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Efectos de un campo eléctrico pulsado aplicado en bacterias Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp. y Acinetobacter spp.

Resumen

La resistencia bacteriana representa una amenaza creciente para la salud ptblica, impulsada
por el uso indiscriminado de antibidticos y la capacidad de las bacterias para adquirir genes
de resistencia. En este estudio se evaluo el efecto de un campo eléctrico pulsado (PEF) de
bajo voltaje (10 V, 60 Hz) sobre el crecimiento, la actividad metabolica y la susceptibilidad
antibiotica de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp. y Acinetobacter
spp. Las cepas fueron expuestas a PEF durante 2, 4 y 6 horas, analizandose el recuento de
unidades formadoras de colonias (UFC), pruebas bioquimicas y perfiles de sensibilidad
antibiotica (discos de difusion y E-test). Los resultados mostraron una inhibicion temporal
del crecimiento bacteriano dependiente del tiempo y de la especie: E. coli 'y Klebsiella spp.
presentaron una disminucion marcada en UFC tras 2—4 h de exposicion, mientras que en P
aeruginosa la reduccion fue significativa a las 4 h, aunque con recuperacion posterior. En
Acinetobacter spp. se evidencié una disminucion a las 2 h, sin efecto sostenido en tiempos
mayores. Las pruebas bioquimicas no mostraron alteraciones relevantes en la mayoria de las
cepas, salvo la pérdida de produccion de indol en E. coli ATCC, reduccion de la actividad
oxidasa en P. aeruginosa y cambios ligeros en el uso de citrato en Acinetobacter spp.
Respecto a la susceptibilidad antibidtica, se observé un aumento de sensibilidad en E. coli
(ciprofloxacina y piperacilina/tazobactam) y en Acinetobacter spp. (cambio de resistente a
intermedio en TZP tras 6 h), mientras que en P. aeruginosa y Klebsiella spp. no hubo
variaciones significativas. En conclusion, la aplicacion de PEF a bajo voltaje generd efectos
subletales que inhibieron transitoriamente el crecimiento bacteriano y, en algunos casos,
modificaron la susceptibilidad antibiotica. Estos resultados sugieren que la tecnologia tiene
potencial como estrategia complementaria en el control de bacterias multirresistentes, aunque
se requieren estudios con mayor intensidad y tiempos de exposicion prolongados para inducir
efectos metabdlicos y letales més consistentes.

Palabras clave: resistencia bacteriana, campo eléctrico pulsado, susceptibilidad antibidtica,
E. coli, pruebas bioquimicas.



Abstract

Bacterial resistance represents a growing threat to public health, driven by the indiscriminate
use of antibiotics and the ability of bacteria to acquire resistant genes. In this study, the effect
of a low voltage pulsed electric field (PEF) (10 V, 60 Hz) was evaluated on the growth,
metabolic activity, and antibiotic susceptibility of Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella spp., and Acinetobacter spp. The strains were exposed to PEF for 2,
4, and 6 hours, analyzing colony-forming unit (CFU) counts, biochemical tests, and antibiotic
susceptibility profiles (disk diffusion and E-test). The results showed a time- and species-
dependent temporary inhibition of bacterial growth: E. coli and Klebsiella spp. exhibited a
marked decrease in CFU after 2—4 h of exposure, while in P. aeruginosa the reduction was
significant at 4 h, although followed by recovery. In Acinetobacter spp., a decrease was
observed at 2 h, but no sustained effect was detected at longer exposure times. Biochemical
tests did not reveal major alterations in most strains, except for loss of indole production in
E. coli ATCC, reduction of oxidase activity in P. aeruginosa, and slight changes in citrate
utilization in Acinetobacter spp. Regarding antibiotic susceptibility, an increase in sensitivity
was observed in E. coli (ciprofloxacin and piperacillin/tazobactam) and in Acinetobacter spp.
(shift from resistant to intermediate to TZP after 6 h), whereas in P. aeruginosa and Klebsiella
spp. no significant variations were found. In conclusion, the application of low-voltage PEF
generated sublethal effects that transiently inhibited bacterial growth and, in some cases,
modified antibiotic susceptibility. These findings suggest that this technology holds potential
as a complementary strategy for controlling multidrug-resistant bacteria, although further
studies with higher intensities and longer exposure times are required to induce more
consistent metabolic and lethal effects.

Keywords: bacterial resistance, pulsed electric field, antibiotic susceptibility, E. coli,
biochemical tests.



Introduccion

El uso de antibidticos como principal tratamiento hacia las enfermedades infecciosas
ha ejercido una fuerte presion selectiva sobre la genética bacteriana, contribuyendo a la
aparicion de bacterias multirresistentes (Cabrera ef al., 2007). Las especies bacterianas
multirresistentes ademas de representar un problema de salud publica también limitan el uso
de alternativas terapéuticas llevando al uso excesivo de antimicrobianos como principal
tratamiento (Lopez-Velandia et al., 2016). La resistencia bacteriana entre otras se encuentra
asociada a la presencia de beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE), cefamicinasas
plasmidicas y carbapenemasas (Soliz et al., 2022; Farifias & Martinez-Martinez, 2013),
adquiriendo resistencia a las penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos, quinolonas y
aminoglucosidos. Esto se da debido a la alta plasticidad genética de los microorganismos y
la capacidad de realizar transferencia horizontal de genes (THG), lo que hace que sus
procesos evolutivos sean mucho mas rapidos. De esta manera es posible desarrollar cambios
en los genes implicados en la efectividad del farmaco y hacerlo predominar en la poblacion
bacteriana (Fernandez, 2021). La THG se puede realizar mediante la transformacion del
material genético extracelular, transduccidon por bacteridfagos o conjugacion por pldsmidos
o transposones (Lerminiaux, & Cameron, 2018). El efecto o susceptibilidad de un
microorganismo a un antibidtico también puede variar a nivel de la cepa y del tamafio del
inéculo como se ha documentado con Staphylococcus aureus y las cefalosporinas (Munita &
Arias, 2016), por lo cual se ha acudido a usar técnicas alternativas con el fin de mitigar el uso
indiscriminado de antibioticos.

El tratamiento de las infecciones se realiza teniendo en cuenta dos enfoques 1) el
control del agente causal y 2) el manejo de los sintomas. En este ultimo, se han usado
alternativas como acupuntura acupuntura y ozono como medicina alternativa, obteniendo
resultados prometedores en cuanto a la disminucion del dolor, y tratamiento de infecciones.
Sin embargo, este tipo de tratamientos sugieren técnicas invasivas que podrian incluso
promover mas infecciones en el paciente (Bergogne-Bérézin, & Towner, 1996). Por otro
lado, el mecanismo de accion de la ozonoterapia ha sido mas estudiado ya que en paises como
Brasil este tratamiento alternativo ya se encuentra integrado en el sistema de salud publica
(Serra et al., 2023). Se han realizado estudios en los cuales se aplicaban técnicas de
acupuntura y ozonoterapia en pacientes con glaucoma crénico, a partir de los cuales no hubo
diferencia significativa entre dichos tratamientos manteniendo las lesiones de los pacientes.
Mientras que en otro estudio se realizo la aplicacion de ozonoterapia y campos magnéticos
en enfermedades como retinosis pigmentaria, obteniendo notorias mejoras y estabilidad en
el cuadro clinico del paciente (Garcia ef al., 2010).

