MONITORIZACION POR BIOIMPEDANCIA: PROTOCOLOS Y APLICACION

1 MEDIDA DE IMPENDANCIA DE UN CULTIVO
1.1 Principios basicos del analisis por Impedancia

El metabolismo microbiano utiliza nutrientes, mayormente moléculas de alto peso molecular (proteinas,
péptidos y carbohidratos), dando lugar a productos de descomposicion de bajo peso molecular.

Estos compuestos nuevos cargados y/o sus productos de disociacion modifican la conductividad de los
nutrientes liquidos disminuyendo su resistencia eléctrica.

Esta reduccion puede ser medida técnicamente utilizando un minimo de dos electrodos en la solucion
nutriente. Si se aplica un voltaje eléctrico AC, sobre los electrodos, la reduccién se denomina impedancia en
el campo de corriente AC, pudiendo medirse.

La tecnologia de medida se basa precisamente en este principio, donde se almacena el tiempo que
transcurre para la composicion idnica del medio.

A pesar de la reduccion de la sefial de medida, se producen curvas de medida positiva como resultado de la
representacién relativa (dando el cambio de sefial relativo con relacién al valor de comienzo), la cual
asemeja curvas de crecimiento bacteriano tipicas. (Fig. 1.1).

La curva de medida tipica BacTrac se puede dividir en 3 rangos caracteristicos:

» Fase inicial o de adaptacion
» Fase exponencial

« Fase estacionaria
Fig. 1.1 Sefial de impendancia tipica
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Durante la fase inicial o de adaptacién los microorganismos adaptan sus metabolismos a los sustratos
presentes en los nutrientes y comienzan un crecimiento exponencial.

Sin embargo, los iones resultantes todavia no pueden medirse técnicamente. Tan pron%o como el

microorganismo exponencialmente proliferante haya alcanzado una concentracion de aprox.10 —10 CFU/
ml de solucion de nutriente, las curvas de medida alcanzaran sus caracteristicos puntos de cambio y
entonces se elevaran de forma lineal durante la fase exponencial.

El punto de inflexién de la curva y la primera fase exponencial, respectivamente, poseen la mayor relevancia
para la tecnologia de medida.




Como resultado de la limitacion de nutriente o debido a la acumulacion de productos toxicos, el
microorganismo cesa el metabolismo y sus crecimientos exponenciales siguen una transicion a la fase
estacionaria. El bajo metabolismo molecular apenas incrementa y la curva de medida procede de forma
practicamente paralela al eje del tiempo.

La curva de medida tipica se establece mas rapidamente cuantos mas microorganismos se introduzcan en
la muestra de solucion de nutrientes a investigar. El tiempo necesario para la formacion de la sefial de
medida es por lo tanto, indirectamente proporcional a la carga de la muestra.

Cuanta mas alta sea la tasa de contaminacién de la muestra, mas corto sera el periodo de tiempo
antes de la formacion de la curva de medida caracteristica.

Los pocos microorganismos con materias de muestra poco contaminadas (y este es el sistema con mas
sensibilidad a este respecto) con una muy pequefia cantidad de micro‘?rgar;ismos requierira un periodo

mayor antes de alcanzar la deteccion umbral antes mostrada (aprox. 10 - 10 CFU/ ml), al contrario de las
muestras altamente contaminadas. Por otra parte, las muestras extremadamente contaminadas se detectan
después de un corto periodo analitico.

1.2 Diferencias respecto a recuento en placa (microbiologia clasica)

Aunque el andlisis por impedancia es también un proceso basado en el cultivo (evaluacion basada en la
evaluacién de microorganismos proliferantes), es considerablemente diferente detectar microorganismos
utilizando el método placa estandar (placas pobres, placas con espatula, placas de gotas, placas de
espirales).

En el proceso de cultivo en placa, los microorganismos presentes en una muestra se aislan mediante la
dilucién, de forma que cuando se introduce un nutriente apropiado, agar, seguido de la incubacién para la
proliferacién de microorganismos, se producen colongas segncillas y contables.

Una vez que el microorganismo ha proliferado a 10 - 10 células aprox., se producen colonias tipicas, las
cuales son visibles a simple vista. Después del periodo de incubacion correspondiente, que permita la
proliferacion y aparicion de los microorganismos, las colonias resultantes se pueden contar. El resultado se
multiplica por el factor de dilucién para determinar el nivel de contaminacion de la muestra.

Debido a que no hay forma de determinar objetivamente cuantos microorganismos forman una colonia
visible sobre la superficie de la placa, el resultado se da siempre en “unidades formadoras de colonias
(Colony-Forming Units-CFU).

El resultado del método placa es por lo tanto un valor de referencia estandarizado para la contaminacion
microbiolégica de una muestra, la cual no podra nunca dar el numero absoluto de proliferacion posible de
microorganismos en una muestra.

