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RESUMEN

La espectroscopia dieléctrica o espectroscopia de impedancia electroquimica es empleada tradicionalmente en el
registro y estudio de los procesos de corrosién y electrodeposicién, en la evaluacién de recubrimientos y en la
caracterizacién de muchos tipos de sensores y semiconductores. En la ltima década se han ampliado notablemente
sus aplicaciones en la Biotecnologia para la caracterizacion de células biolégicas, el diagnéstico de enfermedades y
la caracterizacién del cultivo de células. Como principio de transduccién, la técnica de impedancia ha sido aplicada
en el campo de la microbiologia como un medio para detectar y cuantificar microorganismos patégenos. El presente
trabajo revisa el estado del arte de la microbiologia de impedancia, el progreso y las aplicaciones en la deteccién
de microorganismos patégenos incluido el uso de los microelectrodos interdigitados, el desarrollo de la miniaturizacién
de la microbiologia de impedancia y la integraciéon de los biosensores de impedancia con otras técnicas como la
dielectroforesis y la electropermeabilizacién. Se hace referencia a conceptos bésicos, definiciones y fundamentos
de esta técnica, asi como se abordan los componentes, principios para el disefo del medio de cultivo y uso de
circuitos equivalentes para el andlisis de los sistemas basados en esta alternativa.
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ABSTRACT

Electrochemical impedance spectroscopy: an effective tool for rapid microbiologic diagnosis. Dielectric
spectroscopy, also called electrochemical impedance spectroscopy, is traditionally used in monitoring corrosion and
electro-deposition processes in the coating and characterization assessment of many kinds of sensors and semi-
conductors. lts application in biotechnology for the characterization of cell cultures has, however, been notably
expanded in the last decade. As a transductional principle, impedance has been applied in the field of microbiology
as a means of detecting and quantifying pathogenic bacteria. This paper reviews the state-of-the-art of Impedance
Microbiology, its progress and its applications for the detection of foodborne pathogenic bacteria, including the use
of interdigitated microelectrodes, the development of chip-based impedance microbiology and the integration of
impedance biosensors along with other techniques such as dielectrophoresis and electropermeabilization. Reference
is made to basic components, definitions and principles of this technique, as well as to the explanation of the
components and principles for cell culture design and the use of equivalent circuits for the analysis of the systems

based on this alternative.

Introduccién

El uso creciente de los sensores electroquimicos en
aplicaciones ambientales, en la industria y en el ambito
médico ha creado la imperiosa necesidad de compren-
der las propiedades de la superficie y del conjunto en
general de tan importantes sistemas analiticos. Todo
parece indicar que la comunidad cientifica ha seleccio-
nado la espectroscopia de impedancia para caracterizar
un gran namero de sistemas electroquimicos. La in-
formacion obtenida a partir del empleo de esta técnica
ha sido utilizada para la fabricacion de sensores elec-
troquimicos con excelentes propiedades (linealidad,
estabilidad térmica y temporal, entre otros).

La espectroscopia de impedancia constituye una
herramienta poderosa para lograr un rapido diagndstico
biomolecular y para el analisis en cultivos de células.
Su superioridad sobre otras técnicas de laboratorio ra-
dica en que utiliza una pequefa sefial, generalmente en
modo de tension, que minimiza las alteraciones de las
propiedades del medio, es decir, que el estimulo aplica-
do no altera las condiciones de equilibrio del sistema.
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La sefial aplicada a las muestras permite relacionar
las propiedades del liquido o sélido que se estudia,
con las variaciones o cambios obtenidos en su impe-
dancia caracteristica. Ello se debe a la estructura fisica
del material, a los procesos quimicos que ocurren en él
0 a la combinacion de ambos. Consecuentemente, la
espectroscopia de impedancia electroquimica es una
técnica no destructiva que proporciona mediciones
robustas.

M|crob|o|o?|c| de impedancia
clésica: definicion y conceptos
basicos

La impedancia eléctrica como principio de transduc-
cion hasido aplicada en una gran variedad de problemas
biolodgicos, fisioldgicos y médicos [1, 2].

Antes de comenzar a introducir en el tema de refe-
rencia es importante analizar algunos conceptos ba-
sicos. Se conoce que la resistencia eléctrica R, es la
habilidad de un elemento del circuito de resistir el flujo

1. Geddes LA, Baker LE. Principles of
applied biomedical instrumentation. New
York: John Wiley & Sons. 1989.

2. Eden G, Eden R. Enumeration of mi-
croorganisms by their dynamic AC con-
ductance patterns. IEEE Trans Biomed Eng.
1984;31(2):93-8.
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de la corriente eléctrica. La ley de Ohm define esta re-
sistencia como larelacion entre la tension y la corriente.