En el estudio realizado por Garcia y colaboradores (2010), en pacientes con retinosis
pigmentaria, se obtuvieron notables mejoras luego de la aplicacion de terapia de ozono,
campos magnéticos y electroestimulacion. En consecuencia, hubo un aumento en el
suministro de oxigeno a los tejidos y de nutrientes mejorando el trofismo del tejido ocular.
Ademés, entre las propiedades de estas terapias se encuentran la recuperacion funcional



nerviosa debido a que la sintesis de ATP aumenta proporcionando mayor energia y
mejorando las funciones de los tejidos oculares (Garcia et al., 2010). También se plantea el
efecto sobre la polarizacion y despolarizacion de los fotorreceptores favoreciendo la
remodelacion celular (Lai & Singh, 2004). Por otro lado, la aplicacion de campos magnéticos
sobre heridas abiertas se ha estudiado en ratones donde se evidencia un aumento en la
velocidad de cicatrizacion durante la primera etapa del proceso disminuyendo de esta manera
el tiempo de cicatrizacion frente a los ratones control (sin aplicacion de campo magnético)
(Hidalgo de Paz et al, 2001). A partir de los resultados de Hidalgo de Paz (1995), se puede
atribuir este efecto a un agente fisico causado por las corrientes vibratorias generando
vasodilatacion en la zona adyacente a la herida, ademas de activar la division celular y la
sintesis de ADN, ARN y ATP. A pesar de la diversidad de estudios clinicos que apoyan el
funcionamiento de la terapia eléctrica y a otros estudios que la asocian con tener un efecto
placebo (Gonzélez, 2015), es necesario realizar estudios sobre un efecto directo en distintos
agentes infecciosos y causantes de enfermedades y de esta manera implementarlo como
tratamiento no invasivo, seguro y de bajo costo.

Los campos eléctricos pulsados (PEF) consiste en la aplicacion de pulsos de corta
duracién con por medio de unos electrodos; esto genera la electroporacion de las membranas
aumentando su permeabilidad siendo asi efectivo para la inactivacion de bacterias (Puértolas
et al,, 2009). El campo eléctrico puede ser aplicado de distintas maneras a través de la
modulacion de la frecuencia de onda e intensidad de éste como disminucidn en la frecuencia
de forma exponencial, ondas bipolares o pulsos oscilatorios. Estos cambios en la intensidad
de los campos eléctricos pueden dar lugar a obtener diversos efectos como la inactivacion
microbiana (15-40 kV/cm), mejora de la tasa de transferencia de masa en tejidos vegetales y
animales (0,7-3,0 kV/cm); estimulacion de las respuestas al estrés (0,5-1,5 kV/cm); y
electroporacion (0,7 kV cm) (Vivanco et al., 2021). El proceso de electroporacion puede ser
reversible o irreversible; al alcanzar cierto potencial transmembranal ocurre la formacion de
poros hidrofilicos en la membrana, y a medida que aumenta la intensidad del campo (en
amplitud, frecuencia o duracién) la electroporacion irreversible va llevando a la muerte
celular (Perminaité et al., 2023; Rems et al., 2013).

Esta tecnologia es atractiva en procesos de desinfeccion de alimentos, superficies y
tratamiento celulares. La electroporacion reversible se usa para la administracion de genes o
farmacos a las células, tiene aplicaciones médicas en la electro-quimioterapia y la
electroterapia génica (Golberg et al., 2014). La electroporacion irreversible se utiliza para la
ablacion directa y no térmica de tumores solidos, un procedimiento conocido como
electroporacion irreversible no térmica (NT-IRE) (Golberg, 2013). La combinacion de PEF
con antimicrobianos permite la sensibilizacion de los microorganismos al tratamiento
quimico y también, sobre la eliminacién efectiva de bacterias en la superficie de la piel y el
tratamiento de heridas; sin embargo, existen factores que limitan el tratamiento de
infecciones debido a que las bacterias colonizan capas profundas de la piel, ademés de los
métodos de aplicacion, inflamacion del tejido y tiempo de exposicion aun estan poco
cubiertas en la literatura (Perminaité et al., 2023). Por ultimo, es necesario considerar
aplicaciones de bajo voltaje ya que pueden presentar una ventaja evitando el aumento de
temperatura sobre el tejido o material sobre el que se esté realizando la aplicacion de PEF,
también, disminuiria las contracciones musculares y asimismo el dolor; ya que la aplicacién



de campos eléctricos de alta intensidad genera un calentamiento significativo sobre la
superficie (Perminaité et al., 2023).

La aplicacion de campos eléctricos ha sido usada con fines de desinfeccion de
alimentos y aguas residuales contra Bacillus pumilus, Clostridium botulinumm, entre otros
(Pillet et al, (2016). Pillet et al, (2016) encontraron debilitamiento en la barrera de
peptidoglicano, generando una fuga en la membrana permitiendo la presencia de acidos
nucleicos en el medio extracelular, estas modificaciones fisicas reducen las propiedades
invasivas de las bacterias. Como se observo en el estudio realizado por Kuang et al., (2024),
donde se evidenciaron cambios a nivel morfoldgico en la membrana celular de E. coli al ser
expuestas a PEF, mostrando arrugas, e irregularidades en la célula; se observaron fracturas y
fugas de material citoplasmatico. El efecto letal de los PEF ha demostrado una variabilidad
dependiendo del alimento, microorganismo, condiciones de exposicion al tratamiento y
equipo (Puértolas et al., 2009; Rems et al., 2013). Mediante la aplicaciéon de PEF se han
obtenido resultados de inactivacion de E. coli de 5; 5,35 y hasta 8.78 Logio variando la
intensidad del campo eléctrico entre 29 y 80 kV y usando agentes microbianos como en el
ultimo caso mencionado; ademas, se ha demostrado una mayor susceptibilidad de las
bacterias Gramnegativas a los PEF que las bacterias Grampositivas debido principalmente a
la composicion de su pared celular y asimismo a su mayor tamafio (Mosqueda-Melgar et al.,
2008). Por otro lado, factores como el tiempo de exposicion, voltaje y conductividad del
medio han afectado el efecto letal de los PEF (Kuang et al,, 2024). El material de los
electrodos es un factor influyente, los electrodos de acero inoxidable han demostrado una
mayor reduccion de bacterias frente a electrodos de grafito (Sandvik et al., 2013).

La adaptacion bacteriana a los PEF fue evaluada por Gusbeth et al, (2009)
encontrando que no existen alteraciones fenotipicas, en cuanto a la tolerancia eléctrica
incluso luego de 30 ciclos de tratamiento; lo anterior supone una ventaja de este tratamiento
frente a los tratamientos de desinfeccion o eliminacién de bacterias por rayos UV ya que
evita el enriquecimiento de la poblacion a una electro-tolerancia y la transmision de esta a
sus descendientes. Las bacterias son menos susceptibles a la electroporacion frente a las
células de mamiferos (debido al tamafio celular, pared celular, y estructura interna). Por lo
cual, los parametros de PEF para inactivacion de bacterias o levaduras patogenas puedan dar
como resultado la ablacion del tejido tratado (Novickij et al., 2018). Por esto, el proceso de
electroporacion generalmente no es utilizado para el tratamiento de infecciones bacterianas;
sin embargo, ha sido usado en distintas terapias con resultados eficientes en el tratamiento
para cancer, cicatrizacion de heridas en raton, y la ablacion cardiaca (Tirono et al., 2022).
Ademas, se realizd el tratamiento en secciones de carne de res obteniendo disminucion
significativa de bacterias como S. aureus y P. aeruginosa (Tirono et al., 2022). Chittams-
Miles et al (2024) hallaron que los PEF si pueden reducir la dosis efectiva de antibidticos
necesarios para combatir la infeccion, permitiendo un tratamiento mas eficiente sin aumentar
la cantidad. En procedimientos para la ablacion de tumores se ha demostrado ser
generalmente un procedimiento seguro; sin embargo, requiere de intensidades de campo
eléctrico mas bajas, y un disefio para disminuir la energia usando almohadillas de contacto
(Golberg et al., 2015).



