-
/PR UNIVERSIDAD (—}Hn XX' I 2 2
SR W NACIONAL oA ) C AbA FQ
; ASDCIACIOW AR GENTIH A DE I WWET GALION ASICOGLU ICA

XXIl CONGRESO ARGENTINO DE FISICOQUIMICA Y QUIMICA INORGANICA
LA PLATA 2021

Departamento de Quimica Biologica

Facultad de Ciencias Exactas y Natural les

Universidad de Buenos Aires

DIFERENCIACION BACTERIANA MEDIANTE MEDICI(
MARCA A BAJA FRECUENCIA Y UN ANALISIS J

Galeano Yanina?, Carballo Romina R.P:¢, Bonettg

a Departamento de Qimica Biologica, Facultad de Cienciag

b IQUIFIB-CONICET, Facultad de Farmacia

c Departamento de Quimica Analitica y Fisicoquimica, Fac
celinatt@yahoo.com

INTRODUCCION

El método convencional de determinacion bacteriana (recuento en placa) es extremada
termina siendo costoso y requiere de personal clasificado. La tincion diferencial de
clasificacion fenotipica de bacterias de manera rapida y relativamente sencilla, pero ta
muestras en buen estado, y aun asi, muchas veces no es concluyente!-?.
En el area de la microbiologia, la espectroscopia de impedancia electroquimica (E
determinacion rapida (< 24 h) de presencia bacteriana mediante cambios en la impedanc
electrolito/electrodo. La impedancia de un sistema, condicionada por la resistencia de 1
frecuencias (debido al metabolismo bacteriano), y/o por la capacitancia de la doble cag
bajas frecuencias (afectada por la composicion ionica en el entorno inmediato del electrodc on molecular)!-?.

Presentamos el analisis preliminar de cambios de distintos parametros electroquimicos @ dancia (Zrel), su parte real
(Zre) y su parte imaginaria (Zim) relativas, a bajas y altas frecuencias (10 Hz y 100 kHz), o los parametros Rsol y un T
elemento constante de fase (CPE yO y CPE a) calculados a partir del ajuste a un modelo de circuito eléctrico equivalente de los

resultados (RsolCPE), obtenidos mediante EIS utilizando electrodos interdigitados de Au, durante la incubacion (260 min) de h
muestras conteniendo 4 bacterias distintas (#10%® UFC/mL) o medios de cultivo ricos, la posible correlaciéon con caracteristicas
morfologicas bacterianas (tamano, forma, presencia de lipopolisacaridos LPS y metabolismo) y un analisis multiparameétrico (PCA)
basico, que podria permitir la clasificacion de las muestras en clusters o grupos. Yy v 1

MATERIALES Y METODOS

Caracteristicas morfologicas relevantes de las cepas bacterianas utilizadas
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Cepa bacteriana Categoria Gram Longitud, |Diametro, um| Volumen celular, |

(morfologia celular) lm um3/CFU A AN

S. oneidensis (bacilo) | Gram negativa (G-) 2-3 0.4-0.7 0.59 |
P. putida (bacilo) G- 1.4-1.7 0.5-0.6 1.57 ,
B. subtilis (bacilo) |Gram positiva (G+) 4-10 0.25-1 2.15 ‘ Uus

r

Imagen de microscopia de campo claro de un ulDES (40x), la escala blanca representa 500 um (a). 2 pocillos realizados con polidimetilsiloxano (PDMS) de 80 UL de capacidad
(b). Set up utilizado para montar y conectar eléctricamente los uIDES con los cocodrilos del potenciostato (c).

RESULTADOS

Los resultados de EIS revelan que los cambios, durante la incubacion, de parametros como Z, Zim, o Zre relativas presentan un comportamiento distintivo: en los
medios de cultivo, Z y Zim relativas a 10 Hz (parametros asociados a la Cdl) aumentan 4-5 % durante la incubacion, mientras las bacterias G-, clasificacion
bacteriana segun su pared celular, presentan una gran disminucion (<19%) de estos parametros. Bacilus subtilis (una de las bacterias G+), presenta menor,
disminucion de Z y Zim relativas a 10 Hz (10-12%), pero una gran disminucion de Zre (asociado a la difusion de iones en las inmediaciones de la doble capa, L
del 26-28%.
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Diagramas de Bode de muestras conteniendo B. Valores calculados de Zrel (simbolos llenos, sin linea), Zre relativa (simbolos vacios y lineas continuas), y Zim relativa (simbolos tachados y lineas
subtilis (x); o S. oneidensis (+) al inicio (negro) y (rojo) b) en todas las muestras: medio de cultivo LB1:5 (triangulo izquierdo), TSB (estrella), S. oneidensis (cuadrado, a), P. putida (triangulo
final (verde) de la incubacion. Las flechas indican (triangulo hacia abajo, d).
el eje al que corresponde cada grafico.
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