)

Donde:

V se corresponde con el valor de la tension e I, con
el valor de la corriente eléctrica.

El uso de la ecuacion 1 se limita solamente a un
elemento del circuito: el resistor ideal, el cual posee
varias condicionantes: 1) cumple con la ley de Ohmen
todos los niveles de tension y corriente, 2) su valor de
resistencia es independiente de la frecuencia 'y 3) las
sefiales de tensidn y corriente a través de un resistor
estan en fase.

El mundo real contiene elementos que presentan un
comportamiento mucho mas complejo. Estos elemen-
tos obligan a desechar el simple concepto de resistencia.
En su lugar se utiliza el de impedancia, que es un pa-
rametro del circuito mucho mas general. Al igual que la
resistencia, la impedancia es una medida de la habilidad
de un circuito para resistir el flujo de la corriente eléc-
trica. A diferencia de la resistencia, la impedancia no
esta limitada por ninguna de las condicionantes ex-
puestas anteriormente.

La impedancia electroquimica usualmente se obtie-
ne aplicando un potencial de corriente alterna a una
celda electroquimica y midiendo la corriente a través
de la celda. La respuesta a este potencial sinusoidal de
excitacion es una sefial de corriente alterna que puede
ser analizada como la suma de funciones sinusoidales
(series de Fourier).

Otro concepto a tener presente es el de la capacidad
0 capacitancia, la cual expresa la habilidad de un ca-
pacitor para almacenar carga eléctrica. Esta propiedad
rige la relacion existente entre la diferencia de potencial
existente entre las placas del capacitor y la carga eléctri-
ca almacenada en este,mediante la siguiente ecuacion:

c=Y @

La Ml es el registro temporal de la variabilidad de la
impedancia durante el crecimiento de microorganismos
en una muestra y se realiza colocando un arreglo de
electrodos metalicos, los cuales son sumergidos en un
medio de cultivo inoculado (Figura 1A), de este modo
se logra la medicion entre los electrodos (impedancia
bipolar) mientras crecen los microorganismos pre-
sentes. La técnica consiste en realizar mediciones de
las componentes de impedancia, por ejemplo: conduc-
tancia, capacidad, médulo de impedancia o angulo de
fase y otras, mediante el método bipolar o el tetrapolar,
con electrodos sumergidos en una celda que contiene
un medio de cultivo inoculado mantenido a temperatura
constante. Estas mediciones permiten registrar, detec-
tar, cuantificar y aun identificar determinados micro-
organismos presentes en las muestras provenientes
de la industria o de la practica clinica.

Bases de la microbiologia de
impedancia

En M, los cambios de impedancia son medidos tipi-
camente con el empleo de un par de electrodos sumer-
gidos en el medio de crecimiento o solucion reactante
(Figura 1A).

La medicion puede realizarse en dos formas, directa
o indirectamente. En la técnica directa, un par de elec-
trodos metalicos son sumergidos en el medio inocula-
do con la bacteria que se desea medir. Los productos
metabdlicos creados durante el crecimiento de mi-
croorganismos modifican la composicion del medio,
cambiando el contenido idnico, lo cual a la vez origina
un cambio de la conductividad del medio de cultivo.
Estos cambios son registrados en el tiempo al produ-
cirse variaciones en la interfaz electrodo-electrolito-
muestra. Tales modificaciones son proporcionales a la
concentracion de microorganismos vivos, que puede
ser registrada mediante técnicas impedimétricas.

La liberacion del i6n por la bacteria a su medio de
crecimiento (Figura 2) se debe a dos mecanismos prin-
cipales [3]. El primer mecanismo esta relacionado con
el metabolismo energético (catabolismo) en el cual, la

Q

3. OwickiJ, Parce J. Biosensors based on
the energy metabolism of living cells: the
physical chemistry and cell biology of ex-
tracellular acidification. Biosens Bioelec-
tron 1992;7:257-72.

bacteria consume oxigeno y carbohidratos, y produce
dioxido de carbono y &cidos organicos. Ejemplos sim-
ples indican que la conversion de glucosa de un sustrato

Donde:

C es la capacidad, medida en faradios; unidad rela-
tivamente grande que suele utilizarse en submaltiplos
como el microfaradio o picofaradio.