Las bacterias Gramnegativas han sido objeto de estudio debido a su alta importancia
en el area de la salud y el alto riesgo de contraerlas durante la estancia hospitalaria (10%), y
mayor aun en salas de cuidados intensivos (40%) (Paz et al., 2008). Los bacilos
multirresistentes han demostrado ser un problema ya que se han visto altamente involucrados
en las infecciones nosocomiales. Los mas reconocidos son Pseudomonas aeruginosa,
Stenotrophomonas (Xanthomonas) maltophilia 'y Acinetobacter spp. Ademas, sus
infecciones son dificiles de tratar debido a la alta resistencia de estos géneros bacterianos a
los principales grupos de antibioticos. Los antibidticos usados generalmente son inhibidores
de betalactamasas + betalactamicos de betalactamasas, los cuales se encargan de destruir las
enzimas que inhiben la actividad de determinados betalactamicos (Seija, & Vignoli. 2006).
Ademas, las primeras opciones de tratamiento son piperacilina/tazobactam, ceftazidima,
cefepima, meropenem y aztreonam; sin embargo, su efectividad se esta viendo comprometida
por la resistencia bacteriana en entornos hospitalarios (Leon, E. 2025). Frente a cepas
resistentes, se recurre al uso de ceftolozano/tazobactam y algunos aminoglucésidos
combinados en casos de infecciones graves (Seija, & Vignoli. 20006).

Las cepas de Pseudomonas aeruginosa tienen una alta relevancia clinica debido a su
capacidad de generar infecciones graves en pacientes inmunocomprometidos ya que puede
colonizar las vias respiratorias y generar el deterioro de las funciones pulmonares. Estas
tienen diferentes mecanismos de adaptacion como lo son la produccion de B-lactamasas, la
alteracion de porinas y la sobreexpresion de bombas de eflujo, lo cual favorece su prevalencia
en el ambiente generando problemas sanitarios (Leon, E. 2025). En un estudio realizado en
el Hospital General Regional 1 del IMSS en Chihuahua, México, se encontraron 7 especies
bacterianas con multirresistencia, donde Acinetobacter baumannii, Enterobacer cloacae'y P.
aeruginosa fueron las especies que presentaron el mayor grado de resistencia. Donde se
encontro una alta produccion de metalo-f3-lactamasas y la formacion de biopeliculas (Chéavez
& Corinna, 2025). Por otro lado, tiene un alto impacto clinico debido a que hay un aumento
en la estancia hospitalaria, el uso de recursos y la tasa de mortalidad (>30%) asociada a
neumonias por ventilaciéon mecénica (Leon, E. 2025).

En bacterias de E. coli se logro la inactivacion de 1,13 £0,01 Ig UFC/mL al ser tratado
durante 60min a 0,24 kV/cm; ademas, la disminucidén se encuentra correlacionada con los
tiempos de exposicion, ya que con tiempos de 100min el nimero de E. coli se redujo en 3,09
+ 0,01 lg UFC/mL (Kuang et al., 2024). Por otro lado, en tratamientos de Acinetobacter
baumannii en infecciones de heridas por quemadura se ha obtenido la disminucién en la carga
bacteriana de acuerdo con la intensidad del voltio y al nimero de pulsos aplicados; sin
embargo, es posible que ocurra una recontaminacion de la zona desinfectada permitiendo la
recuperacion de las bacterias, por lo cual es necesario realizar la aplicacion de campos
eléctricos intermitentes durante periodos prolongados con el fin de conocer los tiempos de
recuperacion de las bacterias, evitar esta recuperacion, y lograr una eliminacién 100% de las
bacterias causantes de infecciones (Golberg et al., 2014). P. aeruginosa es responsable de
hasta el 80% de los casos de morbilidad y mortalidad a nivel mundial en cuanto a heridas
infectadas debido a la capacidad de formar biopeliculas y resistencia a farmacos, esta especie
es altamente resistente requiriendo un PEF superior a 15 kV/cm para lograr una alta tasa de
permeabilizacion (Perminaité et al., 2023; Novickij et al., 2018). Se encontré que en P.
aeruginosa hubo una disminucion en los microorganismos de la biopelicula tras la aplicacion
de corriente continua donde a medida que aumentaba el voltaje disminuye en mayor medida



los microorganismos, ademas, se descartd la variabilidad entre la concentracion de sal
(Sandvik et al., 2013).

La electricidad ha sido usada para estimular el metabolismo microbiano, en medios
de oxigenacion mediante fermentacion, o reduccion anaerdbica de contaminantes toxicos.
Mediante lo que puede ser electroporacion se generan cambios metabolicos en las bacterias
alterando el transporte de nutrientes, iones. En estudios previos se obtuvo que las bacterias
mostraron una disminucidn significativa en la tasa de crecimiento bajo la aplicacion de
campos electromagnéticos de baja frecuencia (50 Hz) por periodos de tiempo prolongados
genera disminucién en la tasa de crecimiento bacteriana. Por otro lado, la capacidad
fermentadora se vio en aumento y una disminucion en la capacidad oxidorreductora de las
bacterias (Potenza, 2004; Strasak et al, 2002). Ademads, se han observado cambios en la
actividad de las enzimas PK, SDH y ATPasa disminuyendo luego de haber aplicado el
tratamiento de PEF, afectando asi procesos metabdlicos energéticos y en procesos de
respiracion, por lo cual es posible esperar que haya mas cambios a nivel metabolico que
contribuyan a la inhibicion del crecimiento bacteriano (Kuang et al., 2024). Por ultimo,
también hay generacion de productos de hidrdlisis como cloro y perdxido de hidrogeno
(Sandvik et al., 2013).

De acuerdo con lo mencionado anteriormente, es necesario seguir explorando nuevas
estrategias terapéuticas que contribuyan al control de bacterias multirresistentes, ya que las
opciones antibidticas se estdn volviendo cada vez mas limitadas. A pesar de que la aplicacion
de campos eléctricos ha sido usada como tratamiento no convencional y funcional sobre las
bacterias, existen ain vacios de conocimiento respecto a si un voltaje bajo puede generar este
mismo efecto, si existen afecciones directamente sobre aspectos fisioldogicos y metabolicos.
Por lo tanto, este estudio busca aportar evidencia sobre el impacto de los campos
electromagnéticos sobre el crecimiento, la actividad metabdlica y la susceptibilidad
antibidtica de E. coli, Pseudomonas aeruginosa., Acinetobacter spp y Klebsiella spp.,
contribuyendo asi al desarrollo de estrategias complementarias frente a la creciente amenaza
de la resistencia bacteriana.



Materiales y métodos

Obtencion de las cepas bacterianas

Las cepas bacterianas fueron obtenidas de la Universidad Militar Nueva Granada —
Sede de medicina. Se usaron cepas de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
spp. y Acinetobacter spp. debido a su importancia en el area de la salud. El montaje
experimental se realizd con cepas de aislamientos clinicos y una cepa ATCC (E. coli ATCC
35922) a diferentes tiempos con el fin de determinar la variabilidad del efecto causado por el
tratamiento entre cepas.

Medio de crecimiento

Se us6é como medio base Agar MacConkey, el cual es un medio que aisla bacterias
Gramnegativas, ya que la presencia de sales biliares y cristal violeta impiden el crecimiento
de organismos Grampositivos. Se prepararon 2 réplicas para cada cultivo de bacterias con el
fin de observar la pureza de los cultivos.

Pruebas bioquimicas

Se realizaron pruebas que se indican en la tabla 1. La preparacion de cada uno de los
medios selectivos correspondientes y la lectura de los resultados se realiz6é de acuerdo con
las especificaciones del fabricante. Las pruebas bioquimicas se realizaron por duplicado para
cada cepa bacteriana, se realizaron al inicio y al final de la experimentacion.

Tabla 1. Pruebas bioquimicas que se realizaron a cada cepa, y sus respetivos indicadores.

