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As I began to love myself I stopped craving for a different life.
and I could see that everything that surrounded me was inviting me to grow.
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mind became a valuable ally. Today I call this

connection “WISDOM OF THE HEART”.

We no longer need to fear arguments, confrontations or any kind of problems

with ourselves or others. Even stars collide, and out of their crashing

new worlds are born.Today I know THAT IS “LIFE”!

Charles Chaplin Fragmento “As I Began to Love Myself’, 1959.
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Introduccién 1

1 INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del Problema.

Actualmente la poblacién a nivel mundial esta haciendo frente a un grave problema en salud publica,
debido a que cada vez es mas frecuente la aparicién de nuevas cepas bacterianas fuertemente
resistentes a los antibidticos conocidos, por lo que la poblacién mundial se ha visto en la necesidad

de crear nuevos antibioticos capaces de combatir éstas bacterias resistentes 1.

De acuerdo a las estadisticas mundiales publicadas por la OMS (Figura 1), enfermedades tales como
infecciones en las vias respiratorias, el paludismo, la tuberculosis y la meningitis entre otras, se
encuentran entre las 20 principales causas de muerte prematura en hombres y mujeres en el

2012 2.

1. Cardiopatia isquémica

2. Infecciones de las vias respiratorias inferiores
3. Accidentes vasculares cerebrales

4. Complicaciones del parto prematuro

5. Enfermedades diarreicas

6. VIH/sida

7. Asfixia y traumatismos del parto
8. Lesiones causadas por el transito Il Hombres
9. Enfermedad pulmonar obstructiva crénica B Mujeres

10. Paludismo

11. Anomalias congénitas

12. Septicemia e infecciones neonatales
13. Lesiones autoinfligidas

14. Canceres traqueales, bronquiales y pulmonares I
15. Diabetes mellitus

16. Tuberculosis

17. Cirrosis hepética

18. Violencia interpersonal

19. Meningitis

20. Malnutricién proteinoenergética

o
S
N

3 4 5 6 7 8 9
Proporcién de APP totales (%)

Figura 1. Principales causas de muerte prematura en hombres y mujeres durante el 2012 de acuerdo a la
OMS. Tomado de 2
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Ademas de esto, se presenta un problema mas y es que muchas de las industrias farmacéuticas han
perdido interés en desarrollar nuevos antibidticos debido a que la alta inversién que se requiere para

llevar a cabo la investigacién, no se compensa con las ventas en el mercado 1.

La corta duracién de las prescripciones de antibidticos, que por lo general dura s6lo una o dos
semanas, hace que sea dificil para estos medicamentos competir con los rendimientos econémicos de
los medicamentos que pueden ser prescritos para toda la vida, tales como tratamientos para la

diabetes 1.

Un claro ejemplo de esto ocurre en la farmacéutica Merck, fabricante de Januvia, medicamento para
la diabetes cuyas ventas superaron a su principal antibiético “Invanz” por mas de $ 11 mil millones

de dblares durante cinco afios (Figura 2) 1.

m— lanuvia sales Invanz sales

Sales (US$ in billions)

I I I I |
2008 2008 2010 2011 2012

Figura 2. Ventas (en billones de délares) durante 5 afios de Merck.

Debido a este problema econémico muchas compafias dejaron de producir o desarrollar nuevos
antibidticos y prefieren invertir mas dinero en otro tipo de productos. Sin embargo, atin hay algunas
que permanecen en el mercado de los antibidticos, pues compaiiias como Merck (pioneras en la
produccién de antibiéticos) tienen la esperanza de que el avance tecnolégico brinde las herramientas

necesarias para acelerar el desarrollo de medicamentos capaces de combatir muchas infecciones .
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Durante anos, los analisis rutinarios de nuevos compuestos antibidticos se han llevado a cabo
utilizando métodos de dilucién para determinar el crecimiento de un microorganismo en presencia
de algtin agente antibidtico. Estos métodos se fundamentan en la preparacién de medios de cultivo

en los que se encontrara diluida una concentracion creciente de antibidtico 3.

La macrodilucién se realiza en tubos con caldo de cultivo con un rango determinado de antibiético.
Debido a que ésta metodologia requiere el uso de una gran cantidad de material y de manipulaciones
para llevarse a cabo, con el paso del tiempo se popularizé el método de microdilucién, debido a la

aparicion de micropipetas y de placas de microtitulacion 4.

El método de microdilucién consiste en el uso de pozos en lugar de tubos y en cada uno se coloca una
concentracién determinada de antibidtico. Este método es facilmente integrable en sistemas
semiautomaticos de lectura e interpretacién de resultados, pero con el inconveniente del incremento

en costos 4.

Ademas se sabe que la preparacién de una serie de diluciones se ve afectada por errores cometidos
a través del pipeteo, el cual afecta de manera directa la precision. El error en cada paso de una serie
de diluciones es capaz de conducir a errores significativos durante un analisis. Esto afecta la

evaluacion de posibles candidatos a farmacos y sus comparaciones 5.

En éste proyecto en particular se disefiara un microchip de microfluidica, en el cual se formaran
microgotas capaces de encapsular células bacterianas, a las cuales se les realizara el andlisis y
evaluaciéon del posible efecto antimicrobiano de diferentes compuestos por microscopia de
fluorescencia en funcién del tiempo (es decir un estudio cinético), con la ventaja de que en un
microchip se tendra un analisis que requiera la menor cantidad reactivos posible, lo cual se vera
reflejado en una disminucién importante en costos. Ademas de que se podra cuantificar el numero

de bacterias que mueren en funcién del tiempo a distintas concentraciones de antimicrobiano.
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1.2 Objetivos.

General:

= Desarrollar ensayos de fluorescencia que permitan la deteccién, distincién y cuantificacién
de células viables y no viables de E. coli BL21(DE3) dentro de microchips de microfluidica

para hacer el seguimiento de la cinética de accién antibacterial de distintos compuestos.