- : : . . ° ® 1E+6
V es la diferencia de potencial, medida en voltios.
Q es la carga eléctrica almacenada, medida en + Measurement
culombios __1E+55 - Adjustment
. _ o £
Por otra parte, la conductancia esta directamente -6
relacionada con la facilidad que ofrece un material ~q—;1E+4* Ca
cualquiera al paso de la corriente eléctrica. La conduc- Q R
tancia G y la resistencia son inversamente propor- S 1E+3 )
cionales. El valor de la conductancia de un material se g A
indica en siemens y se identifica con la letra S. Un £
- : hy ) TE+2
siemens equivale a 1/Q o también a ohm™.
Una aplicacién, con auge creciente, es el registro
automatico de impedancia en Microbiologia. La mi- TE+1 ‘ ‘ ‘ ‘
1E+1  1E+2 1E+3 1E+4 1E+5 1E+6

crobiologia de impedancia (MI) esta compuesta por
dos grandes técnicas: la MI clésica basada en las
mediciones de impedancia bipolar o la resistencia del
medio (sin considerar el fenémeno de dispersion) y la
espectroscopia de impedancia, también llamada es-
pectroscopia dieléctrica, que basa sus mediciones pre-
cisamente en la dispersion del medio.

Frequency (Hz)
(€

(B)

Figura 1. (A) Configuracién tipica de dos electrodos para la medicién de impedancia (B) Circuito equivalente
simplificado para un sistema de dos electrodos. Ca - Impedancia del electrodo; R, - Resistencia del
electrodo. (C) Curva de impedancia vs. frecuencia.
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no ionizado en dos moléculas de &cido lactico incre-
mentara la conductividad del medio de cultivo. Ademés,
el metabolismo tomara el &cido lactico y tres moléculas
de oxigeno para producir acido carbénico. EI mas
pequefio y movil ion bicarbonato es un conductor i6ni-
co mas efectivo que el idn lactato. Los iones hidrégenos
son casi siete veces méas efectivos como conductor
idnico que los iones sodio todo lo cual propicia la va-
riacion de impedancia a causa de esta accion de la
bacteria [2]. El segundo mecanismo esta relacionado
con el intercambio de iones a través de la membrana
celular (transporte activo). lones como el sodio y el po-
tasio, son activamente transportados a través de los
canales ionicos de la membrana celular (doble capa de
lipidos), los cuales sirven para regular el potencial de
membranay la diferencia de presion osmdtica entre el
interior y el exterior de las células.

A pesar de que el metabolismo energético es la causa
principal de la liberacién de iones desde la célula a su
ambiente, el proceso de intercambio de iones también
aporta una pequefia contribucion. Lo que si esta esclare-
cido es que estos procesos de liberacion de iones pro-
ducen cambios en la composicion iénica del medio de
cultivo y en su conductividad, los cuales constituyen las
bases para la medicion de los cambios de impedancia.

A diferencia de la técnica directa, la técnica indirecta
no mide directamente los cambios de impedanciaen el
medio de crecimiento bacteriano. Los electrodos, en
lugar de ser sumergidos en el medio de crecimiento
inoculado, se introducen en una solucion separada
(usualmente una solucién de hidroxido de potasio).
Los gases producidos por el metabolismo bacteriano
(principalmente el CO,) son absorbidos por la solu-
cion de hidroxido de potasio, lo cual provoca un de-
cremento en la conductancia de la solucion alcalina.

Para detectar bacterias, los sistemas de impedancia
miden los cambios absolutos o relativos en la conduc-
tancia, capacitancia o impedancia, a intervalos regula-
res de tiempo durante el crecimiento de las bacterias a
una temperatura y humedad controlada. Las sefiales
eléctricas medidas son representadas graficamente
(amplitudes en el eje de las ordenadas vs tiempo de
incubacion en el eje de las abscisas) y se producen las
curvas de variabilidad de impedancia.

La figura 3 muestra una curva de impedancia tipica
donde se aprecia que el valor de impedancia es bastante
estable en laregion inicial de la curvay luego, comienza
a decrecer. El tiempo correspondiente al punto en el
cual el valor de impedancia decrece y cruza determinado
valor umbral se define como tiempo de deteccion, tq.
Generalmente, el tiempo de deteccion no aparece hasta
que el nimero de bacterias alcanza aproximadamente
entre 10%-10” u.f.c./mL. El valor de impedancia final-
mente alcanza su limite, en este punto las bacterias
han alcanzado una alta concentracion, aproximada-
mente 10° u.f.c./mL o maés, y todos los recursos del
medio han sido metabolizados y convertidos en pro-
ductos finales. La forma de la curva de impedancia
corresponde muy bien con las tres fases de crecimiento
bacteriano tipico: Fase I, donde la bacteria metaboliza
pero no se multiplica; Fase Il de crecimiento expo-
nencial o logaritmico, donde la bacteria se multipli-
ca exponencialmente, y Fase Il estacionaria, donde
la concentracion celular se mantiene relativamente
constante [4].

