obtener informacion

tanto del medio extracelular como del intracelular [30] (Fig. 2).

CORRIENTE-ALTAS
FRECUENCIAS

N
-

PARED
CELULAR

MEDIO
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-
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\
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) FRECUENCIAS

. - =

1
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|
il
MEDIO EXTRACELULAR

Fig. 2. Esquema de los caminos que sigue la corriente eléctrica a altas y bajas frecuencias en una

suspension bacteriana.

Por tanto, en este documento se propone una nueva metodologia para distinguir entre bacterias
Gram positivas y Gram negativas por medidas de impedancia eléctrica en una celda de cuatro

electrodos a diferentes tiempos de incubacion, con base en la interaccion que experimenta la pared

bacteriana con cristal violeta y lugol.

2 Una corriente de desplazamiento es una cantidad que esté relacionada con un campo eléctrico que varia en el tiempo.
Esto puede ocurrir en un dieléctrico donde existe un campo eléctrico. No es una corriente fisica, en un sentido estricto,
que ocurre cuando una carga se encuentra en movimiento o cuando la carga se transporta de un sitio a otro [31].
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2. Hipdtesis y objetivo de la investigacion

Para el desarrollo de esta investigacion se planteo la siguiente hipdtesis:

Es posible disminuir los tiempos de deteccion de bacterias Gram positivas y negativas, con relacion
al método tradicional de la tincion de Gram, a través de la medicion de las propiedades eléctricas
de una suspension de bacterias en presencia de cristal violeta y Lugol por espectroscopia de

impedancia eléctrica.

2.1. Objetivo general
Evaluar la espectroscopia de impedancia eléctrica como técnica para la deteccion de bacterias

Gram positivas y Gram negativas

2.2. Objetivos especificos
-Evaluar la concentracién adecuada de cristal violeta para la deteccion de bacterias por

espectroscopia de impedancia eléctrica.

-Obtener cultivos de bacterias de una especie Gram positiva y una especie Gram negativa en
una concentracion de poblacion bacteriana apropiada para ser detectada por espectroscopia de

impedancia eléctrica.

-Determinar si la adicion del par redox I2/I" (lugol) afecta la sensibilidad de deteccion de

bacterias por espectroscopia de impedancia eléctrica.
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3. Metodologia experimental

3.1. Soluciones y medios de cultivo

Todas las soluciones utilizadas fueron preparadas con agua tipo I (18.2 MQ cm) obtenida de un
equipo Milli-Q y se emplearon reactivos de alta pureza. Se prepard una solucion estéril de buffer
de fosfato salino (PBS) 10X compuesta de 1.38 mM NaCl, 30.0 mM KCI, 81 mM NaHPOs y
15mM KH2POyg; el pH de la solucion se ajusto a 7.4 con NaOH. Una solucion buffer de fosfatos
salino PBS 1X fue preparada diluyendo 10 veces la solucion concentrada de PBS 10X. Se empleo
una solucién comercial preparada de lugol de Gram (1:5 KI/ I,). Ademas, se prepararon diluciones
acuosas seriadas de cristal violeta en PBS1X a partir de la una solucion patron 24 mM, la cual es
la concentracion de cristal violeta empleada en la tincion de Gram [32]. Se realizaron 3 diluciones

seriadas con PBS1X de la solucién patron: 1/100, 1/10000, 1/600000.