Particulares:

= Desarrollar un ensayo fluorescente utilizando el kit comercial LIVE/DEAD BacLight 1.7012
que permita distinguir entre células viables y no viables.

= Fabricar microchips de microfluidica capaces de encapsular células bacterianas de F. coli
BL21(DE3) en microgotas.

= Seguir la cinética de accién antibacterial en un microchip utilizando microscopia de
fluorescencia para determinar el cambio en el nimero de células viables con el tiempo bajo

distintas concentraciones de antibidtico.

1.3 Hipbtesis.

Si el kit comercial LIVE/DEAD BacLight 1.7012 empleado permite distinguir entre células viables y
no viables en un cultivo de E. coli BL21(DES5), entonces sera posible cuantificar el nimero de células
vivas o muertas dentro de microgotas formadas en un microchip de microfluidica, lo cual permitira
realizar un estudio de la cinética antibacterial de la ampicilina y sentar4 las bases para en un futuro

estudiar posibles farmacos nuevos.
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2 ANTECEDENTES

2.1 La microfluidica.

La microfluidica surgié alrededor de principios de la década de 1980 a partir del desarrollo de los
MEMS (Micro-Electro-Mechanical Systems) por sus siglas en inglés, los cuales se caracterizan por
la miniaturizacion de dispositivos multifuncionales de alta precisién, motivos por los que esta

tecnologia ha sido muy exitosa (Figura 3) 6.

Figura 3. Micréfono tipo MEMS (AKUSTICA AKU340 analégico) disefiado de dos chips con un

amplificador de sonido (tomado de mobiledev&design.com)

La microfluidica, se define como el estudio de liquidos confinados en canales muy pequefios con un
tamafio que va desde las 10 a las 250 um y microvolumenes de 109y 102 L (Figura 4) 7. Con ello se
han hecho numerosos dispositivos, que van desde cabezales de impresiéon hasta sistemas

microtérmicos y de micropropulsién 8.

Figura 4. Microcanales en microfluidica (modificado de: resonetics.com).


http://mobiledevdesign.com/hardware_design/akustica-aku340.jpg
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La microfluidica es un campo que abarca un gran niumero de disciplinas. Surge como el resultado
de la combinacién de areas tales como la Fisica, la Ingenieria, la Quimica, la Biotecnologia y la
Microtecnologia. Su principal objetivo es el desarrollo de sistemas en los que se utilizan volimenes

muy pequenos °.

De momento, la microfluidica se encuentra en desarrollo, pero se planea que en un futuro llegue a
ser comercial la explotacién de los nuevos fendémenos que ocurren en los fluidos a nivel micro. Lo que
permitira el manejo de sistemas con volimenes desde los nanolitros hasta los picolitros 1°. Sus
avances prometen cambiar los procesos de biologia molecular y los analisis enzimaticos, como por
ejemplo en ensayos de glucosa y lactosa, analisis de ADN, la reaccién en cadena de la polimerasa

(PCR), etc. En el mundo comercial la aplicacién més exitosa es la cabeza impresora inkjet 1°.

2.2 Ventajas de la microfluidica.

Algunas de las ventajas de la microfluidica son que nos permite realizar analisis rapidos y a distintas
concentraciones de reactivos, asi como utilizar una menor cantidad de los mismos lo que implica una

Importante reduccién en costos °.

Debido a que los analisis se pueden realizar de manera eficiente dentro de un chip, se puede hablar

acerca de los sistemas Lab-on-a-chip.

2.3 Laboratorio en un chip (lab on chip).

La tecnologia de laboratorio en un chip (lab on chip), es un sistema que unifica el analisis biolégico
0 quimico con la tecnologia del chip. Estos sistemas, crean capacidades de procesamiento de
laboratorio a pequefia escala y de manera automatizada en la superficie de un chip (de a veces unos

cuantos milimetros cuadrados).
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Los dispositivos de laboratorio en un chip pueden usarse para multiples aplicaciones, como el
analisis y caracterizacion de proteinas, analisis de posibles medicamentos y analisis de muestras
clinicas . También han sido empleados eficientemente en aplicaciones biomédicas y de monitoreo
ambiental, asi como para la deteccién de la presencia de iones en fluidos organicos, la identificacién
forense de explosivos, el seguimiento de contaminantes en el agua y atmoésfera, el control de la
calidad de alimentos, técnicas analiticas o de preparacién tales como separacién, marcaje quimico,

deteccién y otros procesos de la industria quimica 7.

Los chips pueden fabricarse a partir de una variedad de materiales, entre los que se incluyen silicio,

ceramica, plasticos y vidrio, dependiendo de la aplicacién 12,

2.4 Fabricacién de dispositivos por fotolitografia suave.

Los procesos actuales de microfabricacién permiten crear estructuras en escalas micrométricas y
aun menores, v han dado lugar a un importante desarrollo en la obtencién de dispositivos que

permiten el transporte y manejo de liquidos de manera muy precisal?.

Un proceso representativo para la fabricacién de un microdispositivo para microfluidica por la
técnica de fotolitografia y litografia suave se muestra en la Figura 5. El primer paso consiste en
tener una oblea de silicio (1), la cual es recubierta con una fotoresina con un grosor especifico. Una
de las resinas mas empleadas se denomina SU-8 (Figura 6). Después, la resina se expone a rayos
UV (2) usando una méscara con el disefio de los microcanales. A continuacién se trata la resina con
un solvente (revelado) de modo que quedan impresas Gnicamente las partes expuestas a la luz UV
(3-4) formando lo que serd el micromolde. El siguiente paso es el vertido del polimero
polidimetilsiloxano (PDMS) al molde (5). Esta substancia es un polimero organico (Figura 7), que
pertenece al grupo de los compuestos de organosilicio (conocidas como siliconas). Es transparente y
generalmente inerte, inocuo y no inflamable por lo que es ampliamente utilizado para la fabricacién
de microchips 2. Después de la polimerizacién (6) se quita el pedazo de PDMS donde se encuentra
el microcanal (7). Por ultimo se pega el PDMS en una placa de vidrio (8), lo cual formara los

microcanales para microfluidica (9) 13,
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Figura 5. Fabricacién de dispositivos (PDMS) por fotolitografia suave (tomado de 14).
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2.5 Aplicaciones de la microfluidica.