Célula
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Oxigeno

procesos

Energia
metabélica
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Acido lactico

Acido carbénico

Figura 2. Representaciéon esquemadtica de los dos mecanismos principales responsables de la liberacién de
especies idnicas por células vivas: metabolismo energético (catabolismo) e intercambio de iones a través de

la membrana celular.
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Figura 3. Curva de crecimiento de impedancia con el umbral y el
tiempo de deteccién conjuntamente con las fases tipicas del
crecimiento bacteriano.

Un simple analisis tedrico, confirmado por la ob-
servacion experimental, muestra que el tiempo de de-
teccion td (tiempo necesario para que la impedancia
cruce un umbral arbitrario) se relaciona con la con-
centracion inicial de células C, por medio del modelo
representado [5]:

log(C)) = wt, + P (3)

En esta expresion, o (t > 0) y B son constantes que
dependen del tipo de microorganismo en particular,
sus condiciones de crecimiento, etc. Eden y cola-
boradores [2] obtuvieron valores experimentales de
estas constantes: oo = 0.96 y B = 7.75, para tq en horas,
y Co en ufc/mL en el medio de incubacion.

La figura 4 muestra la representacion del modelo
(3) para los valores de las constantes anteriores, la
cual indica que el intervalo del tiempo de deteccién
va desde una hora para C,, aproximadamente igual a

Biotecnologia Aplicada 2009; Vol.26, No. 1

4. Talaro KP. Foundations in microbio-
logy. 5th ed. New York: McGraw-Hill. 2005.

5. Gémez R, Bashir R, Bhunia A. Micro-
scale electronic detection of bacterial me-
tabolism. Sensor Actuators B. 2002;86:
198-208.
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C, (UFC/mL)

Td (h)

Figura 4. Relacién entre el tiempo de deteccién (Td) y la
concentracién inicial de células (Co).

10, unidades formadoras de colonias por mililitro
(u.f.c./mL), hasta ocho horas para C,, aproximada-
mente igual a 1 u.f.c/mL. Se entiende por unidad
formadora de colonias al nimero minimo de células
separables sobre la superficie (o dentro de ella) de un
medio de agar semisolido que da lugar al desarrollo de
una colonia visible del orden de decenas de millones
de células descendientes.

Microbiologia de imrgadancia )
clasica: medio de cultivo y deteccién
de salmonella

En el transcurso del tiempo, se han realizado muchos
trabajos con el propdsito de optimizar el desarrollo de
medios de cultivo a causa de que la Ml directa se basa
en la observacion de sus cambios de impedancia. Los
principios para el disefio del medio de cultivo, tan
importantes para la microbiologia tradicional, son
igualmente importantes para la MI. En primer lugar,
el medio debe ser seleccionado acorde al crecimiento
de la bacteria que se desea analizar, lo cual propor-
ciona selectividad a los métodos microbioldgicos de
impedancia. En segundo lugar, el medio debe ser for-
mulado de forma tal, que se pueda obtener dptima
variabilidad de impedancia.

La bacteria Salmonella es la principal causa de las
intoxicaciones alimentarias reportadas con mayor
frecuencia. La salmonelosis es la infeccion causada
por esta bacteria. De acuerdo con los centros de control
y prevencion de enfermedades (CDC), la salmonelosis
causa solo en los Estados Unidos, un estimado de 1.4
millones de casos de intoxicaciones alimentarias y
més de 600 muertes anualmente. Estas infecciones
provocan, en gastos médicos directos e indirectos, un
millén de millones de ddlares al afio [6]. Los métodos
microbioldgicos convencionales para la deteccion de
Salmonella spp. necesitan de tres a cuatro dias para
obtener un resultado presuntivo y de cinco a siete dias
para su confirmacion. Considerando los datos an-
teriores, la deteccion de Salmonella spp. ha sido uno
de los temas principales de estudio de la MI.

Componentes de la impedancia

Mientras la mayor parte de los métodos microbio-
l6gicos de impedancia miden solamente la conduc-

tancia del medio a una frecuencia fija, usando un par
de electrodos sumergidos en un medio inoculado,
varios estudios han encontrado que la impedancia
total durante el crecimiento bacteriano estd compues-
ta por dos elementos que pueden medirse en interva-
los de frecuencias diferentes: uno se refiere al medio,
llamado impedancia del medio o del electrolito, y el
otro es atribuido al electrodo y a la interfaz electrodo-
electrolito, denominado impedancia de la interfaz o
del electrodo [7].