El medio de cultivo sélido agar-BHI fue preparado a partir de agar bacteriolégico (Oxoid) y
caldo infusion cerebro corazon (Brain Heart Infusion, pH 7.4 £ 0.2 a 25°C). El medio de cultivo
liquido fue caldo hidrolizado de caseina de soja TSB (Tryptic Soy Broth, pH 7.3 £ 0.2, Bacto).
Ambos medios fueron preparados disolviéndolos en agua caliente en las cantidades indicadas por
el proveedor. Los medios de cultivo y el PBS fueron esterilizados en autoclave durante 15 minutos

a121°Cy 14.5 atm.
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3.2. Limpieza de los electrodos de oro

Electrodos de oro (99.9%) se sumergieron en una solucién de H2SO4 concentrado y H202 (30%
v/Vv) en una proporcién 3:1 durante 10 min, para remover las impurezas organicas presentes en la
superficie. Ademas, se realizd una limpieza electroquimica por voltamperometria ciclica en una
solucion 0.5 M H2SOs, en una ventana de potencial de -1.0 a 1.6 V vs Ag/AgCl (3.0 M) y a una
velocidad de barrido de 10 mV/s. Tras realizar 20 ciclos, se obtuvo el perfil caracteristico del oro
[33]. La limpieza quimica y electroquimica garantiza que los electrodos de oro presenten siempre

superficies similares, a través del perfil voltamperométrico.

3.3. Cultivo de bacterias

Las cepas Escherichia coli O157:H7 (E. coli) y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(S. aureus), fueron proporcionadas por el grupo de investigacion en bioquimica y microbiologia
(GIBIM) de la Universidad industrial de Santander. Se siguieron los controles de bioseguridad
segun la norma técnica colombiana NTC 4092 [34]. Se emple6 el método de siembra por estria
[35], introduciendo el asa con el in6culo de la cepa pura en una caja Petri con BHI, y se incub6 a
37°C por 24h. Se tomaron dos colonias del medio sélido con un asa y se introdujeron en un tubo
con 3 mL de medio liquido TSB, para incubarlas a 37°C por 12h y 200 rpm (Tubo A).
Transcurridas las 12 h, se prepar6 un nuevo indculo (tubo B) diluyendo 1/10 el prein6culo (Tubo
A) en TSB. Bajo las condiciones antes mencionadas se obtiene una poblacion bacteriana de 1x108
CFU/mL. El cultivo del tubo B fue diluido 1/1000 con TSB para obtener una poblacion bacteriana
en el intervalo de 1x10° a 1x10* CFU/mL. A partir de esta dilucion se prepararon 4 inoculos,
tomando 100puL de la dilucion y adicionado 100 pL de TSB, y se depositaron en los pozos Al, B1,

C1y D1 de la caja de 96 pozos.
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3.4. Conteo de colonias

El conteo de bacterias se realiz6 empleando el método de recuento en placa [36]. Con el propdsito
de determinar la poblacion bacteriana del pozo Al, se realizaron diluciones seriadas 1/10 a partir
del inoculo ubicado en el pozo Al, tomando 20 pL de este pozo y diluyendo consecutivamente
con 180 pL de una solucion de NaCl al 0.85% p/p en los pozos siguientes, hasta obtener las
diluciones 1/10, 1/100, 1/1000 y 1/10000. Posteriormente, se tomaron 10 pL de cada dilucién y se
sirvieron en cada uno de los cuadrantes de una caja Petri con BHI por triplicado. Se dejé incubar
a 37°C por 16 h y se contaron las colonias en cada cuadrante, empezando por la dilucion menor,
de tal manera que se utilizé para el calculo de CFU/mL aquel cuadrante con 3 a 30 colonias, de

acuerdo ala 3.

CFU
= (N ° colonias)( dilucion)(volumen servido) 3

Un procedimiento similar se realiz6 para un tiempo de incubacion de 1 h, 2 hy 3 h, en las filas
B, C y D, respectivamente. Es importante mencionar que se realizé una quinta dilucién seriada

(1/100000) para un tiempo de incubacién de 2 hy 3 h.

3.5. Medidas de impedancia eléctrica

Se realizaron medidas por triplicado de espectros de imped3.ancia eléctrica galvanostatica con un
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT204, controlado por el software Nova 1.11,
suministrando una sefial de corriente de amplitud 10pA, en un intervalo de frecuencias de 10Hz a
1MHz. Las medidas se realizaron en una celda cilindrica de cuatro electrodos, de 1 cm de

profundidad y 1 cm de didametro (Fig. 3), con una capacidad de 300 pL. Las dimensiones de los
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electrodos de oro (99.9 % pureza) fueron: 1 cm de largo y 1mm de didmetro. La configuracion de

los electrodos se muestra en la Fig. 3.