Entre las aplicaciones mas frecuentes de la microfluidica, se encuentran: diagnéstico médico,
secuenciado genético, analisis quimico y producciéon quimica %15, Esto es posible debido a que los
microchips permiten incrementar la eficiencia de los protocolos analiticos no solo a través de la
disminucién de pasos, sino también en una constante mejora del sistema reduciendo tamafos,
automatizando etapas e incrementando la velocidad de realizacién, para la obtencién de resultados

iguales o superiores en mucho menor tiempo 16.

Sin duda se observa la llegada de una época en la que se sustituiran (en la medida de lo posible),
microplacas, vasos de cultivos de células, cromatografos liquidos, citbmetros, etc; por microsistemas
programables que lleven a cabo estos analisis biomédicos y/o bioquimicos de modo rapido y eficiente.
De manera que se automatizaran y se reduciran las tareas del laboratorio con el fin de tener todo un

sistema “en la palma de una mano” 13,

2.6 Viabilidad celular.

La viabilidad celular es la determinaciéon de células vivas o muertas presentes en un cultivo celular.
De acuerdo con el concepto usado en microbiologia, las células vivas o viables, son aquellas que
retienen la capacidad de replicarse bajo un cierto tiempo. Por otro lado, las células muertas o no
viables seran aquellas que han perdido de forma permanente su capacidad para reproducirse, incluso

bajo condiciones éptimas de crecimiento.l?. 18

La determinacién de la viabilidad celular, es uno de los estudios mas importantes hechos en
medicina, biotecnologia y biologia celular 19. En ésta tesis, se determinara el numero de células vivas
y muertas haciendo uso de los agentes intercalantes Syto9 y yoduro de propidio, para poder observar
la muerte celular ocasionada por distintos antibiéticos (ampicilina y kanamicina) en funcién del

tiempo.
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2.7 Ensayos de viabilidad celular y funcionamiento del Kit LIVE/DEAD
BacLight L7012.

De manera tradicional, la viabilidad bacteriana se puede determinar mediante el método de “conteo
en placa”. Este método consiste en la preparaciéon de diluciones de un cultivo celular, siembra de los
microorganismos en cajas Petri con medio s6lido y conteo de las colonias formadas. Para llevar a
cabo éste proceso se requiere un gran numero de materiales, ademas de ser muy tardado

(tipicamente de 16 horas a 5 dias) 1°.

Actualmente varios métodos dentro de la microscopia se han usado como alternativa al método
tradicional del conteo de células en platos. Algunos de estos métodos consisten en la observacion de

células individuales, mediante la tincién con compuestos coloridos.

Dentro de los compuestos empleados en la microscopia para la determinacién de la viabilidad celular
se encuentran: azul de tripano, el cual tifie a las células muertas de color azul y permite que sean
observadas con ayuda de un microscopio 20. También se usan compuestos fluorescentes para la
deteccién de células viables como el diacetato de fluoresceina (FDA) que tifie a las células vivas de
color verde, el bromuro de etidio que emite fluorescencia roja por intercalacién con el ADN de células
con la membrana comprometida y el naranja de acridina que emite fluorescencia verde por

intercalacién con el ADN en células viables y no viables 20,

En éste trabajo de investigacion se realizé un ensayo fluorescente el cual permitié distinguir entre
células vivas y muertas. Para realizar dicho ensayo se empled el kit comercial (LIVE/DEAD)
BacLight L7012 (Life Technologies, Molecular Probes, E. U. A.) el cual consiste en dos agentes
intercalantes en el ADN de las células, los cuales son yoduro de propidio y Syto9 2. El uso de éste
kit, se ha popularizado y se han hecho estudios que dan conocimiento de su mecanismo de accién

para la emisién de fluorescencia .

En el caso del Syto9, éste se intercalara con el ADN de las células vivas, ya que a diferencia del
yoduro de propidio, logra atravesar la membrana celular cuando esta intacta, pues carece de carga

eléctrica. Pero cuando las células tienen su membrana comprometida, el yoduro de propidio (PI),
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competira por los sitios entre las pares de bases del ADN con el Syto9. De modo que el yoduro de

propidio tendera a desplazar a las moléculas de Syto9 para intercalarse en el ADN.

Como el Syto9 tiene una constante de afinidad al ADN (Ksyteo = 1.8x10% M) menor que la constante
de afinidad al ADN del yoduro de propidio (Kpr = 3.7x105 M), las moléculas de Syto9 podran ser

desplazadas por las moléculas de PI.

A continuacién se muestra un esquema representativo de la manera en la cual funcionan éstos tintes

para distinguir entre células vivas o muertas (Figura 8).

Syto9 Pl

MUERTAS .

Figura 8. Funcién de los tintes. El Syto9 se intercala en el ADN (Ksytos = 1.8x105 M'?) de células vivas,
mientras que el yoduro de propidio (Kpr= 8.7x105 M'1) se intercala en el ADN de células muertas, debido a

que la membrana celular se encuentra comprometida 1°.