Circuito equivalente para los
componentes de impedancia

La impedancia del medio y la del electrodo asi como
sus contribuciones a la impedancia total, en depen-
dencia de la frecuencia empleada, pueden ser bien
interpretadas por medio de un circuito equivalente del
sistema.

Los elementos del circuito equivalente, para que
sean Utiles, siempre deben tener su fundamento en
la electroquimica fisica del sistema. Basicamente, la
impedancia entre dos electrodos (Figura 1A) puede
ser representada por un simple circuito en serie mos-
trado en la figura 1B, compuesto por la resistencia de
la solucidn entre los dos electrodos (Rs) y los capa-
citores de la interfaz metal-muestra (uno para cada
electrodo: Cy).

Yang y col. en el 2003 [8] demostraron la factibi-
lidad de usar un circuito equivalente para analizar el
sistema de deteccion de impedancia para el crecimien-
to bacteriano. Ellos mostraron que el espectro de
impedancia obtenido en un medio de crecimiento con
1.1 x 10° u.f.c./mL de Salmonella typhimurium corres-
ponde con el espectro ajustado, representado en la
figura 1C, lo que ratifica la validez del circuito equi-
valente utilizado para justificar los cambios de im-
pedancia en el sistema.

Basado en el circuito equivalente, cuando un po-
tencial sinusoidal de corriente alterna se aplica al
sistema bajo estudio, la impedancia (z) de la seccién
entre los electrodos es una funcion de su resistencia
(Rs), de su capacitancia (Ca) y ademas, de la frecuen-
cia aplicada (f), como se expresa en la ecuacion 4:

El modelo anterior explica lo que se observa en la
curva de variabilidad de laimpedancia (Figura 3), donde
ésta siempre disminuye cuando la concentracion de
bacterias crece en el medio de cultivo. El decremento
de la impedancia es ocasionado por dos causas: la dis-
minucion de R, y el incremento de Cq. Se entiende que
las bacterias metabolizan moléculas grandes y sin car-
ga en moléculas pequefias y cargadas, lo cual ocasiona
una disminucion de la resistencia del medio (R;). El
aumento en la capacitancia de la interfaz electrodo-
muestra se relaciona con el cambio de la composicion
i6nica del medio en la vecindad més cercana a la su-
perficie metalica, la cual fortalece la formacion de una
doble capa. El valor de capacitancia depende de muchos
factores entre los que se incluyen el potencial del
electrodo, la temperatura, la concentracion iénica del
medio, los tipos de iones y las propiedades de la

Biotecnologia Aplicada 2009; Vol.26, No. 1

6. Mead PS, Slutsker L, Dietz V, McCaig LF,
Bresee JS, Shapiro C et al. Food-related
illness and death in the United States.
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and interface components in impedance
microbiology. IEEE Trans Biomed Eng.
1999,46:483-7.

8. YangL, Ruan C, Li Y. Detection of viable
Salmonella typhimurium by impedance
measurement of electrode capacitance
and medium resistance. Biosens Bioelec-
tron 2003;19:495-502.
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superficie del electrodo (rugosidad del electrodo, ab-
sorcion, etc.). En este caso, la capacitancia en la doble
capa formada puede ser expresada de forma simple
como:

Cu = ’Z—S ©)

Donde:

eq €s la permisividad dieléctrica de la doble capa
cargada; eq =€o €, € €S la permisividad del espacio
libre, y €, es la constante dieléctrica efectiva de la capa
que separa las cargas ionicas del electrodo.

Acesel drea del electrodo

d es el grosor de la doble capa.

Antes del crecimiento de las bacterias, el medio con-
tiene sustratos sin carga o débilmente cargados como
la lactosa. En el crecimiento, estos compuestos son
transformados en pequefios iones altamente cargados.
Como resultado, el nimero de moléculas polares y el
de pequefias moléculas cargadas en la doble capa
aumenta, lo cual incrementa la permisividad dieléctri-
cagq, y al mismo tiempo disminuye el grosor (d) de la
doble capa. Estos cambios combinados provocan un
incremento en la capacitancia'y como resultado, laim-
pedancia disminuye.

Laexpresion (4) también da lamejor explicacion sobre
las propiedades de la medicion de impedancia durante
el crecimiento bacteriano, el cual depende de la frecuen-
cia. Como se apreciaen la figura 1C, laimpedancia total
disminuye con el aumento de la frecuencia en el intervalo
de bajas frecuencias, desde 10 Hz hasta 10 kHz, mientras
que laimpedancia se torna independiente de la frecuen-
ciaen el intervalo de altas frecuencias (entre 10 kHz y
1 MHz). En la zona de bajas frecuencias (f < 10 kHz),
la capacitancia de la doble capa, en esencia, ofrece alta
impedancia y la convierte en la fuente principal que
contribuye a la impedancia total del sistema, de esta
forma la resistencia del medio puede ser ignorada. Esta
region se define como la region capacitiva de la doble
capa, en la cual la impedancia del electrodo puede ser
detectada (Figura 1C, region Caq).