Indicador
Rojo fenol
Sales de Hierro

Enzima
B-Galactosidasa
Tiosulfato reductasa,
cisteina desulfurilasa

Prueba bioquimica
Fermentacidn de azucares

Citratos Citratasa Azul de bromotinol
Motilidad - Turbidez

Urea Ureasa Rojo fenol

Sulfuros Tiosulfato reductasa, Sales de Hierro
cisteina desulfurilasa
Indol Triptofanasa Indol, 4cido piravico y
amoniaco (Tincién rosa)

Oxidasa Citocromo oxidasa indol, &cido piravico y

amoniaco (Coloracion azul)

Fuente: Laboratorio Britania SA




Pruebas de susceptibilidad /Etest

Se realizaron pruebas de sensibilidad para cada cepa bacteriana usando los
antibidticos detallados en la tabla 2. Para los antibidticos Meropenem e Imipenem se realizo
la prueba de susceptibilidad usando la prueba de Epsilon (E-Test) (Fig. 2). Cada una de estas
se realizd por duplicado para cada uno de los antibidticos y para cada una de las cepas
bacterianas utilizadas, usando las diluciones seriadas entre 1077 y 10~ para realizar los
indculos.

Tabla 2. Antibioticos evaluados agrupados por familia antimicrobiana y técnica usada

Familia de Siglas Antibioticos Técnica
antibidticos
Penicilinas TZP piperacilina / tazobactam (100 pg) Sensidiscos
Cefalosporinas FEP Cefepime (30 pg) Sensidiscos
CRO Ceftriaxona (30 pg) Sensidiscos
Fluoroquinolonas CIP Ciprofloxacina (5 ug) Sensidiscos
Aminoglucosidos CN Gentamicina (10 pg) Sensidiscos
Carbapenémicos MER Meropenem E-Test
IMI Imipenem E-Test

Fuente: Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)

Las pruebas de sensibilidad se realizaron mediante siembra en placas de agar Mueller
Hinton usando un isopo estéril; posteriormente, se colocaron los discos de antibidtico (Fig
1). La interpretacion de resultados se realizo de acuerdo con las categorias establecidas del
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) en funcion del éxito o fracaso terapéutico
(CLSI, 2020) (Canton, 2010).

Fig. 1. Prueba de susceptibilidad usando discos de antibiotico.

Para las pruebas de E-Test se realizo la inoculacion del medio en agar Mueller Hinton
realizando la siembra con hisopo estéril. La tirilla portadora del antimicrobiano se ubic6 con
la concentracion maxima cerca al borde externo de la Caja de Petri y se llevo a incubacion.



La Concentracion minima inhibitoria (CIM) se considerara en el punto en el que la elipse de
inhibicion intercepte con la tirilla (Jaramillo, 2009) (Fig 2).

Fig. 2. Prueba de sensibilidad E-Test.

Indculo para la aplicacion de PEF

El crecimiento bacteriano se llevo a cabo tomando aislados puros de bacterias E. coli,
P. aeruginosa, Klebsiella spp. y Acinetobacter spp. Posteriormente, cada aislado se cultivod
en un tubo de ensayo que contenia 10 ml de medio de caldo nutritivo (CN), y cada cultivo se
llevé a incubar durante 24h.

A partir de una solucion salina al 0.9%, se realizaron diluciones seriadas hasta 107°.
Para el conteo de Unidades formadoras de colonias (UFC) se usaron las diluciones entre 1077
y 107 debido a la velocidad de crecimiento de cada cepa bacteriana. Posteriormente se realizé
la siembra de 100 pL en cajas de Petri con agar nutritivo y esparcidas con perlas de vidrio,
esto con el fin de separar las colonias y cuantificar el nimero de colonias presentes. Las
suspensiones celulares en CN se trataron con PEF y se compararon con cultivos control; es
decir, que no se procesaron, pero se mantuvieron a la misma temperatura y durante el mismo
tiempo que cada uno de los tratamientos.

Se realiz6 una siembra y conteo de UFC en el estado inicial y otra siembra en el estado
final de cada tratamiento y control. Cada tratamiento y control se realizaron por triplicado,
por ultimo, las placas se llevaron a incubar a 37 °C y se leyeron después de 24 h (Wgsierska,
& Trziszka, 2007).

Aplicacion del campo eléctrico pulsado (PEF)

El campo eléctrico pulsado (PEF) fue producido por un generador de ondas
(Generador arbitrario de funciones rigol) y la aplicacion de campo eléctrico se realiz6 a 10V,
auna frecuencia de 60Hz (Fig. 3), se realizaron diferentes tiempos de aplicacion, obteniendo
tres tratamientos correspondientes a 2h, 4h y 6h de aplicacion del PEF. La aplicacion, se



realizd de forma indirecta conectando los electrodos a dos laminas de acero inoxidable y en
contacto con la superficie del cultivo bacteriano (Fig. 4), (Fig 5).

SENAL CUADRADA 10 V - 60 HZ

11

VOLTAJE (V)
ol

10 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04 0,045 0,05
TIEMPO (S)

Fig 3. Representacion de la sefial cuadrada de 10 V a 60 Hz empleada en los experimentos.
Fuente: Elaboracion propia

Fig 4. Montaje experimental para el tratamiento con PEF.
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Fig 5. Diagrama del montaje experimental. Fuente: Elaboracion propia.

Teniendo en cuenta que la aplicacion del campo eléctrico se realizé de forma
indirecta, se calculo el voltaje efectivo que incide sobre las bacterias dentro del tubo
de ensayo con solucion salina. Para ello se utilizé la ecuacion de continuidad del
desplazamiento eléctrico, la cual permite relacionar el campo eléctrico en dos
materiales con diferentes permitividades dieléctricas; en este caso, la solucion salina
al 0,9% y el vidrio del tubo de ensayo. De esta manera, el voltaje total aplicado (10
V) se distribuye entre ambos medios, obteniéndose que el voltaje que incide
directamente sobre las bacterias corresponde a 5,2 V, mientras que en el vidrio se
retiene la mayor parte de la caida de potencial (4,8 V). El célculo se realiz6 como se
muestra a continuacion:

Se establecid la continuidad:

D1:D2
D=¢-E
£E=¢g &

Dy =¢y &m—En
Dy =& - &y - Ey

Se obtuvo la ecuacioén de voltaje total aplicado,
y posteriormente se despejo:
€ &m Em =€ & Ey



&m " Em = & - Ey

Ecuacién del campo eléctrico en el medio:
&y E,

STTH

Sustitucion por valores experimentales:
E,, = Campo electrico en el medio
E, = Campo electrico del vidrio
d,, (Densidad del medio) = 0.016m
d, (Densidad del vidrio) = 0.001m
&, (Permitividad relativa del vidrio) = 5
&-m(Permitividad relativa del medio) = 74
Voltaje total = 10V

E,, = 0.0676 - E,

V=E, d,+E, d,
10 = (0.0676 - E,)(0.016) + E,(0.001)

Campo electrico en el vidrio:
10

%
E,=————— = 4800 —
'~ 0.0020816 m

Campo electrico en el medio:

|4
E,, = 0.0676 - 4800 = BZSE

Voltaje del medio = 325 x 0.016 = 5.2V
Voltaje del Vidrio = 4800 x 0.001 = 4.8V



Analisis experimental

Se tomaron las condiciones iniciales de cada cepa bacteriana previa a la aplicacion
del tratamiento, realizando las correspondientes pruebas bioquimicas y pruebas de
susceptibilidad. Posterior a la aplicacion del tratamiento se volvieron a realizar dichas
pruebas con el fin de conocer si existe un cambio en sus capacidades metabdlicas o su
respuesta a los antibidticos.

Para el analisis del crecimiento celular se realizaron conteos de UFC antes y después
de la aplicacion de cada tratamiento. Esto se realizdé tomando una alicuota de 100ul para
realizar la siembra en placa y tener un conteo de UFC en cajas de Petri.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizard mediante un ANOVA, con el fin de comparar entre
cada una de las cepas evaluadas y saber si existe una diferencia significativa entre
tratamientos, y entre cada cepa con su respectivo control. En los casos en los que los datos
no cumplieron los supuestos de homogeneidad y normalidad del ANOVA se realizé un
analisis de comparaciones simples. Por otro lado, el andlisis de pruebas bioquimicas y
pruebas de susceptibilidad se realizard de forma cualitativa segin lo indican las
especificaciones de cada prueba.