Respuesta

Perturbacion

Fig. 3. a) Arreglo de las conexiones para realizar las medidas de impedancia eléctrica en una celda
de cuatro electrodos. b) Alimentacion de la celda de medicion con una micropipeta. ¢) montaje
experimental. RE: electrodo de referencia, S: electrodo sensor, WE: electrodo de trabajo y CE:

electrodo auxiliar.

En el caso de las soluciones de cristal violeta, las mediciones de impedancia eléctrica se
realizaron en orden de mayor a menor concentracion, iniciando por la solucién patron de cristal
violeta 24 mM. Por otra parte, se realizaron medidas de impedancia eléctrica de las soluciones
presentadas en la Tabla 1. En cada medida se agregé un volumen total de 240uL, de tal manera
que en las soluciones electroliticas preparas (Tabla 1), se adicionaron ya sea 40 uL de TSB o 20uL
de lugol hasta completar el volumen con la solucién de PBS. Para las medidas de impedancia de
las bacterias en suspension se realizé el mismo procedimiento antes mencionado, s6lo que las
bacterias se encontraban en suspension en el TSB. Partiendo de los indculos preparados en los
pozos Al, B1, C1y D1, se realizé el conteo y se midio la impedancia eléctrica al tiempo inicial de

la preparacion del inoculo (pozo Al at =0 h)y después de 1 h para B1, 2 h para C1y 3 h para
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D1, que de aqui en adelante se denominaran Oh, 1h, 2h y 3 h. Las mediciones anteriores se

realizaron para las cepas, E. coli y S. aureus, obteniendo los diagramas de Nyquist y de Bode.

Tabla 1. Etiquetas de las soluciones medidas por espectroscopia de impedancia eléctrica. PBS:
solucion 1X de buffer de fosfatos salino; TSB: caldo hidrolizado de caseina de soja; CV: solucion
de cristal violeta 4 x10-5 mM; Lugol: solucion de Gram (1:5 Kl/12).

Etiqueta Solucioén

| PBS

1 PBS + TSB

11 PBS + TSB + CV

v PBS + TSB + CV + Lugol

Por otra parte, la magnitud de la conductividad se determiné a partir de los datos de la magnitud

de los datos de la impedancia eléctrica, con la siguiente expresion [6]:

Th

p(w) = mz(a)) (2)

donde p(w ) es la resistividad eléctrica dependiente de la frecuencia de la sefial de perturbacion
empleada para la medida de impedancia eléctrica Z( » ) de la solucion electrolitica, y h = 102 m

corresponde a la altura del liquido en la celda cilindrica.

3.6. Tratamiento de los datos para la diferenciacion de las bacterias
A partir de los datos de impedancia eléctrica obtenidos de la suspension de las cepas E. coli y S.

Aureus, para cada una de las frecuencias de la sefial sinusoidal de excitacién, entre 10Hz y 1IMHz,
26



DETECCION DE BACTERIAS GRAM POSITIVAS Y GRAM NEGATIVAS POR
ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELECTRICAS

se hicieron regresiones lineales de los cuatro valores de la magnitud de impedancia eléctricas
medidos en diferentes instantes de tiempo de incubacion, Oh, 1h, 2h y 3h. La razén de cambio de
la magnitud de la impedancia calculada en la regresion lineal (pendiente de la linea obtenida), fue
graficada en funcion de la frecuencia. También se grafico el coeficiente de regrecion lineal en

funcién de la frecuencia.