La razoén de que el yoduro de propidio no pueda atravesar la membrana celular de las células vivas,
se debe a su estructura (Figura 9), pues tiene dos cargas positivas en solucién por lo cual no puede
atravesar la membrana celular 9. Por lo tanto, no se intercalara con el ADN de las células vivas,
pero si se intercalara en el ADN de las células con su membrana comprometida, emitiendo
fluorescencia a los 617 nm, observandose asi una tincién de color rojo mediante el uso de un filtro de

excitaciéon adecuado (530 nm) 21.

Figura 9. Estructura quimica del yoduro de propidio.


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=/search?q=syto+9+structure+propide+iodide&biw=1024&bih=482&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/File:Propidium_iodide.png&usg=ALkJrhjoPkjgfZZQir2rgxQyQJduYatcsQ
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La emisién de fluorescencia debida a la intercalacién del Syto9 en el ADN, sera observada como una
tincién de las células de color verde, con el uso de un filtro de excitacién adecuado (488 nm).

La estructura del Syto9 no esta reportada por el fabricante 22.

En la siguiente figura se muestra la tincién de las células de £. coli con los intercalantes mencionados

(Figuras 10y 11).

-

Figura 10. Tincién con Syto9 Figura 11. Tincién con PI

(células vivas) (células muertas)
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3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.1 Medios de cultivo y soluciones empleadas.

Para la elaboracién de los ensayos fue necesaria la preparaciéon de distintos medios y soluciones.

El procedimiento para su elaboracion se describe a continuacion.

3.1.1 Medio Luria Beltrani (LB) para el crecimiento de bacterias de
E. coli.

La preparacion de 600 mL medio liquido LB, se realiz6 pesando:

e 6.3 g de peptona (P6838, Sigma Aldrich, E.U.A).
e 3.15 g de extracto de levadura (70161, Sigma Aldrich, E.U.A.).
e 6.3 g de NaCl (L-B0809, Distribuidora Quimica AIVI, México).

Los reactivos se mezclaron y luego se adicion6 agua destilada hasta obtener un volumen de 600 mL.
Finalmente el medio preparado se esterilizé en la autoclave (SK100C, Yamato Scientific America,

E. U. A) a 120°C durante 20 min.
El medio preparado se etiqueta con fecha y nombre y se guarda en el refrigerador a 5°C.

3.1.2 Medio Luria Beltrani-Agar para la siembra y crecimiento de
colonias.

Para preparar el medio Luria Beltrani-Agar, se pesaron los siguientes reactivos:

e 6.3 g de peptona (P6838, Sigma Aldrich, E.U.A)).

e 3.15 g de extracto de levadura (70161, Sigma Aldrich, E.U.A.).

e 6.3 g de NaCl (L-B0809, Distribuidora Quimica AIVI, México).

e 9 g de agar para la solidificacién del medio (A1296, Sigma Aldrich, E. U. A).



Procedimiento Experimental 14

Todos los reactivos se mezclaron y luego se adicioné agua destilada hasta obtener un volumen de
600 mL al igual que en la seccién 3.1.1. Luego, el medio preparado se esterilizé en la autoclave

(SK100C, Yamato Scientific America, E. U. A) a 120°C durante 20 min.

Después de los 20 min se saca el medio y se deja enfriar hasta que sea posible tomar el recipiente
con la mano sin quemarse. En un area estéril, se llenan cajas Petri de 90 x 15 mm estériles con
20 mL de medio LB-Agar, se distribuye el medio en toda la caja tapando la caja Petri y moviéndola

lentamente hacia los lados y en circulos sobre la mesa.

Finalmente se deja secar el medio en las cajas, se etiquetan con nombre y fecha de preparacién y se

guardan en el refrigerador a 5°C.

Una de las cajas se colocé dentro de la estufa (IC103CW, Yamato Scientific, China) y se dejé por
16 horas a 37°C. Al dia siguiente se revisa que no haya crecimiento de colonias o de hongos para

comprobar su esterilidad.

3.1.3 Solucién de NaCl 0.85% m/v para el lavado del cultivo de . coli.

Para preparar la solucién de NaCl al 0.85% m/v, se pesaron 0.42 g de NaCl al 99% (L.-B0809,
Distribuidora Quimica AIVI, México) y posteriormente se disolvié con 10 mL de agua destilada en
un vaso de precipitados. Luego la solucién se pasd a un matraz aforado de 50 mL y se llevé al aforo

con agua destilada.

La solucién se pasé por un filtro de 5 pm y luego se dividié en alicuotas de 10 mL, colocando las

alicuotas dentro de tubos falcén (SC-200250, Santa Cruz Biotechnology, E. U. A.).

Luego se esterilizaron los tubos falcon con la solucién de NaCl al 0.85% en la autoclave a 120°C por

20 min. Finalmente se guardd en el refrigerador a 5°C para conservarlo hasta su uso.
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3.1.4 Preparacion de isopropanol 70% v/v para la obtencién de células
“muertas”.

Para preparar el isopropanol al 70% v/v, se tomaron 28.14 mL de isopropanol al 99.5% (27 847-5,
Sigma Aldrich, E.U.A) y se disolvieron en 11.86 mL de agua destilada para obtener un volumen total

de 50 mL.

3.1.5 Solucién de glicerol al 38.1% m/m para resuspender a las células.

Para preparar el glicerol al 38.1% m/m, se pesaron en una balanza analitica (AT250, Mettler Toledo,
E. U. A)) 4.82 g de glicerol al 99% (GB0232, Bio Basic Inc, Canad4), colocando el glicerol dentro de
tubos falcon estériles. Finalmente se disolvid con NaCl al 0.85% hasta obtener un volumen final de

10 mL.

El glicerol preparado se esterilizé en la autoclave a 120°C por 20 min y se guardoé en el refrigerador

a 5°C para conservarlo hasta su uso.