Resultados

Conteo de UFC

A continuacion, se presentan las UFC y el cambio para cada colonia en los
diferentes tiempos de exposicion.

E. coli ATCC

Los resultados del ANOVA muestran que no existen diferencias significativas entre
el control y el tratamiento en la cepa de E. coli ATCC, (Pr >0.05) (Fig. 6). Se realizaron
pruebas de comparacion simple donde se observo que el p. valor disminuia su valor a medida
que aumentaba el tiempo de tratamiento, siendo mas cercano al umbral (P.Value= 0.0975)

(Fig 7)

of Sum 5g Mean 5g F wvalue Pr(=F)

Tiempo 2 14492 7246 0.298 0.747
Tratamiento 1 63013 63013 2.595 0.133
Tiempo:Tratamiento 2 33601 16801 0.692 0.520
Residuals 12 291391 24283

Fig 6. ANOVA para la cepa de E. coli ATCC

fcontrasts

Tiempo = Zh:
Contrast estimate SE df t.ratio p.value
Control - voltaje 17.7 127 12 0.139 0.8919

Tiempo = 4h:
Contrast estimate SE df t.ratio p.value
Control - voltaje 108.7 127 12 0.854 0.4098

Tiempo = &h:
Contrast estimate SE df t.ratio p.value
Control - voltaje 228.7 127 12 1.797 0.0975

Fig. 7. Andlisis de comparaciones simples para cada tratamiento entre los grupos control y
voltaje para la cepa de E. coli ATCC.

En la gréafica se observa intervalos de confianza muy variables, por lo que no se
muestran diferencias; sin embargo, se observa una disminucién de UFC en el grupo “voltaje”
frente al grupo “control”. En el tratamiento de 6h de aplicacion aparenta ser una diferencia
significativa; sin embargo, mediante el andlisis de comparaciones simples no alcanza a ser
un valor significativo, por la variabilidad de los datos (Fig 8).
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Fig. 8. Cambio en las UFC de E. coli ATCC. Tras los 3 tratamientos (2h, 4h y 6h), y sus
respectivos controles.

E coli

Al realizar el ANOVA para la cepa de E.coli los datos no cumplieron con los supuestos
de homogeneidad, por lo cual se realiz6 un analisis de rangos alineados (ART). Tras realizar
este analisis se obtuvo una diferencia significativa en el factor tiempo (Pr=0.003) (Fig. 9).

of of.res F wvalue Pri=F)
1 Tiempo 2 12 9.79614 0.0030033 #*
2 Tratamiento 1 12 0.99641 0.3378836
3 Tiempo:Tratamiento 2 12 0.07289 0.9301119

Fig 9. Anélisis de rangos alineados (ART) para la cepa de E. col.

Mediante un analisis de contraste se obtuvo que la diferencia significativa se veia en
los tratamientos de 2h -4h (Pvalue=0.0257) y en los tratamientos de 2h-6h (P.Value=0.0027)
(Fig. 10).

contrast estimate SE df t.ratio p.value

zh - 4h 6.83 2.25 12 3.043  0.0257
zh - 6h 9.67 2.25% 12 4,305 0.0027
4h - 6h 2.83 2.25 12 1.262 0.4419

Fig 10. Analisis de contraste para los tratamientos de E. coli.

En la grafica no se observan diferencias significativas entre los grupos control y
voltaje de cada tratamiento; sin embargo, si se observa la disminucion de las UFC con
respecto al tiempo de tratamiento, siendo siempre menor el grupo “voltaje” menor al grupo
control (Fig 11).
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Fig 11. Cambio en las UFC de E. coli. Tras los 3 tratamientos (2h, 4h y 6h), y sus
respectivos controles.

P. aeruginosa.

Al realizar el analisis de ANOVA con la cepa de P. aeruginosa. Se encontrd que los
datos no cumplen con los supuestos de homogeneidad y normalidad de los datos, por lo que
se aplicd un analisis de rangos alineados (ART) como alternativa frente al ANOVA
tradicional. Mediante el analisis de ART se obtuvo una diferencia altamente significativa en
los factores de tiempo y tratamiento (Pr=0.003 y Pr=0.002, respectivamente), ademas, se
observo una relacion entre estos factores tiempo:tratamiento (Fig. 12).

of of.res F wvalue Pri=F)
1 Tiempo 2 12 9.53828 0.0032386 #*
2 Tratamiento 1 12 14,7742 0.0023366 *#*
3 Tiempo:Tratamiento 2 12 24,5805 5.7048e-035 ##*

Fig 12. Analisis de rangos alineados (ART) para la cepa de P. aeruginosa

Mediante un analisis de contraste se obtuvo que la diferencia significativa se veia en
los tratamientos de 2h -4h (Pvalue=0.0039) y en los tratamientos de 4h-6h (P.Value=0.0142)
(Fig. 13).

Contrast estimate SE df t.ratio p.value

Zh - 4h 9.33 2.27 12 4,104 0.0039
zh - &h 1.67 2.27 12 0.733 0.7492
4h - 6h -7.67 2.27 12 -3.371 0.0142

Fig. 13. Analisis de contraste para los tratamientos de P. aeruginosa.

Por ultimo, al realizar la grafica se observd que entre los datos de control y voltaje de
2h de aplicacion no se encontré una diferencia significativa a pesar de que las UFC si
disminuyeron. Para los tratamientos de 4h y 6h si hubo diferencia significativa, donde tras



4h de aplicacion las UFC tuvieron una marcada disminucion frente a las UFC del control,
por el contrario, el tratamiento de 6h tuvo un aumento de UFC tras la aplicacion del campo
eléctrico generando (Fig. 14)
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Fig. 14. Cambio en las UFC de P. aeruginosa. Tras los 3 tratamientos (2h, 4h y 6h), y sus
respectivos controles.

Acinetobacter spp

Al realizar el de ANOVA para la cepa de Acinetobacter spp no se observé diferencia
significativa en para el tiempo, ni para el tratamiento; sin embargo, se observo una diferencia
significativa en la interaccidon entre tiempo y tratamiento (Pr= 0.0167) (Fig. 13A). Los
analisis post-hoc tanto para el factor tiempo como para el factor tratamiento no mostraron
diferencias significativas (Fig 15B y 15C).

A ) Df Sum 5q Mean 5q F value Pr(=F)
Tiempo 2 Qa1 341 Q.221 0.8047
Tratamiento 1 1721 1721 1.118 0.3113
Tiempo:Tratamiento 2 18072 9036 5.868 0.0167 *
Residuals 12 18479 1540

B UFC groups C
6h -7.00000 a UFC groups

’ roltaje  -5.555356 a
4h -17.33333 a voita]
Sh -71. 66667 3 Control -25.111111 a

Fig 15. (A) ANOVA de Acinetobacter spp (B) Analisis post-hoc de Acinetobacter spp.
Agrupada por tratamientos (2h, 4h y 6h). (C) Anélisis post-hoc de Acinetobacter spp
Agrupada por grupos control y voltaje.

Teniendo en cuenta lo anterior, se procedio a realizar comparaciones simples dentro
de cada tiempo para evaluar el efecto especifico de cada tratamiento. Mediante este analisis
se observd diferencia significativa tras una aplicacion de campo eléctrico de 2h
(Pvalor=0.0495), los tratamientos de 4h y 6h no mostraron una disminucion significativa, sin



embargo, si se obtuvo una disminucién dando PValores marginales (P. value-4h=0.0579 y P.
value-6h= 0.0797). (Fig. 16)

fContrasts
Tiempo = 2h:

contrast estimate SE df t.ratic p.value
control - wvoltaje 70.0 32 12 2.185 0.0485
Tiempo = 4h:

contrast estimate SE df t.ratic p.value
control - wvoltaje -67.3 32 12 -2.101 0.0574
Tiempo = 6h:

contrast estimate SE df t.ratic p.value
control - wvoltaje -61.3 32 12 -1.914 0.0797

Fig. 16. Analisis de comparaciones simples para cada tratamiento entre los grupos control y
voltaje.