Por otra parte, en el intervalo de altas frecuencias
(f > 10 kHz) no existe una contribucion apreciable de
la capacitancia de la doble capa. Asi, la contribucion
mas importante en laimpedancia total del sistema a las
altas frecuencias se relaciona con la resistencia del me-
dio, la cual es independiente de la frecuencia. Esta re-
gion se define como la regidn resistiva en la cual, la
conduccion de iones en el medio es dominante (Figura
1C, region Rs).Por lo tanto, los cambios en la doble ca-
pa del electrodo y los cambios en el medio durante el
crecimiento bacteriano pueden ser detectados mediante
la medicion de impedancia en diferentes frecuencias, lo
que constituye un motivo de la investigacion actual pa-
ra desarrollar nuevos sistemas, capaces de mejorar los
procesos de deteccion microbioldgicos, en cuanto a re-
solucién y tiempo de diagndstico.

Antecedentes histéricos
y aplicaciones en la biotecnologia

Puede considerarse que la Gltima década del siglo X1X
marca el inicio de la MI. Ya en 1890, el investigador
norteamericano GN Stewart comenz6 una serie de
experimentos que introducian la conductanciay la con-
ductividad como parametros para estimar el tiempo

de circulaciony el volumen cardiaco de eyeccion [9].
En julio de 1898, Stewart presenté ante la Asociacion
Médica Britanica con sede en Edimburgo, el articulo
titulado Los cambios provocados por el crecimiento
de bacterias en la concentracion molecular y en la ac-
tividad eléctrica del medio de cultivo, que dio origen a
la bacteriometria de impedancia y fue publicado al afio
siguiente [10]. Las curvas de crecimiento que él obtuvo
fueron muy similares a las que se obtienen en la
actualidad con los sistemas de impedancia disponibles
(Figura5), con la notable diferencia de la extraordinaria
rapidez de los sistemas actuales, mientras que Stewart
estuvo midiendo por mas de 30 dias.

En 1957, el investigador Schwan publica un trabajo
muy importante sobre las propiedades eléctricas de
los tejidos y células en suspension [11]; pero no fue
hasta la década del 70 que la M1 comenz6 a expandirse,
a partir de un nimero creciente de publicaciones que
le dieron gran impulso y difusién internacional. En
este periodo aparecieron trabajos muy notables de Ur
[12, 13] y Cady [14, 15]. El trabajo de los grupos de
Edensy Torry en los Estados Unidos fue el que sento
las bases de la MI, resultando en la introduccion de los
sistemas de medicion Bactometer y Malthus, respec-
tivamente [2, 16].

Desde 1975 hasta 1999 aparecieron nuevos trabajos
sobre el tema y se destacaron los aportes de Felice y
Valentinuzzi [7]. En este periodo, el nimero de publi-
caciones sobre aplicaciones practicas del método es-
tuvieron principalmente dirigidas a la industria de
alimentos y derivados lacteos, donde fue utilizado como
una herramienta para el control de la calidad. Algunas
de estas aplicaciones de deteccion y cuantificacion se
realizaron en leche cruda de vaca o pasteurizada. Cady
y col. [17] y Gnan-Luedecke [18], fueron de los pri-
meros en proponer emplear la medicion de impedancia
como método alternativo de cuentas en placa.

La medicion de impedancia también fue aplicada
con éxito en el estudio y registro de la carga microbia-
na de una amplia gama de productos alimenticios:
vegetales [19], cereales [20-21], dulces [22] y carne
[23], por nombrar s6lo algunos. Ademas, la técnica
también se empleo para identificar grupos de micro-
organismos entre los que se incluyeron coliformes en
carne [24], gram negativos en leche pasteurizada [25]
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Figura 5. Se muestra la derivada de las curvas del médulo de

impedancia para distintas bacterias de origen clinico en creci-

miento en caldo BHI a 37 °C (Felice CJ, PhD Thesis, INSIBIO-
UNT, Tucuman, Argentina, 1995).
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y salmonella [26-28]; asi como en la evaluacion de
antibioticos [29].