3.1.6 Preparacion de Syto9 0.334 mM.

La solucion de Syto9 a una concentraciéon de 0.334 mM, se realiz6 en un volumen final de 10 pL a
partir del Syto9 3.34 mM comercial (BacLight 1.7012) utilizando dimetilsuféxido (DMSO) al 99.5%
GC (D5879, Sigma Aldrich, E. U. A.). La dilucién se usé6 para la tincién de las células de £ coli que

previamente pasaron por el proceso de lavado descrito en la seccién 3.4.
NOTA: La dilucién de Syto9 debe ser preparada cada vez que se haga una prueba nueva.

3.1.7 Preparacion de Aceite mineral con Span 80 al 1.8% m/m para la
formacién de microgotas dentro de los microchips.

Se pesaron 9.970 g de aceite mineral (11385-C, Reactivos y Productos Quimicos Finos, S. A de C. V.,
México) en una balanza analitica y luego se aniadieron 0.192 g de Span 80 (S6760, Sigma Aldrich, E.
U. A) para obtener una masa total de 10.162 g.
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Posteriormente se mezclaron los reactivos con ayuda de un vortex y se guardé la solucién dentro de
un tubo falcén a temperatura ambiente, etiquetada como “Aceite mineral + Span 80 al 1.8% m/m” y

la fecha de elaboracién.

La preparacion se hace al menos una vez al mes para mantenerlo “fresco”.

3.2 Preparacién y crecimiento del cultivo de E. coli BL21(DES3).

La preparacién de un cultivo de 16 horas (overnight) de E. coli BL21(DE3) fue necesaria para
realizar los experimentos para la obtencién de un valor experimental del nimero de unidades
formadoras de colonias por mililitro (CFU/mL) y para las pruebas de viabilidad celular en

microchips.
El procedimiento se llevé a cabo del siguiente modo:

a. Se inoculé un cultivo de 3.0 mL de medio LB, tomando una colonia de bacterias de £. coli
BL21(DE3) (ver NOTA 1) de una caja Petri con LB-agar.
b. Se dejé crecer el cultivo en una incubadora orbital (Excella E24/E24R New Brunswick

Scientific, Fisher Scientific, Alemania) por toda la noche (16 h aprox) a 37 °C y 200 rpm.

NOTA 1: Fue necesario resembrar las bacterias de £. coli una vez a la semana en una caja Petri con

agar, para evitar posibles contaminaciones.

3.3 Experimentos con cultivo de células de E. coli BL21(DES3) por el método de
macrodilucién.

Para los experimentos con el cultivo de células de F. coli por el método de macrodilucién, se tomo
una alicuota 1.2 mL del cultivo overnight y se diluy6 en 3 mL de medio LB fresco, con la finalidad
de tener 3 mL de un cultivo “fresco”. El cultivo “fresco” se dejé crecer en la incubadora (Excella

E24/E24R New Brunswick Scientific, Fisher Scientific, Alemania) durante 2 horas, previas a los
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experimentos. Esto se realizé con la finalidad de disminuir el nimero de células muertas en el cultivo

que se usaria para la determinacién del valor experimental de CFU/mL.

Después de incubar el cultivo “fresco”, se mide la densidad éptica (OD) a 600 nm. Sila OD era mayor
a 1.0, se preparaba una dilucién para tener una ODsoonm de 1.0. Posteriormente se prepararon una
serie de diluciones (1:100, 1:10 000, 1:100 000, 1:1 000 000, 1:10 000 000), considerando el valor
tedrico reportado de 2x10° CFU/mL para una OD de 1.0 a 600 nm 23,

Finalmente, se dejaron crecer en cajas Petri con agar, alicuotas de 100 pL de las diluciones
preparadas (1:100, 1:10 000, 1:100 000, 1:1 000 000, 1:10 000 000). Las cajas Petri se colocan dentro
de una incubadora (IC 103 CW, Yamato Scientific, China) a 37°C durante 16 horas Después de las

16 horas, se cuenta el nimero de colonias presentes en cada plato para determinar el valor de

CFU/mL.

3.4 Lavados del cultivo overnight (previos a la tincién).

El protocolo de lavado del cultivo overnight se rediseié a partir del protocolo proporcionado por el
fabricante 22, considerando las observaciones experimentales y los resultados obtenidos, de los cuales

se hablara en el capitulo 4.

a. Se concentraron 1.5 ml del cultivo bacteriano de 16 horas por centrifugaciéon a 10000 rpm
durante 5 minutos.

b. Se eliminé el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 1.5 mL de NaCl al 0.85% con
ayuda de una micropipeta y nuevamente se centrifug6 la muestra a 10000 rpm durante
5 min.
Se eliminé el sobrenadante y se resuspendieron los pellets en 1.5 mL de NaCl al 0.85%.

d. Se determiné la densidad éptica del cultivo celular a 670 nm.

e. Se diluy6 el cultivo celular a una OD de 0.04 a 670 nm con NaCl 0.85%.



Procedimiento Experimental 18

3.5 Tincién de células de E. coli BL21(DE3) con el kit LIVE/DEAD BacLight L7012.

El procedimiento siguiente de tincién fue optimizado para los ensayos dentro de los microchips
considerando el protocolo proporcionado por el fabricante, asi como las observaciones y resultados

experimentales que se presentaran en el capitulo 4.

a. Por cada 0.5 mL de cultivo lavado y a una OD de 0.04 a 670 nm, se adicionaron 1.5 uL de
yoduro de propidio (20 mM) y 1 pL del Syto9 diluido (0.334 mM).

b. La o las muestras preparadas (segin el ensayo a realizar), se dejaron incubar por 15 min en
la oscuridad a temperatura ambiente.

c. Posteriormente se pasa a las observaciones con el microscopio de fluorescencia.