3.7 Limpieza de la celda y disposicion de residuos biol6gicos

Al finalizar cada medida de impedancia del inciso anterior (3.5), la muestra con bacterias contenida
en la celda se dispuso en una solucién de hipoclorito concentrado, los electrodos y la celda se
sumergieron en una solucién de hipoclorito y alcohol durante 20 minutos. Pasado este tiempo, los
electrodos y la celda se lavaron con alcohol seguido de abundante agua y se dejaron en exposicion
ultra violeta dentro de la cabina de bioseguridad durante 5 minutos antes de realizar la nueva
medida de impedancia. Terminado el proceso de medicion, las soluciones de lavado (soluciones
de hipoclorito y alcohol) se dejaron dentro de la cabina durante 24 h, y finalmente se desecharon

de acuerdo al protocolo definido por la Universidad para disponer de sustancias quimicas.
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Soluciones de
cristal violeta

Soluciones
estériles
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PBS+TSB+
Cristal violeta
(cv)

PBS+TSB+ CV+
Lugol de Gram

Fig.4. Etapas principales de la metodologia experimental.

4. Resultados y discusién

Para garantizar que las superficies de los cuatro electrodos usados presenten el mismo estado
superficial se realizd limpieza electroquimica con la aplicacion de varios ciclos
voltamperométricos consecutivos de oxidacion-reduccion hasta obtener el comportamiento
caracteristico de Au en 0.5 M H>SO4 [33], como se muestra en la Fig. 5. La eliminacion, por
medio de la limpieza electroquimica, de las impurezas en la superficie de los electrodos reduce la

aparicion de efectos termoeléctricos que alteran las propiedades eléctricas del material [6].
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Fig. 5. (a) Primer y (b) ultimo ciclo voltamperométrico (v = 100mV/s) caracteristico de un

electrodo de Au en 0.5 M H>S0O.,.

Con el fin de determinar la corriente méas apropiada para realizar las medidas de impedancia
eléctrica se evaluaron las corrientes 0.1, 1.0, 10 y 40.0 pA. Estos valores fueron seleccionados
con base en estudios previos donde se utiliz6 un montaje experimental similar al empleado en este
trabajo [6]. En la Fig. 6 se muestran los graficos de la parte imaginaria de la impedancia eléctrica
en funcion de su parte real (diagrama de Nyquist); cada curva corresponde a las propiedades

eléctricas de una solucion PBS 1X medida a diferentes amplitudes de corriente de excitacion.

Si se selecciona un valor de amplitud de corriente muy bajo, para el cual se observa ruido en la
medicion, se obtiene un alto error de medicion y si se selecciona una amplitud muy grande,
entonces, pueden ocurrir transformaciones en el sistema no deseadas [37]. Dado que, para los

valores més bajos de la sefial de excitacion, 0.1 y 1.0 gA, se observa la presencia de ruido, se
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seleccion6 10 pA como amplitud para la sefial de excitacion de corriente a utilizar en las medidas

de impedancia eléctrica galvanostatica.
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Fig. 6. Diagramas de Nyquist de PBS obtenidos suministrando distintas corrientes indicadas en la

figura.

4.1 Determinacion de la concentracion cristal violeta

Con el fin de determinar la concentracién de CV adecuada para detectar bacterias en suspension,
se midié la impedancia eléctrica de soluciones de cristal violeta de distinta concentracion,
partiendo de una concentracién de CV 24mM que corresponde a la utilizada en la tincion de Gram.
En la Fig. 7 se presentan curvas representativas de la magnitud de la impedancia eléctrica de las
soluciones de CV. Los valores de la magnitud de la impedancia eléctrica decrecen conforme la
concentracion de cristal violeta disminuye. Teniendo en cuenta los valores de la magnitud de
impedancia eléctrica de las soluciones electroliticas del medio fisioldgico PBS 1X y el medio de
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cultivo TSB (Fig. 6), las cuales son cercanas a 100 Q, se escogi6 una concentracion 4.0 x10°mM,

la cual es 6000000 veces menor que la concentracion empelada en la tincién de Gram.
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Fig. 7. Diagramas de Bode de la magnitud de la impedancia eléctrica para una serie de disoluciones
de cristal violeta, partiendo de una a) solucion patron 24mM, y diluciones b) 1/100, c) 1/10000 y

d) 1/600000.