Por ultimo, en la grafica se observa una diferencia bastante marcada entre el control
y tratamiento de 2h de aplicacion. Mientras que, en los tratamientos de 4h y 6h el valor de
UFC fue mayor frente a su respectivo control. (Fig. 17).
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Fig 17. Cambio en las UFC de Acinetobacter spp. Tras los 3 tratamientos (2h, 4h y 6h), y
sus respectivos controles.

Klebsiella spp.

Al realizar el ANOVA para la cepa de Klebsiella spp. Se obtuvo una diferencia
significativa entre los diferentes tiempos y entre el control y tratamiento (Pr <0.05); sin
embargo, la interaccion no muestra una diferencia significativa marcada, aunque existe una
tendencia a la disminucién de UFC (Pr= 0.08395) (Fig. 18A). Con el fin de observar las
diferencias con mayor detalle se realizaron las pruebas de comparacion de Duncan y Tukkey



(Fig. 18B y 18C), donde se observo una diferencia significativa entre el tratamiento de 2h,
con los tratamientos de 4h y 6h, mostrando una mayor disminucién de UFC tras 2h de
aplicacion, mientras que en los tratamientos de 4h y 6h la disminucion fue menor (Fig. 18).
Por otro lado, también se realizd la comparacion entre tratamientos y control, mostrado una
diferencia significativa entre estos dos ya que al aplicar el campo eléctrico las UFC
disminuian dejando resultados negativos, mientras que el control mantenia resultados
positivos indicando un aumento en las UFC (Fig. 18C)

A Df Sum Sg Mean 5g F value Pri(=F)
T'ier'lpn::r 2 110354 55177 7.243 0.00865 **
Tratamiento 1 50139 50139 6.582 0.02475 *
Tiempo:Tratamiente 2 46733 23367 3.067 0.083935 .
Residuals 12 91415 7618

B urc groups || C UFC groups
4h 27.166667 2|l control 13.55556 a
&h 4,333333 a . !
2R -149. 166667 b voltaje -92.00000 b

Fig 18. (A) ANOVA Klebsiella spp. (B) Analisis post-hoc de Klebsiella spp. Agrupada por
tratamientos (2h, 4h y 6h). (C) Anélisis post-hoc de Klebsiella spp. Agrupada por grupos
control y voltaje.

En la siguiente grafica se observa la marcada disminucion de UFC a las 2h del tratamiento;
mientras que a las 4h y 6h, aunque si disminuyen las UFC la diferencia no es significativa
debido a la desviacion de los datos (Fig 19).
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Fig. 19. Cambio en las UFC de Klebsiella spp. Tras los 3 tratamientos (2h, 4h y 6h), y sus
respectivos controles.



Pruebas bioquimicas

Los resultados de las pruebas bioquimicas antes y después de cada tratamiento
mostraron ligeras diferencias en las cepas de E. coli ATCC, Pseudomonas aeruginosa., y
Acinetobacter sp (Fig 20). Para la cepa de E. coli ATCC se mostrd que luego del tratamiento
de 6h esta pierde la capacidad de producir indol (Fig 20B). En la cepa de Pseudomonas
aeruginosa. La cepa pierde la capacidad oxidativa tras el tratamiento de 2h, mientras que los
tratamientos de 4h y 6h conserva la capacidad oxidativa (Fig 20C). Por ultimo, para la cepa
de Acinetobacter spp. Se mostrd un ligero cambio en la capacidad de usar citrato tras la
aplicaciéon de 2h y 4h de tratamiento; sin embargo, esta capacidad se mantuvo en el
tratamiento de 6h (Fig 20E).

E. coli Control | T.2h T.4h | T.6h E. coliATCC | Control | T.2h | T.4h | T.6h
TSI pos 3 pos3 | pos3 | pos3 TSI Pos3 | Pos3 | Pos3 | Pos3
CIT neg neg neg neg CIT neg neg neg | neg

Motilidad pos pos pos pos Motilidad Pos Pos Pos | pos
Sulfuro neg neg neg neg Sulfuro neg neg neg | neg
Indol pos pos pos pos Indol Pos Pos Pos | neg
UREA neg neg neg neg UREA neg neg neg | neg
Oxidasa neg neg neg neg Oxidasa neg neg neg | neg
A B
P. aeruginosa. | Control | T.2h | T.4h | T.6h | Kiebsiella spp. | Control| T.2h | T.4h | T.6h
TSI neg neg neg neg TSI pos3 | pos3 | pos3 | pos3
CIT neg neg neg neg CIT neg neg neg neg
Motilidad pos pos | pos | pos Motilidad pos pos | pos | pos
Sulfuro neg neg | neg | neg Sulfuro neg neg | neg | neg
Indol neg neg | neg | neg Indol neg neg | neg | neg
UREA neg neg neg neg UREA pos pos pos pos
Oxidasa pos neg pos | pos Oxidasa neg neg | neg | neg
C D
Acinetobacter spp. | Control | T.2h | T.4h | T.6h
TSI neg neg neg neg
CIT pos +- +- pos
Motilidad neg neg neg neg
Sulfuro neg neg neg neg
Indol neg neg neg neg
UREA neg neg neg neg
Oxidasa neg neg neg neg
E

Fig 20. Pruebas bioquimicas tras la aplicacion de cada uno de los tratamientos (2h, 4h y
6h), y para cada cepa evaluada. (A)Pruebas bioquimicas para E. coli. (B) Pruebas
bioquimicas para E. coli ATCC. (C) Pruebas bioquimicas para P. aeruginosa. (D) Pruebas
bioquimicas para Klebsiella spp. (E) Pruebas bioquimicas para Acinetobacter spp.




Pruebas de sensibilidad

Tras la aplicacion de pruebas de sensibilidad para las cepas de E. coli se encontrd un
cambio en la sensibilidad de CIP, FEP, CN, CRO y TZP tras la aplicacion de tratamiento de
2h, generando una mayor resistencia de la cepa; sin embargo, la aplicacion de los tratamientos
de 4h y 6h la sensibilidad de la cepa se mantuvo en sensible e intermedio (Fig. 21A). Para la
cepa de E.coli ATCC se evidencidé un cambio en la sensibilidad tras la aplicacion de los
tratamientos de 4h y 6h donde la cepa de volvio resistente para los antibioticos CIP, FEP y
CN (Fig.21B). Para la cepa de P. aeruginosa. Presenta una resistencia basal a cefalosporinas
(FEP, CRO, TZP), pero sigue sensible a carbapenémicos y algo a quinolonas. Donde
inicialmente pudo establecerse un halo de inhibicidn; sin embargo, la bacteria creci6
nuevamente sobre el halo formado (Fig. 21C). Para la cepa de Klebsiella spp. Se encontrd
que la cepa es resistente para gran parte de los antibioticos, y adaptada totalmente a CRO y
posible adaptacion al TZP; por otro lado, para IPM se encontr6 una resistencia intermedia en
la cepa control, mientras que tras la aplicacion de los tratamientos de 2h, 4h y 6h la cepa se
volvio sensible (Fig. 21D). Por ultimo, la cepa de Acinetobacter spp. mostrd una resistencia
para varios beta-lactdmicos; sin embargo, como se observa en TZP se puede observar un
cambio de resistente a intermedio tras la aplicacion del tratamiento de 6h (Fig. 21E).