3.6 Funcionamiento del microscopio de fluorescencia.

Para realizar las pruebas de viabilidad celular en microchips, se usé el arreglo experimental que se

muestra de manera esquematica en la Figura 12:

[ |

Objetivo del Filtro para la  * Células con Syto® intercalado en su ADN
microscopio (20x) - luz de emisién (filtro de 512 nm< )\ <566 nm)
* Células con PI intercalado en su ADN
(filtro de 566 nm< )\)

Resultado:

Espejo dicroico
* Células con Syto9 —>
intercalado en su ADN —_—
(499 nm< ))
* Células con PI

intercalado en su ADN Células vivas  Células muertas
(576 nm< )\) = . .
Flltro para luz de excitacién.

* Células con Sytof intercalado en su ADN
lﬁltro de 447 nm< A< 502 nm).

* Células con Pl intercalado en su ADN
(filtro de 547 nm= A< 575 nm)

D <4—Fuente de luz de
amplio espectro

Figura 12. Diagrama esquemético del funcionamiento del microscopio de fluorescencia (Modificado de 24).



Procedimiento Experimental 19

El arreglo experimental consiste en una fuente de luz de amplio espectro (North89 Photo Fluor,
E. U. A), la cual es filtrada para la longitud de onda de absorcién méxima del compuesto
fluorescente. La luz que pasa a través del filtro, es transmitida por el espejo dicroico y el objetivo del
microscopio (en la tesis se usé un objetivo de 20x de Leica, ntimero de apertura 0.3), de tal modo que
el campo visual ocular fue iluminado. La muestra absorbe la luz filtrada y emite (debido al fenémeno

de fluorescencia) en una longitud de onda mayor a la longitud de excitacién.

La fluorescencia emitida por la muestra, es recogida por el objetivo del microscopio y pasa hacia el
espejo dicroico. El espejo dicroico, refleja la luz hacia un tercer filtro que permite el paso de luz en
una longitud de onda de la luz emitida por la muestra fluorescente (para células verdes sera de

475 nm y para células rojas de 560 nm) 24,

Para observar a las células de color verde, las cuales tienen al Syto9 intercalado en su ADN, se us6
un filtro de excitacién que sblo permite el paso de luz a longitudes de onda en el intervalo de
447 nm< A< 502 nm (FF02-475/50, Semrock). Mientras que, para la deteccién de células muertas
que se veran de color rojo, se usé un filtro de excitacion que deja pasar luz con longitudes de onda de
los 547 nm a los 575 nm (FF01-561/14, Semrock). Para el filtro de luz azul, +/- 50 nm alrededor de
su valor de 475 nm, mientras que el filtro de luz verde tiene un rango de +/-14 nm alrededor de su

valor de 561 nm 25.

En las Figuras 13 y 14, se muestran los espectros de absorcién y emision de los agentes intercalantes
empleados (Syto9 y yoduro de propidio (P)) y el set de filtros empleados durante los experimentos

hechos en esta tesis.
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Figura 13. Espectro de absorciéon y emision del Syto9 cuando esté intercalado en el ADN. Se
muestra ademas el set de filtros empleados (FITC-5050A, Semrock). La linea discontinua
corresponde al filtro de excitacién (FF02-475/50, Semrock); la linea azul continua corresponde al
filtro de emisién (FF01-540/50) y la linea punteada corresponde al espejo dicroico (FF506-DI03,

Semrock). La figura se realizé en Search Light, Semrock.com.
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Figura 14. Espectro de absorcién y emisién del yoduro de propidio (PI) cuando estd intercalado en
el ADN. Se muestra ademas el set de filtros empleados (LF561/LP-C, Semrock). La linea
discontinua corresponde al filtro de excitacién (FF01-561/14, Semrock); la linea continua

corresponde al filtro de emisién (BLP02-561R) y la linea punteada corresponde al espejo dicroico

(DI02-R561, Semrock). La figura se realizé en Search Light, Semrock.com.
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Para hacer la captura de foto y/o toma de video, se usé una cdmara digital (Canon SX260 HS, E.U.)

usando los settings siguientes:

e Para la toma de fotos: modo “facil”, sin flash y sin zoom.

e Para la toma de video: modo “resumen video”.

3.7 Diseiio microchip de 300 pum de ancho por 100 um de profundidad.

Para disefiar los microchips con sus respectivos canales y las entradas para la generacién de las
microgotas, se utilizé el software de disefio asistido por computadora Adobe Ilustrator CS6. De
acuerdo al trabajo que previamente se realizd en el laboratorio 24, se ha observado que la formacién
de microgotas es méas estable cuando dos corrientes de fase organica (fase continua) intersectan a la

fase acuosa (fase dispersa) (Figura 15).

Fase Acuosa

Fase Organica

Intersecciéon

Figura 15. Formacién de microgotas dentro de los microchips mediante la intersecciéon de dos

corrientes de fase organica (fase continua) y una de fase acuosa (fase dispersa)

Después de tener los disefios de los microchips, éstos se colocaron en una circunferencia de 65 mm
de didmetro (espacio del tamafio de una oblea de silicio para un molde). Finalmente, se imprimieron
en negativo en un acetato (Graficos Digitales Denver). Esta impresién servird como la méscara con

la cual se hara la transferencia de los disefios al molde por la técnica de fotolitografia suave.
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3.8 Fabricacién de moldes de microchips por la técnica de fotolitografia suave.