4.2 Impedancia de soluciones electroliticas

Se realizaron medidas de impedancia eléctrica para determinar como se ven afectadas las
propiedades eléctricas del medio fisiolégico PBS al agregar (Tabla 1): 1) el medio de crecimiento
bacteriolégico (TSB), IlI) cristal violeta y 1V) Lugol (KI/I2). En la Fig.8I-1V se muestra el
diagrama de Bode de la magnitud de la impedancia eléctrica y de la magnitud de la conductividad
Fig. 8I’-1V’ en funcion de la frecuencia para las diferentes soluciones de PBS y agregados. La
magnitud de la conductividad fue obtenida a partir de los datos de la magnitud de la impedancia

empleando el inverso de la ecuacion (3).
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Fig. 8. Diagrama de (I-1V) la magnitud de la impedancia y (I’-1V”) la conductividad de soluciones
estériles, ambas en funcion de la frecuencia para: 1) PBS, Il) PBS + TSB, IIl) PBS + TSB+ CV 'y

IV)PBS+TSB+CV + L.

La solucién de PBS es la mas conductiva en comparacion con las soluciones de PBS y
agregados, debido a la presencia de electrolitos fuertes Na*, K*, PO4> y CI- que incrementan la
conductividad de la solucion Fig. 8I’. Al adicionar TSB (Fig. 8II’) a la solucion de PBS, la
conductividad disminuye, debido a la presencia de moléculas neutras (dextrosa y aminoacidos)
provenientes del TSB y a la interaccion entre las distintas especies quimicas. La conductividad
contintia disminuyendo al volver la solucion de PBS mas compleja, con la adicion de TSB y CV
(Fig. 8II’) y TSB, CV y lugol (Fig. 8TV’). Sin embargo, sale de los alcances de esta investigacion
explicar las interacciones entre las especies que ocasionan el aumento de la impedancia. Los
resultados fueron comparados con un conductimetro (triangulos presentados de manera

comparativa en la Fig. 8).
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4.3. Impedancia de bacterias en suspension

En la Fig. 9 se presentan las curvas de crecimiento de las cepas Escherichia coli 0157:H7 (E. coli)
y staphylococus aureus resistente a la meticilina (S. aureus) obtenidas por el método de conteo en
placa. Las curvas exhiben un comportamiento de tipo exponencial, aumentando de 10* a 10°

CFU/mL en 3 h de incubacion, aunque las S. Aureus crecen a una velocidad mayor que la E. coli.
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Fig. 9. (a) Conteo representativo de bacterias en placa y (b) curva caracteristica de crecimiento

CFU/mL vs el tiempo de incubacion para S. Aureus Y E. coli.

En la Fig. 10 se presentan los diagramas de Bode de la magnitud de la impedancia para las
cepas E.coli y S. Aureus, en una solucion con cristal violeta y los medios fisioldgico y
bacterioldgico (PBS y TSB), de cada uno de los tiempo de incubacion Oh, 1h, 2h y 3h, cuyo
comportamiento se asocia directamente a un aumento de la poblacion bacteriana (Fig. 10b). En el
tiempo cero de incubacion (Fig. 10a) y a bajas frecuencias (<1000Hz) se presentan los mayores

valores de impedancia para las dos cepas, esto se debe a que al inicio de la medicién (t =0 h) la
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poblacion bacteriana es la menor y, por tanto, la cantidad de metabolitos de caracter idnico en la
solucién electrolitica, propios del catabolismo de las bacterias, es la menor comparada con las de
mayor tiempo de incubacion [20]. Aungue los valores de impedancia tienden a disminuir con el
tiempo, su comportamiento es distinto para cada cepa. A altas frecuencias (>1000Hz), la
impedancia eléctrica disminuye debido a que se genera una corriente de desplazamiento a través
de la pared bacteriana, que hace que los iones del medio intracelular contribuyan con la conduccion
de la corriente y por ello se observa una disminucion de la impedancia, es decir, aumenta la

conductividad de la solucion [30].