E. Coli Control | T.2h T.4h T.6h E. ColiATCC | Control | T.2h T.4h T.6h
CIP (mm) 2,5 1 2,8 3 CIP (mm) 3,2 3,2 1,6 1,6
FEP (mm) 2 0,7 2,3 2,4 FEP (mm) 3 3 1,4 1,8
CN (mm) 2 0,5 21 1,9 CN (mm) 2 1,8 1,4 1,2
CRO (mm) 2,5 1 3,2 3 CRO (mm) 2,8 2,6 2,6 2,2
TZP (mm) 1,4 0,5 2 2,1 TZP (mm) 2,2 2 2 1,8
IPM My 1 0,5 0,5 1 IPM (cmiy 0,25 0,25 1 1
MEMew | 0,094 | 0,008 | 0,094 | 0,064 MEMew, | 0,015 |0,015| 0,015 | 0,03
A
P. aeruginosa. | Control | T.2h | T.4h | T.6h Klebsiella spp. | Control| T.2h | T.4h T.6h
CIP (mm) 3 2,6 2,6 2,6 CIP (mm) 1,8 1,5 2 2
FEP (mm) 0 0 0 0 FEP (mm) 0 0 1,5 0
CN (mm) 1,8 1,6 1,8 1,6 CN (mm) 1,1 1,3 1,2 1,1
CRO (mm) 0 0 0 0 CRO (mm) 0 0 0 0
TZP (mm) 0 0 0 0 TZP (mm) 0 1,6 0 0
IPM (cm) 4 4 2 6 IPM (cmy) 2 1 1 1
MEM (cm) 0,25 0,5 0,5 0,25 MEM cm) 0,19 0,19 0,19 0,125




Acinetobacterspp. | Control | T.2h | T.4h | T.6h
CIP (mm) 1.6 1.8 1.9 2
FEP (mm) 1.5 1.5 1.9 1.9
CN (mm) 1.2 1,1 1.5 1.3
CRO (mm) 2.3 2.2 2.4 2
TZP (mm) 0 0 0 1.9
IPM cmy 0.5 1 0.5 1
MEM cm 0.125 |0.047 | 0.047 | 0.047

E

Fig 21. Pruebas de sensibilidad tras la aplicacion de cada uno de los tratamientos
(2h, 4h y 6h), y para cada cepa evaluada. CRO: Ceftriaxona (30 pg), CN:
Gentamicina (10 pg), FEP: Cefepime (30 pg), CIP: Ciprofloxacina (5 pg), TZP:
piperacilina / tazobactam (100 pg), MER: Meropenem (E-test), IMI: Imipenem (E-
test). Sensible: Verde, Intermedio: Rosado, Resistente: Rojo. (A)Pruebas de
sensibilidad para E. coli. (B) Pruebas de sensibilidad para E. coli ATCC. (C)
Pruebas de sensibilidad para P. aeruginosa. (D) Pruebas de sensibilidad para
Klebsiella spp. (E) Pruebas de sensibilidad para Acinetobacter sp



Discusion

La aplicacion de campos eléctricos ha sido usada constantemente para la desinfeccion
de superficies y alimentos; sin embargo, tltimamente se han realizado estudios sobre el efecto
de los campos eléctricos y electromagnéticos en el funcionamiento de las células bacterianas,
en aspectos sobre su morfologia, crecimiento, efectos en el ADN y susceptibilidad a
antimicrobianos (Hosny et al., 2025). En el presente estudio se realizo la aplicacion de
campos eléctricos pulsados a 10V provocando una disminucién en el crecimiento bacteriano,
en la cepa de E. coli ATCC se observo una ligera disminucion tras la aplicacion de 4h y 6h,
a pesar de no tener una diferencia significativa, cuando el tiempo de exposicion al campo
eléctrico era mayor se generaba una mayor disminucién en las UFC del voltaje frente a las
UFC del control (Fig 8). Similar se observo en las cepas de E. coli donde las UFC disminuian
en mayor medida con un tiempo de exposicidon mayor; sin embargo, en esta cepa no se
muestran valores significativos entre las UFC del control y las UFC del voltaje (Fig. 11). Los
efectos eléctricos en E. coli pueden variar a nivel de cepa debido a los factores de ambiente
en los que se hayan recolectado cada una de las cepas, ademas, el proceso de electroporacion
en esta bacteria se da a partir de 10-20 kV/cm de intensidad dentro de 10—40 pulsos de 30—
500 ps de longitud, por lo cual no es posible decir que en este caso existe una electroporacion
irreversible, ya que el voltaje aplicado fue en gran medida menor (Rockenbach et al., 2019).

En las cepas de Klebsiella spp., P. aeruginosa. Y Acinetobacter spp. Se observo una
diferencia significativa tras la exposicion de 2h (Klebsiella spp. y Acinetobacter spp.), y 4h
(P. aeruginosa). Debido al voltaje aplicado (10V) es posible que los efectos no persistieran
por lo cual unicamente se ve una disminucion marcada en estos intervalos de tiempo (2h y
4h), mientras que la aplicacion de 6h no mostré un efecto, al contrario, permitié6 un
crecimiento normal de las cepas (Fig. 19, 14 y 17, respectivamente). Para cada
microorganismo es necesario una intensidad distinta dependiendo del didmetro celular, como
se menciona en Rockenbach, y colaboradores (2019), donde S. cerevisiae tiene un didametro
aproximadamente 4 veces mayor que E. coli, lo cual reduce significativamente la intensidad
de campo requerida, asi mismo la fuerza i6nica del medio en el cual se esté aplicando el
campo eléctrico el tener una mayor fuerza i6nica aumenta la conductividad y, por lo tanto,
reduce el voltaje/intensidad de campo necesario para la electroporacion irreversible.
Teniendo en cuenta estos aspectos de variabilidad en el presente estudio no se alcanza a lograr
una electroporacion irreversible, por lo cual lo que logra es una estimulacion subletal donde
el crecimiento se inhibe momentaneamente (Wang et al., 2017).

El efecto subletal en una célula es el punto final de diversos eventos de sefializacion,
donde se afectan factores de crecimiento, funcionamiento de diversas rutas metabolicas,
produccion de energia, ademds, también se pueden observar en los cambios metabolicos
adaptativos generados como consecuencia de la expresion génica en las células expuestas a
factores de estrés, como el tratamiento con PEF (Wang et al., 2017). En un estudio realizado
por Wang, y colaboradores (2017) se observd que la proporcion de células con lesiones
subletales (CSI) alcanzé un méximo tras 50 pulsos a 12,0 kV/cm para S. cerevisiae y 16,5
kV/cm para Dekkera bruxellensis, Lo cual permite ver que en la electropermeabilizacion es
posible que ocurra una re-contaminacion.



Las células bacterianas al ser expuestas a frecuencias entre 45-60Hz tienden a ser mas
sensibles a la permeabilizacion durante la fase de latencia y la fase exponencial, mientras que
durante la fase estacionaria no ocurre este proceso (Loghavi et al., 2009; Loghavi et al.,
2007). Al ser sometidas a este tratamiento puede ocurrir una hiperpolarizaciéon de la
membrana, lo cual afecta su potencial y asimismo el sistema de transporte de iones generando
un dafio celular, lo cual ha logrado la disminuciéon durante los primeros momentos de la
aplicacion del campo eléctrico (Hosny et al., 2025). Asi mismo, las proteinas aumentan en la
membrana celular conforme envejece la célula, por lo tanto, el contenido lipidico disminuye
haciendo que esta pierda su fluidez y asimismo su tasa de permeabilidad, explicando asi el
cambio en el crecimiento celular (Loghavi et al., 2009; Loghavi et al., 2007).

Las capacidades metabolicas de las cepas evaluadas no presentaron un cambio
significativo en la mayoria de las pruebas bioquimicas aplicadas. Este resultado puede
interpretarse como una consecuencia de la insuficiencia en la exposicion a los campos
eléctricos, ya que la duracion e intensidad del tratamiento aplicado en este estudio podrian
no haber sido lo bastante altas para inducir un efecto metabolico evidente. En este sentido,
Hosny y colaboradores (2025) reportaron que la produccion de proteasa extracelular se vio
significativamente afectada unicamente tras exposiciones prolongadas de 6 y 12 horas, lo que
sugiere que los tratamientos mas cortos, como los empleados en nuestro trabajo, pueden no
alcanzar el umbral necesario para generar alteraciones medibles.