Como ya se menciond en el apartado 2.4 de la introduccién, la técnica de fotolitografia suave es una
técnica sencilla ampliamente usada para la fabricacién de microdispositivos de microfluidica. Para

la elaboracién de ésta tesis, se sigui6 el procedimiento siguiente:

a. Se coloc6 una oblea de silicio de 3 pulgadas de didAmetro (grosor: 381 + 25 pm) (Silicon Valley
Micrcoelectronics, E. U.) en una parrilla (Thermo Scientific, Modelo Cimarec, E. U.) a 210°C
por 5 minutos.

b. Se introdujo la oblea en el horno (Prolab, DHP90-32, México) a 65°C durante 10 minutos.

c. Se abrié el gas (nitrégeno) y la bomba de vacio. Posteriormente se conecté el spin coater
(Laurell Technologies, WS-650MZ-23NPPB, E. U.).

d. Se acomodé la oblea con las pinzas en el spin coater.

e. Se cerré el equipo y se encendié el vacio con el botén “vacuum” (la flecha hacia arriba indica
que el vacio esta abierto, por el contrario, la flecha hacia abajo indica que el vacio esta
cerrado).

f.  Se programo el spin coater a 500 rpm por 10 segundos, y a una aceleraciéon de 100 rpm/s, para
distribuir la resina por toda la oblea uniformemente.

g. Se colocaron 3 mL de resina SU-8 2035 (Microchem, SU-8 2000, E. U.) sobre el centro de la
oblea de silicio (para detener la adicién de SU-8, se hizo un giro rapido con la mano).

h. Se programo el spin coater a 1300 rpm durante 30 segundos con una aceleracién de 300 rpm/s,

para obtener microchips con microcanales de 100 pm de profundidad (Figura 16.)
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Figura 16. Ancho de los microcanales del microchip (um) en funcién de la velocidad del spin

coater, para la resina SU-8 2000. Tomado de 2¢

1. Se colocé la oblea de silicio con la resina en la parrilla a 75°C durante 1 minuto con la ayuda
de unas pinzas de diseccién.

j.  Después la oblea de silicio con la resina se pasd a una parrilla a 105°C por 3 minutos.

k. Luego, la oblea se puso en un vidrio y encima de la misma se colocé la mascara con el disefio
del chip. Finalmente se tap6 con otro vidrio, colocandolo lentamente para evitar que la
mascara se levante por el aire.

1. Se expuso la oblea a la luz UV durante 30 segundos, usando la ldmpara UV (Black-Ray,
B-100AP, E. U) a una distancia de ~30 cm.

m. Se quité la méscara y se colocé la oblea en la parrilla (post-cocido) durante 1 min a 75°C.

n. Se puso la oblea en la parrilla a 105°C durante 3 min.

o. La oblea se introdujo en un recipiente con revelador (la cantidad de revelador cubrié por
completo a la oblea) por ~10 min.

p. Se lav6 la oblea con 1-propanol. Si la oblea se tefiia de blanco, entonces se sumergia
nuevamente en el revelador (éste paso se repitié hasta que al afiadir 1-propanol, la oblea no

se veia blanca).
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g. Una vez que la oblea estuvo lista, se secé con aire.

r. Finalmente la oblea se colocé en una caja Petri, para pasar a la adicién de PDMS (Figura 17).

Figura 17. Oblea de silicio con el disefio de los microchips

(300 pm de ancho x 100 um de profundidad).

NOTA 1: El spin coater debe estar colocado en una superficie plana, de modo que quede alineado

antes de colocar la oblea y la resina, e iniciar el programa.
NOTA 2: Encender la lampara de UV 30 min antes de su uso.
NOTA 3: Es necesario usa lentes protectores durante el manejo de lampara UV.

NOTA 4: Se debe limpiar el spin coater una vez terminado su uso con papel sin pelusas, humedecido

con revelador, cuidando que el liquido no caiga en la salida del vacio.
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3.9 Fabricacién de microchips con Polidimetilsiloxano (PDMS).

a. Para realizar el llenado de los moldes, se pesaron 20 g de PDMS y se adicionaron 1.6 g de
agente curante (Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit, Dow Corning). El polimero, se mezclé
durante 10 min hasta que la composicién fuera uniforme.

b. Posteriormente, la mezcla de PDMS y agente curante, fue vertida sobre el molde con la oblea
de silicio, para obtener réplicas con un grosor de 4 mm.

c. Luego, se coloc el molde dentro de un desecador (durante 20 min), conectandolo al vacio para
eliminar las burbujas formadas durante el vertido de la mezcla en el molde.

d. Para acelerar el proceso de polimerizacién, el molde preparado con los disefios de los
microchips, se dejé dentro de un horno (Prolab, DHP-9032, México) a 70°C durante 24 horas.

e. Una vez que se observé que la consistencia del PDMS fue firme, se cortaron los microchips

obtenidos con ayuda de un bisturi (Figura 18).

Figura 18. Cortado de los microchips de PDMS con ayuda de un bisturi.

f. Finalmente y antes de pasar al proceso de pegado del microchip, se debe verificar que los
microchips obtenidos no presenten obstrucciones en los microcanales que puedan impedir su
correcto funcionamiento. Una vez que se cortaron y revisaron, se procedié a perforar las

entradas y la salida para los liquidos con un horadador de 0.75 mm de diametro.
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NOTA 1: Durante el proceso de elaboracion de microchips, se debe tener cuidado de que las réplicas

tengan contacto con pelusas que puedan bloquear los microcanales.

3.9.1 Proceso de pegado del microchip con el portaobjetos para la
obtencién de microcanales cerrados.

Durante el proceso de pegado del microchip, es necesario verificar que los portaobjetos empleados se

encuentren perfectamente limpios y libres de pelusas, las cuales podrian bloquear los microcanales.