G
o 1802 S. aureus (Gram +) 180 ‘@ E. Coli (Gram -)
S 1601 160}:\‘@
] 1c b,
- 1404 1404
Q’ 1 “\‘ \.a
Q 190 foon. 450\
g 120 1209 gh \,
- — , J\ \

100 100 3
ﬁ _ A '\a\a:\\a

_ - \
3 80 80 N
= ] ) \
=4 60 _ 60
= 404 00000, 40 .
& ] Peeaiiliiigg 3333333334 i T
g 20 T J T ! T T T T T T T T T 1 20 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
10 100 1000 10000 100000 10 100 1000 10000 100000
Frecuencia Hz Frecuencia Hz

Fig. 10. Diagramas de Bode de la magnitud de la impedancia de E.coli y S. Aureus en suspension

de PBS, TSB y CV a diferentes tiempos de incubacion a) 0 h, b) 1h, ¢) 2hy d) 3 h

Teniendo en cuenta que los valores de impedancia a frecuencias >1000 Hz para las dos cepas
son similares a los obtenidos con el mismo medio electrolitico sin bacterias (Fig. 10), el medio
intracelular no contribuye de forma significativa con la impedancia. Por tanto, de aqui en adelante
la discusion se centrara a frecuencias menores a 1000 Hz. Conforme disminuye la frecuencia en el

intervalo de 1000 a 10 Hz los valores de impedancia se incrementan hasta alcanzar un valor
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méaximo a 10 Hz. A esta frecuencia, los valores de impedancia para las dos cepas en el tiempo cero
de incubacion son de aproximadamente 180 €, mientras que para el mismo medio electrolitico sin
bacterias es de 140 Q. La diferencia en los valores de impedancia, que es de 40 €, esta relacionada
con los efectos capacitivos asociados a las paredes bacterianas que aislan el medio intracelular y
llevan a una mayor resistencia de la solucion, lo cual se ve reflejado en la disminucion de la

impedancia del medio debido a bajas frecuencias [30].
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Fig.11. Diagrama de Bode del angulo de fase de E.coli y S. Aureus en suspension de PBS, TSB

y CV a diferentes tiempos de incubaciéna) 0 h,b) 1 h,c) 2hyd) 3 h.

En la Fig 11. se presentan los diagramas del angulo de fase en funcion de la frecuencia para las
cepas E.coli y S. Aureus en presencia de CV, en los cuales se observa un incremento del angulo a
medida que la frecuencia disminuye, hasta alcanzar un maximo alrededor de 33° en el intervalo de
frecuencias de 300 a 100 Hz, lo cual muestra una transicion de un comportamiento resistivo
(angulo de fase 0°) a uno capacitivo al pasar de altas a bajas frecuencias, que esta asociado al

caracter capacitivo de paredes bacterianas que aislan eléctricamente el medio intracelular del
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extracelular [37], la cual es méas evidente para la cepa E. coli posiblemente por la diferente

composicion quimica de su pared bacteriana [23].

En la Fig. 12 se presentan las curvas de la magnitud de la impedancia en funcién de la frecuencia
para las cepas S. aureus y E. coli en presencia de cristal violeta y lugol, obtenidas a diferentes
tiempos de incubacién. La cepa S. aureus muestra una marcada disminucién progresiva de la
magnitud de la impedancia eléctrica con el aumento de la poblacion bacteriana (S. aureus Fig.
12A-D). Sin embargo, el comportamiento para la cepa E. coli es diferente, asi durante la primera
hora los valores de impedancia disminuyen, pero posteriormente aumentan de manera progresiva
(E. coli Fig. 12B-D). Estas diferencias se deben a la particular interaccion entre el CV, el lugol y
la pared bacteriana de cada cepa [13]. Teniendo en cuenta que en la literatura se ha sugerido que
la diferenciacion estructural entre bacterias podria ser realizada en funcion del tiempo de
incubacion [23], en la Fig. 13 se presenta el comportamiento de la razén de cambio en el tiempo

de incubacién de la magnitud de la impedancia eléctrica en funcion de la frecuencia.