Por lo tanto, la dilucién de los microorganismos presente en la muestra a un rango contable, es esencial
para el proceso de placas, asi como la utilizacién de nutrientes semi-sélidos (placas agar) y un periodo
de incubacion suficiente (min. 24-72 horas) para permitir la observacion de las colonias. El proceso
conlieva por ello a un punto final enormemente estatico.

El analisis por impedancia es un proceso dinamico, el cual determina las capacidades metab6licas de
microorganismos proliferantes.

Por lo tanto, no es importante si los microorganismos estan presente de forma individual o en grupos; la
capacidad metabédlica de cada célula individual contribuye al metabolismo en general el cual es
responsable por si mismo para el cambio de la composicion idnica del nutriente.

Este método no solo predice el nimero de microorganismos presentes en la muestra, ademas determina
sus niveles de actividad, los cuales son decisivos en el potencial de deterioro de los microorganismos
presentes en la muestra.
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1.3 Ventajas de la microbiologia por impedancia

Con la deteccion dindmica de procesos metabolicos para medir niveles de microorganismos, se elimina la
necesidad de dilucion o separacién de microorganismos, los cuales reducen considerablemente el

tiempo de preparacion de la muestra.

El medio liquido utilizado en analisis por impedancia es mucho mas apropiado para las demandas de
proliferacion de microorganismos que el medio agar semi-s6lido en el proceso tradicional. La tasa de
proliferacion se acelera y los tiempos analiticos se reducen.

Mediante una sensibilidad de deteccién mayor, se consigue una mayor reduccion del tiempo de analisis.

Los cambios de una sefial se pueden gete7rminar mediante técnicas de medida eléctricas una vez que los
microorganismosahayagn alcanzado 10 -10 CFU/mi (como se menciona en 1.1) en comparacion con el

método placa (10 - 10 CFU para una colonia visible), la sensibilidad de deteccion excede de la del método
placa en un factor de 1000.

El tiempo analitico total para analisis por impedancia raramente excede de 24 horas. En la mayor parte de
los casos los resultados estan disponibles en pocas horas con la gran ventaja de que los resultados
estéan disponibles antes, cuanto mas contaminada esté la muestra.

Junto a la simplificacién y a la automatizacién de documentacion, las ventajas del analisis por impedancia
se pueden resumir como sigue:

« Automatizacion de un proceso basado en cuitivo

- Tiempo de deteccion considerablemente reducido (en horas)

- Preparacion mas sencilla de la muestra para determinaciones cuantitativas
« Ahorro de materiales y tiempo de trabajo

+ Mejora en el proceso de muestreo

- Documentacion sencilla y de facil comprension

2 PRINCIPIO DE MEDIDA DEL BacTrac

Cuando los microorganismos se introducen en un medio liquido, se produce la proliferacion de los mismos
que descomponen los metabolismos de alto peso molecular y metabolismos sin o con poca carga en los
sustratos de nutrientes.

Los iones resultantes producen cambios medibles en la carga y resistencia eléctrica en el nutriente.

Cuando se aplica un voltaje AC mediante al menos dos electrodos inmersos en el nutriente, este efecto
conduce a un cambio en la impedancia (= impedancia eléctrica en el campo de corriente AC, unidad de
medicién Siemens; S) y admitancia (= valor reciproco de la impedancia, unidad de medicion Ohm, Q).

El mecanismo microbiano conduce también usualmente a un incremento en la conductividad y capacidad y
por lo tanto a una caida en ia impedancia.

Todos los conceptos para la medicion técnica de impedancia, admision, conductividad, capacidad y
resistencia estan basados en diferentes estrategias de medida pero todos los parametros estan
influenciados reciprocamente.

Es importante el hecho de que la sefal eléctrica consista en un componente de conductivo y de capacidad y
que dependa de la frecuencia y la temperatura.

2.1 Medida de impedancia directa

Como ya se ha mencionado en la seccion 1.1, el cambio en la impedancia del nutriente es causado por la
descomposicién de los sustratos de nutrientes en el proceso de metabolismo microbiano. Los nutrientes de
microorganismos son normalmente pequefios 0 sin carga, pero se transforman en compuestos de gran




carga mediante el metabolismo de ios microorganismos, incrementando por tanto la conductividad del caldo
nutriente.

Como ejemplo podemos coger la glucosa (un sustrato no ionizado) en dos moléculas de &cido lactico con
el resultado de un incremento de su conductividad.

El acido lactico formado puede metabolizarse mediante la toma de 3 moléculas de oxigeno (O2) a 3
moléculas de CO2. Se producen 3 pares de iones de bicarbonato de mejor conductividad. Los iones de
hidrégeno, por ejemplo, son siete veces mas efectivos en relacién a su generacion de sefial, por lo que el
efecto del buffer del medio de nutriente es de gran importancia. La composicién del medio de nutriente es
por lo tanto un factor decisivo en la calidad de los resultados.