Las aplicaciones de deteccion y cuantificacion han
incluido también cerveza [30], vino [31], pescados
[32], productos farmacéuticos y cosméticos [33] asi
como jugo de frutas [34]. También hubo aplicaciones
en efluentes cloacales para detectar bacterias coliformes
[35] y para detectar infecciones urinarias [36] o0 en
sangre humana [37]. Una aplicacion poco comln ha
sido en la investigacion de antibiogramas [2]. En el
caso de los antibiogramas, la turbidimetria ya dispone
de equipos y experiencia al nivel comercial [38]; pero
aun no existe ningun sistema comercial automatizado
basado en la medicion de impedancia que realice
antibiogramas.

Varios instrumentos analiticos comerciales estan
basados en el principio de la Ml clésica, por ejemplo:
Malthus System (Malthus Instruments, Crawley, West
Sussex, UK), Bactometer (bioMerieux, Hazelwood,
MO, USA), técnica rapida automatizada para la medi-
cion de laimpedancia bacteriana (RABIT) (Don Whitley
Scientific Ltd., Shipley, UK) y BacTrac (Sy-Lab, Pur-
kersdorf, Austria) [29, 39-41], respectivamente.

Las técnicas de impedancia también pueden ser
utilizadas para supervisar la forma de crecimiento de
las bacterias. En 1998, Fehlhaber y Kruger encontraron
que diferentes especies de bacterias, bajo condiciones
diferentes, presentaban curvas de crecimiento de im-
pedancia especificas [42].

La aparicion de los microelectrodos interdigitados
ha revolucionado radicalmente las investigaciones en
espectroscopia de impedancia (Figura 6A). Los micro-
electrodos poseen grandes ventajas sobre los electrodos
convencionales para realizar mediciones analiticas, por
su baja resistencia y alta relacion sefial-ruido, por al-
canzar el estado estacionario mas rapido y por utilizar
pequefios volimenes de solucion [43]. En la Gltima dé-
cada, los microelectrodos en forma de arreglos inter-
digitados han recibido gran atencion en las areas de
biosensores e inmunosensores impedimétricos [44-47].

La tendencia en las investigaciones actuales en la
deteccion de elementos patdgenos esta centrada en la
fabricacion de biosensores para la medicién de es-
pectros de impedancia. Estos biosensores han sido

A B

Figura 6. Microscopia de barrido electrénico de un microelectrodo
interdigitado (A) y de los canales de un biochip de un dispositivo
microfluidico (B).

capaces de detectar uno en particular y las respuestas
obtenidas han sido mucho mas rapidas.

Aplicaciones que incluyen la determinacion rapida
de S. typhimurium han mostrado la factibilidad del uso
de los microelectrodos interdigitados para realizar
mediciones de impedancia con el objetivo de supervisar
el crecimiento de bacterias [48]. El volumen de la muestra
analizada puede ser reducido desde 10-15mL a 1-2 mL.
Ademas, el tiempo de deteccion para igual concentra-
cion inicial de bacterias se reduce a 3 6 4 horas cuando
se compara con el empleo del sistema de electrodos con-
vencionales (Figura 7).

La miniaturizacion de los sistemas de impedancia
conocidos como biochip o lab-on-a-chip para detectar
bacterias, ha aumentado la esperanza de lograr una
rapida deteccion del crecimiento bacteriano (Figura
6B). Gomez y col. [49] estuvieron entre los primeros
en fabricar tales dispositivos para detectar los cambios
de impedancia provocados por el metabolismo mi-
crobiano. La idea basica es confinar pocas células vivas
en un volumen del orden de los nanos a los picolitros,
de forma tal, que pocas células vivas en una solucién
tampodn de baja conductividad puedan ser rapidamente
detectadas por medio de la medicién de impedancia
mediante microelectrodos interdigitados. Otros tra-
bajos abordan la aplicacion de este novedoso método
conocido como MI Dielectroforética (DEPIM), com-
binado con la electropermeabilizacion que utiliza como
soporte un chip. La dielectroforesis (DEP) es el movi-
miento electrocinético de particulas polarizadas die-
léctricamente en un campo eléctrico “no uniforme”
[50]. El progreso en el desarrollo de los arreglos de
microelectrodos ha hecho de la DEP una técnica muy
Gtil en la manipulacion de las células bioldgicas en
dispositivos microfluidicos, biochips y biosensores.
Con este método, 10 ufc/mL fueron detectados en 3
horas [51-53].

La mayor parte de las aplicaciones de la MI han
sido ampliamente revisadas por destacados inves-
tigadores [54-60].

Direcciones futuras

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la
deteccion de microorganismos patégenos al combinar
la espectroscopia de impedancia con técnicas nove-
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A Convencional

S 12
10 4
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0 T T T T T
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Concentracién de Salmonella (Log ufc/ml)

Figura 7. Comparacién entre los tiempos de deteccion obtenidos
a partir de un sistema de microelectrodos interdigitados y el
sistema de electrodos convencionales para el crecimiento
bacteriano.