S 180 S. Aureus (Gram+) g0 ] E. coli (Gram -)

% 160 1601

T 140 1404

8 18

E 1201 120 N

£ 100+ 1004 R

@ 15200a,,

S 80 80 @ l\\%

2 601 60

c 1 . 1 . _

[e)] 40 -1 2 '::a:aww"“f-cm.wn a0 40 1 A o, 352,

g 1 Raas s THTT ey 1 B S TTTTe TR
20 T T T T T T 1T T T - r - r - r - rr T rr T 1 11

10 100 1000 10000 100000 10 100 1000 10000 100000
Frecuencia Hz Frecuencia Hz

Fig. 12. Diagrama de Bode de la magnitud de la impedancia de S. Aureus Yy E.coli en suspensién

de PBS, TSB, CV y lugol a diferentes tiempos de incubacién A) Oh, B) 1h, C) 2hy D) 3h.
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En el intervalo de frecuencias de 100 a 10 Hz (Fig. 13) se observa una marcada diferencia en el
comportamiento de la razon de cambio de la magnitud de la impedancia eléctrica para cada cepa.
Asi, para la E. coli los valores de la razon de cambio de la magnitud de la impedancia eléctrica son
positivos, mientras que para la S. aureus son negativos; ademas, cuando la frecuencia disminuye
se observa que la razon de cambio se incrementa para cada cepa. Por tanto, estos resultados
demuestran que la metodologia aqui propuesta permite diferenciar entre bacterias Gram positivas
y Gram negativas. Cabe resaltar que la diferencia del comportamiento antes mencionado solo se
observa cuando en la suspensién bacteriana estan presentes los dos componentes principales de la

tincion de Gram: cristal violeta y lugol (Anexo 1).

Las diferencias observadas en la Fig. 13 pueden estar relacionadas con la interaccion de los
componentes principales de la tincién de Gram, cristal violeta y lugol con la pared bacteriana.
Teniendo en cuenta que la pared de la E. coli es menos permeable que la de S. aureus, por la
presencia de una membrana externa [9], una concentracion remante de cristal violeta y lugol
quedaria en la solucion como componentes del medio extracelular, de manera que el lugol podria
reaccionar con las especies de carbono cargadas, como aminoacidos cargados del medio de cultivo
TSB, para formar oligdbmeros sin carga. Ademas es posible que el lugol interactie con los
lipopolisacéridos [38], que se encuentran en gran cantidad como componentes de la pared celular
de la E.coli, formando estructuras mas complejas que pueden ocasionar un aumento de la
magnitud de la impedancia eléctrica de la solucion. Sin embargo, sale de los alcances de este
trabajo dar una mayor explicacion al fendmeno que origina el incremento progresivo de la

magnitud de la impedancia de la E. coli con el tiempo de incubacion.
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Con el fin de mostrar la sensibilidad del método, se graficaron los coeficientes de correlacion
lineal de cada una de las razones de cambio de la magnitud de la impedancia eléctrica con el tiempo
de incubacion en funcion de las frecuencias. En la Fig. 14 se observa que los coeficientes de
correlacion mas altos para la cepa S. aureus se presentan a frecuencias altas (>10000 Hz), mientras
que para la E. coli se presentan a bajas frecuencias (<100 Hz). Los bajos valores de los coeficientes
de correlacion lineal para la E.coli en comparacion con la S. aureus pueden ser atribuidos a
fendmenos de mayor complejidad que ocurren entre el CV, lugol, la pared bacteriana y los

diferentes componentes del medio extracelular.
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Fig. 13. Razon de cambio de la magnitud de la impedancia a diferentes frecuencias para las cepas