En relacion con la prueba de oxidasa, los resultados obtenidos refuerzan esta
interpretacion. Aunque a las 2 horas de exposicion se observo una reduccion en la produccion
de la enzima, dicha variacion no fue suficiente para considerarse estadisticamente
significativa. Sin embargo, al extender la exposicion a 4 y 6 horas se detecté un cambio hacia
la positividad en la produccion de oxidasa (Fig. 20C). Este comportamiento podria explicarse
considerando que las enzimas, en general, suelen presentar una mayor resistencia a la
inactivacion mediante campos eléctricos pulsados (PEF) en comparacion con las células
microbianas, debido a factores como la intensidad del campo, la duracion de la aplicacion y
la forma del pulso, tal como lo sefialan Ohshima y colaboradores (2007).

Adicionalmente, debe considerarse que el comportamiento de la oxidasa no
necesariamente refleja una pérdida total de actividad enzimatica, sino mas bien una dinamica
de regulacion genética. De acuerdo con lo propuesto por diversos autores, la expresion de los
genes que codifican para oxidasa podria tener un caracter compensatorio, es decir, que, ante
la pérdida funcional o disminucion en la produccion de una oxidasa especifica, el
microorganismo activa rutas alternativas que inducen la sintesis de otras oxidasas, de manera
que el efecto neto no se traduce en un cambio significativo. Esta capacidad de compensacion
metabolica explicaria por qué, aun cuando se observa una tendencia inicial a la disminucion,
posteriormente se recupera la actividad detectable de la enzima tras tiempos de exposicion
mas prolongados.

Por ultimo, otro aspecto a considerar es la posible integridad de los canales
encargados de la excrecion de enzimas extracelulares. Es probable que la intensidad del
tratamiento aplicado en este estudio no haya alcanzado el umbral necesario para producir
danos estructurales en dichos canales, lo que se traduciria en una liberacién enzimatica sin
alteraciones significativas. Esta hipotesis encuentra sustento nuevamente en lo reportado por
Hosny y colaboradores (2025), quienes describieron que Unicamente exposiciones de mayor



intensidad o duraciéon provocaron alteraciones marcadas en la secrecion de proteasas
extracelulares. En conjunto, todos estos elementos sugieren que la combinacion de factores
relacionados con la intensidad del tratamiento, la capacidad de compensacion genética y la
resistencia intrinseca de las enzimas explican la ausencia de cambios significativos en la
mayoria de las pruebas bioquimicas realizadas.

Los resultados obtenidos evidenciaron que la susceptibilidad a antibidticos frente a la
exposicion a campos eléctricos varid seglin la especie bacteriana. En E. coli se observo un
aumento en la sensibilidad a ciprofloxacina (CIP) y piperacilina/tazobactam (TZP),
alcanzando un perfil susceptible tras 6 h de exposicion. Este hallazgo sugiere que los campos
eléctricos pueden inducir modificaciones en la permeabilidad de la membrana bacteriana,
facilitando el ingreso de moléculas antibidticas. Sin embargo, en la cepa de referencia E. coli
ATCC se evidenci6 el efecto contrario, ya que los halos de inhibicion disminuyeron tras 4 y
6 h de tratamiento, lo que se interpreta como la activacion de un mecanismo defensivo
adaptativo que limita el efecto de los antibidticos (Hosny et al., 2025). Como se menciona en
Mohamed y colaboradores (2024), la diferencia entre cepas se atribuye a procesos de
especializacion de nicho debido a los puntos de aislamiento de cada una de las cepas, donde
aquella con mayor contacto y cercania a los antibidticos presentara una mayor resistencia a
los mismos.

En Acinetobacter spp. se registrd un cambio de resistencia a un perfil intermedio para
CIP, FEP, CN y TZP. Estos resultados pueden estar relacionados con alteraciones en los
canales i6nicos y en la integridad de la pared celular, ya que la exposicion a campos eléctricos
se asocia con la generacion de poros transitorios que facilitan la difusion de antibidticos hacia
el interior celular (Hosny et al., 2025). Por el contrario, en P. aeruginosa. y Klebsiella spp.
no se observaron variaciones significativas en la susceptibilidad bajo ninguno de los tiempos
evaluados. Estos datos concuerdan con estudios previos donde exposiciones de 6 a 12 h a
campos electromagnéticos no modificaron de manera notable la susceptibilidad antibidtica
en P. aeruginosa., atribuyéndose este comportamiento a la capacidad de reparacion de la
membrana y a mecanismos de defensa que permiten una respuesta adaptativa sin cambios
detectables (Salmen et al., 2018; Segatore et al., 2012). Por tltimo, la exposicién de campos
eléctricos de baja frecuencia genera una interaccion entre la membrana con el antibiotico, en
el caso de los aminoglucosidos se presenta una union reversible, dependiente de los
componentes anidnicos de la membrana, es decir, al aplicar el campo eléctrico es posible que
haya una alteracion de cargas modificando la velocidad de penetracion y la eficacia del
tratamiento. Adicionalmente, se ha reportado que los ELF-EMF afectan la agregacion de
proteinas intramembrana y la sintesis de mucopéptidos, lo que podria incrementar la
vulnerabilidad a inhibidores de la sintesis proteica o de la pared celular (Mohamed et al.,
2024; Salmen et al., 2018).



Conclusiones y recomendaciones

La aplicacion de campos eléctricos pulsados a una intensidad de 10V y 60 Hz, gener6
efectos subletales inhibiendo temporalmente el crecimiento bacteriano. Estos efectos
tuvieron una variacion de respuesta siendo dependientes tanto del tiempo de exposicion como
de la especie bacteriana, mostrando variabilidad en la respuesta incluso entre cepas de una
misma especie. En E. coli y Klebsiella spp., se observd una disminucién significativa en el
numero de unidades formadoras de colonias (UFC) durante las primeras horas de exposicion,
con una tendencia a la recuperacion en tiempos prolongados. En las cepas de P. aeruginosa,
la inhibicion del crecimiento fue evidente a las 4 h, aunque posteriormente la bacteria mostro
capacidad de recuperacion; por ultimo, en Acinetobacter spp., la inhibicion inicial fue notoria
a las 2 h, pero no se mantuvo en exposiciones mas largas.

A nivel metabdlico las pruebas bioquimicas no variaron significativamente, lo que
indica que la intensidad y tiempo de exposicion fueron insuficientes para inducir alteraciones
metabolicas. Por ultimo, la exposicion a campos eléctricos pulsados influyé en la
susceptibilidad antibiotica de forma diferenciada En cuanto E. coli se evidencio un aumento
en la sensibilidad frente a ciprofloxacina y piperacilina/tazobactam, asi como un cambio de
resistencia a intermedia en Acinetobacter spp.para TZP tras 6 h. EnP
aeruginosa 'y Klebsiella spp. no se observaron modificaciones relevantes.

Los resultados obtenidos en el presente estudio son particularmente significativos al
ser pionero en el uso de campos eléctricos mediante el cual se evidencia el potencial de esta
tecnologia como estrategia complementaria a la terapéutica antimicrobiana convencional. Se
propone realizar estudios con un mayor tiempo de exposicion, asimismo una intensidad de
exposicion mayor esperando lograr una electroporacion irreversible sin generar cambios de
temperatura altos. Por otro lado, es necesario explorar la efectividad de los tipos de estimulo
(campos eléctricos estaticos, pulsados y electromagnéticos), con el fin de observar un efecto
diferencial en los tipos de estimulo. Por ultimo, también es necesario explorar el efecto
sinérgico de los antibiodticos y la aplicacion de campos eléctricos, con lo cual se podria reducir
la dosis efectiva en las bacterias y, contribuir a disminuir la presion selectiva sobre los
microorganismos. De esta forma, se espera lograr avances en esta alternativa biotecnoldgica
innovadora con potencial impacto en la salud publica y en la busqueda de soluciones contra
las infecciones causadas por agentes bacterianos resistentes y multirresistentes.
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