De forma mucho mas sencilla, el BacTrac registra el cambio de red en la impedancia en el caido de
nutrientes en intervalos regulares.

2.2 Medida de impedancia indirecta

Al igual que en el método de impedancia directa en el caldo de nutrientes, la deteccion de diéxido de
carbono (CO2) producido por el metabolismo microbiano, proporciona la opcién adicional de almacenar los
niveles de actividad de microorganismos.

En el proceso el cambio de impedancia no se detecta directamente en el nutriente, mas exactamente, es el
cambio en impedancia de una solucion de hidréxido de potasio causada por la toma del CO2 formado.

La reaccion quimica entre CO2 y la solucion KOH esta basada en la siguiente ecuacion quimica:
CO, + 2 OH- — CO4%- + H20

En este caso se pone una solucion 0.2% KOH en una celdilla de medida especial (bien sellada, con
electrodos mas cortos) y la muestra se introduce en el nutriente por medio de un recipiente aparte en la
celdilla de medida. La celdilla de medida se cierra fuertemente y se incuba. El vial interno del cultivo de la
muestra no debe estar completamente cerrado a gases, ya que no estuviera abierto, el CO2 creado durante
la incubacién no podria salir.

Todos los microorganismos de proliferacion microbiana producen CO, como producto final en el
metabolismo de la celdilia y son por lo tanto apropiados para el método indirecto.

El CO2 formado microbiolégicamente, se absorbe por la solucion de potasa cerca de los electrodos con la
produccién resultante de carbonato potasico que incrementa la impedancia de la solucion. La sefal de
medida por lo tanto indicara un progreso negativo.

La medida por impedancia indirecta por lo tanto representa un proceso rapido y sencillo con una
pronunciada mayor sensibilidad para la deteccién de produccion de CO,. Para la deteccién de levaduras y
mohos in particular, cuyos cambios raramente se registran en el método directo, ei método indirecto es
mucho mas adecuado.

2.3 Desarrollo de la sefial del BacTrac

El sistema BacTrac registra 2 valores de impedancia especificos para cada medida individual. Estos valores
se muestran como valor-M (impedancia demedio) y el valor E (impedancia del electrodo). Ambos son
mostrados como cambios relativos comparados con un valor de comienzo y estan basados en el Método de
Impedancia de Corte como principio de medida.

La medida relativa ofrece la ventaja de que todas las curvas de medida tienen un punto de comienzo
idéntico, eliminando caracteristicas especificas del producto en la conductividad que comienza.

El cambio en el valor-M es por lo tanto el cambio relativo en la reduccion de la impedancia del medio (en
porcentaje) en relacion con el valor de comienzo. El valor-M representa principaimente la parte conductiva
de impedancia. Esta influida directamente por la composicién i6nica de los medios de crecimiento y muestra




utilizada, siendo aplicable por lo tanto en medios de alta conductividad ya que sus cambios de sefal
dificilmente se pueden registrar en el caso de crecimiento microbiano.

La tecnologia de la medida por impedancia de corte sistema BacTrac permite incluso el uso de medios de
nutrientes con mayor conductividad y por lo tanto amplia significativamente las posibles aplicaciones.
Ademas de los cambios del valor-M el valor-E (impedancia de electrodo) se registrara en el concepto de
impedancia de corte. La forma en que se mide este valor de impedancia del electrodo, es la caracteristica
especial de la tecnologia de medida BacTrac.

El valor-E no es influenciado significativamente por la composicion del medio de crecimiento y es por lo
tanto mucha importancia cuando se va a utilizar un medio con un alto contenido en sal (ie.adicion de sales
como componentes selectivos para la deteccion de patdgenos).

o Para el registro del valor-E es necesario cubrir toda la superficie de los electrodos.

e Para registro de valores-M solo es importante que todos los electrodos estén en contacto con el
medio de crecimiento. Siendo suficientes 0,5mi. aprox. de medio de crecimiento para celdiilas de
medida de vidrio reutilizable y 1.0 mi para celdilla de medida de polietileno.

e Para el método de medida indirecto (CO2) el valor-E no tiene importancia.

Los instrumentos muestran los cambios relativos en la sefal de medida, mostrada en %M (M= impedancia
medio) y %E (E= impedancia del electrodo) para la duracion del periodo de medicion fijado, donde las
variables medidas se almacenan a un minimo de intervalos de 10 minutos (este valor se puede aumentar).

Debido a la alta resolucién de las medidas los cambios electronicos en M de 0.5-1% asi como para E de 2-
3% se pueden considerar importantes.

Si se compara con el resultado del valor-M, una desviacién un poco mayor es tolerable para el valor-E
debido a la aita sensibilidad en la tecnologia de registros.
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