E. coliy S. aureus en presencia de cristal violeta y lugol.
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5. Conclusiones

Se evalud la espectroscopia de impedancia eléctrica como técnica para la deteccion de bacterias
Gram positivas y Gram negativas por medio de un disefio experimental de cuatro electrodos y
células en suspension. En esta investigacion se obtuvieron cultivos de S. aureus, que son bacterias
Gram positivas y E. coli, Gram negativas. A partir de experimentos de bacterias en suspension se

encontr6 que una concentracion de 10* a 108 UFC/mL permite obtener espectros de impedancia
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eléctrica que pueden ser comparados para diferenciar entre estos dos tipos de bacteria cuando se

adiciona cristal violeta y el par redox I2/1" (lugol).

Se usaron sefiales sinusoidales de corriente con frecuencias comprendidas entre 10 Hz y 1 MHz.
A bajas frecuencias (<10% Hz) se observaron propiedades eléctricas diferentes para la bacteria
Gram positiva y la Gran negativa, atribuidas a la forma particular de interaccion entre la pared

bacteriana de S. aureus (Gram positiva) y E. coli (Gram negativa) con el cristal violeta y lugol

(I2A1).

Debido a la sensibilidad de la espectroscopia de impedancia eléctrica, la concentracion de cristal
violeta utilizada para la determinacion de las bacterias fue significativamente menor (1/600.000)
que la concentracion de la tincion de Gram. Esta concentracion de cristal violeta fue seleccionada
luego de evaluar diferentes concentraciones de cristal violeta a partir de la medicion de sus

propiedades eléctricas por espectroscopia de impedancia eléctrica.

Es de anotar que para procesar los datos se utiliz6 un software especial escrito en python el cual
permite procesar los lotes de datos obtenidos de los experimentos y graficar las razones de cambio
de la magnitud de la impedancia. El tratamiento de los datos no implica un consumo de tiempo
adicional. Lo anterior permite que inmediatamente después de terminado el experimento,
aproximadamente tres horas, se pueda realizar la identificacion del tipo de bacteria. Estos
relativamente cortos tiempos para detectar el tipo de bacteria sugiere que la metodologia propuesta
podria ser utilizada para la administracion de antibidticos cuando un paciente llega a una unidad
de cuidados intensivos (UCI), ya que de la identificacion del tipo de bacteria puede depender la

expectativa de vida del paciente. EI método aqui desarrollado representa una alternativa muy
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atractiva para disminuir los tiempos de respuesta al determinar el tipo de bacteria y asi seleccionar
el antibidtico adecuado o evitar suministrarlo. Sin embargo, estudios clinicos son necesarios para

poder escalar la metodologia para su uso en la UCI.

6. Recomendaciones

De acuerdo a las diferencias encontradas a bajas frecuencias en la razon de cambio de la magnitud
de la impedancia eléctrica respecto para la E. coli y S. aureus, se recomienda evaluar un mayor
numero de cepas de tipo Gram positivas y Gram negativas para verificar que la metodologia aqui

propuesta puede ser usada para diferenciar cualquier tipo de bacteria Gram positiva 0 negativa.

Ademas, con la finalidad de explorar la potencialidad del método desarrollado, se sugiere realizar
medidas de impedancia eléctrica en medios mas complejos que los empleados en este trabajo, por
ejemplo, muestras bioldgicas infectadas por bacterias como la saliva, esputos, liquidos de abscesos

cutaneos y orina, entre otras.
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Anexo |

Anexo |. Razén de cambio de la magnitud de la impedancia a diferentes frecuencias para las cepas

E. coliy S. aureus en presencia de cristal violeta.
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