Biotecnologia Aplicada 2009; Vol.26, No. 1

22. Davda C, Pugh SJ. An improved proto-
col for the detection and rapid confirmation
within 48h of Salmonellas in confectionary
products. Lett Appl Microbiol 1991;13:
287-90.

23. Firstenberg-Eden R. Rapid estimation
of microorganisms in raw meat by impe-
dance measurement. Food Technol 1983;
37:64-70.

24. Martins SB, Selby MJ. Evaluation of a
rapid method for the quantitative esti-
mation of coliforms in meat by impedime-
tric procedures. Appl Environ Microbiol
1980;39:518-24.

25. Nieuwenhof FFJ, Hoolwerf ID. Detec-
tion of post-pasteurization contamination
of pasteurized milk with the Bioscreen, Ne-
derlands Instituut voor Zuivelonderzoek,
NIZO-EDE Report. 1205. Nov 1986:10.

26. Easter MC, Gibson DM. Rapid and
automated detection of Salmonella by
electrical measurement. J Hyg 1985;94:
245-62.

27. Gibson MD. Some modification to the
media for rapid automated detection of
Salmonellas by conductance measure-
ment. J Appl Bacteriol. 1987;63:299-304.

28. Ogden ID. A conductance medium
to distinguish between Salmonella and
Citrobacter spp. Int. J Food Microbiol
1988;7:287-97.

29. Gould IM, Jason AC, Milne K. Use of
the Malthus Microbial Growth Analyser to
study the post antibiotic effect of antibio-
tics. J Antimicrob Chemother 1989;24(4):
523-31.

30. Evans HAV. A note on two uses for im-
pedimetry in brewing microbiology. J Appl
Bacteriol 1982;53:423-6.

31. Henschke PA, Thomas DS. Detection
of wine yeast by electronic methods. J Appl
Bacteriol1988;64:123-33.

32. Van Spreekens KJA, Stekelenburg FK.
Rapid estimation of the bacteriological
quality of fresh fish by impedance measu-
rements. Appl Microbiol Biotechnol 1986;
24:95-6.



Nardo Ramirez y col.

Espectroscopia de impedancia para el diagnéstico microbiolégico

dosas para la manipulacion de células, y el empleo de
volimenes reducidos, se considera que la mayor li-
mitacion de esta técnica estriba en su corta edad. Avan-
ces en la microfabricacion de dispositivos y biochips,
capaces de almacenar volimenes del orden de los na-
no y los picolitros donde se confinen muy pocas bacte-
rias, son posibles; pero necesitaran al menos una déca-
da para materializarse. Otro problema seria la masi-
ficacion de estos dispositivos al punto de que no fuera
una técnica exclusiva para una pequefia élite. Un au-
mento de la sensibilidad de esta técnica es factible con
el empleo de biosensores que tengan como base nuevas
geometrias de electrodos interdigitados, unidos a un
cambio en el procesamiento matematico de los datos.

Conclusiones

Como hemos podido apreciar, la M1y sus aplicaciones
en la deteccion de microorganismos patégenos, junto
con el uso actual de los microelectrodos interdigitados,
el desarrollo de la miniaturizacién y la integracion de
los biosensores con otras técnicas como la dielec-
troforesis y la electropermeabilizacion, permitiran

desarrollos futuros. Dicha integracion tiene como ob-
jetivo principal aumentar la sensibilidad de la detec-
cién mediante el empleo de un reducido volumen de
muestra. Otros aspectos a implementar comprenden
el replanteo de sus fundamentos teéricos, el desarrollo
de nuevos componentes, principios para el disefio del
medio de cultivo y el uso de circuitos equivalentes pa-
ra el analisis de los sistemas de impedancia.

La técnica de impedancia como principio de trans-
duccién se ha convertido en un area promisoria para
el desarrollo de métodos rapidos y efectivos con el
objetivo de detectar el crecimiento microbioldgico. A
pesar de que la Ml fue establecida hace mas de 100
afios, actualmente estd entrando en una nueva etapa
basada en dispositivos miniaturizados (nanociencias
y nanoelectronica). Los avances en la microfabrica-
cion han creado las condiciones para el desarrollo de
microdispositivos y biochips, los cuales han probado
su eficacia en maximizar la sefial de impedancia, in-
crementar la sensibilidad y disminuir los tiempos de
ensayo para la deteccion de los microorganismos pa-
togenos. Esta tendencia corrobora que los métodos
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