Se debe considerar ademas, que una exposicion demasiado prolongada de los microchips en el
plasma, provoca que el PDMS se vuelva quebradizo. Asi mismo, la superficie del microchip y también
la del portaobjetos, debe activarse por efecto del plasma de manera correcta para que la adherencia

sea regular.

a. Se lavaron los portaobjetos necesarios para el pegado de los microchips obtenidos con agua y
jabdn, tallandolos suavemente con los dedos de la mano para evitar que los portaobjetos se
rayaran.

b. Los portaobjetos se secaron con aire comprimido y una vez que no tenian gotas de agua, se
verificé que estuvieran perfectamente limpios. Si durante éste paso se llegaban a observar
manchas en el portaobjetos, se realizaba nuevamente el proceso de lavado y secado.

c. Una vez secos y limpios, los portaobjetos se introdujeron en el horno a 70 °C durante 1 hora
para eliminar por completo toda la humedad.

d. Después, se sacaron los portaobjetos del horno y los microchips. Estos se colocaron en una
superficie limpia para realizar el proceso de pegado. Se hizo incidir la descarga de plasma con
el equipo Laboratory Corona Tretaer (BD-20AC, Electro-Technic Products) durante 1 min en
el portaobjetos y 15 segundos en el microchip. (Figuras 19 y 20).
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Figura 20. Descarga de plasma en el portaobjetos para el pegado del microchip.

e. Luego, se colocé el microchip sobre el portaobjetos, de modo que el disefio de los canales
quedara en contacto con la superficie de vidrio del portaobjetos. Se hizo una ligera presion

con los dedos para evitar que hubieran burbujas de aire entre el PDMS y el vidrio.
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f. Finalmente, los microchips se dejaron durante 24 horas dentro del horno a 70°C para ayudar

al proceso de pegado (Figura 21).

Figura 21. Microchip de 300 um de ancho x 100 pm de profundidad pegado en un portaobjetos para obtener

los microcanales cerrados.

3.10 Experimentos en portaobjetos con células vivas en NaCl al 0.85% y células
muertas incubadas en isopropanol al 70%.

Para realizar las pruebas en portaobjetos con células vivas resuspendidas en NaCl al 0.85% y células
muertas tratadas con isopropanol al 70%, se realizé el lavado del cultivo overnight como se indica en

la seccién 3.4, con la diferencia de que después del paso a de la seccidn 3.4 se realizd lo siguiente:

a. Se eliminé el sobrenadante y resuspendi6 el precipitado en 0.120 ml de NaCl al 0.85% con
ayuda de una micropipeta.

b. Se prepararon dos tubos con 1.5 mL de NaCl al 0,85 %(para bacterias vivas) o 1.5 mL de
isopropanol al 70 % (para las bacterias muertas). A cada uno se le anadieron 60 uL de la
suspensién de células.

c. Se incubaron las dos muestras a temperatura ambiente durante 0.5 a 2 horas con

agitacién lenta (Roto Shake Genie, Scientific Industries, E. U. A).

Después de la incubacion, se sigue el protocolo de lavados a partir del paso “b” de la seccion 3.4.
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3.11 Ensayos de células en presencia de Ampicilina.

Para los ensayos de células con Ampicilina, se realizé el lavado del cultivo de células como se indica
en la seccién 3.4. Luego de lavar las células y realizar la tincién (proceso optimizado) de acuerdo a

las secciones 3.4 y 3.5 se hizo lo que se describe a continuacién:

a. Se prepararon muestras en microtubos de 1 mL con cultivo a una ODe70 nm= 0.04 y a cada
uno se le adicion6 Ampicilina para obtener la concentracion deseada para el ensayo realizado
(500 pg/mL, 250 pg/mL, 100 pug/mL, 50 ug/mL).

b. Posteriormente se realizaron las observaciones en el microscopio de fluorescencia.

NOTA 1.: La Ampicilina utilizada, corresponde a una solucién stock de 100 mg/mL previamente

preparada y conservada a -20°C.

3.12 Ensayos de células en presencia de Kanamicina.

Para los ensayos de células con Kanamicina, se realizé el lavado del cultivo de células como se indica
en la seccién 3.4 y la posterior tincién descrita en la seccién 3.5. A continuacidén, se prepararon
muestras en microtubos de 1 mL con cultivo a una ODeé70 nm= 0.04 y a cada uno se le adiciond
Kanamicina para obtener una concentracién final de 500 pg/mL. Posteriormente se realizaron las

observaciones en el microscopio de fluorescencia.

NOTA 1.: La Kanamicina utilizada, corresponde a una solucién stock de 100 mg/mL previamente

preparada.
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3.13 Experimentos de viabilidad celular en microchips a flujo de agua 0 uL/hr

en ausencia de la fase organica.

En el caso de los experimentos flujo de agua 0 pL/hr en ausencia de la fase organica, se inyect6 en
los microchips el cultivo celular (ODs7onm= 0.04) en ausencia o presencia de ampicilina previamente

lavado y tenido para su posterior observacién en el microscopio de fluorescencia.

En éste caso se usé un microchip por cada muestra preparada, de modo que se tuvieron tubos con
células de . coli vivas, tefiidas con las concentraciones finales de Syto9 y yoduro de propidio que se

muestran a continuacién:

CSyt09 (mM) CPI (mM) CSytoQ/CPI

0.01 0.06 1:6
1.34x10°3 0.06 1:45
6.68x104 0.06 1:90

En otros ensayos, de los que se hablara en el siguiente capitulo, se inyectaron al microchip células
vivas de E. coli resuspendidas en NaCl al 0.85% y células en presencia de ampicilina (500 pg/mL,

250 pug/mL, 100 pg/mL, 50 ug/mL).

Finalmente se realizaron las observaciones en el microscopio de fluorescencia y la toma de videos

cada hora, por 6 horas.
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3.14 Experimentos de viabilidad celular en microchips formando microgotas.

Para realizar los ensayos en microchips, fue necesario el uso de bombas (Syringe Pumps, New Era,
E.U.) y de jeringas de plastico de 1.0 mL (326716, Becton Dickinson, México) que dispensaran la fase
acuosa y la fase organica dentro del microchip. En los ensayos se emplearon los flujos de fase acuosa

y organica siguientes:

Fase orgénica (Aceite mineral con Fase acuosa (Cultivo lavado y tefiido de células de
Span 80 al 1.8% m/m) E. coli a una ODe70 nm=0.04)
15 ul/hr 1 ul/hr

Posteriormente se realizaron las observaciones en el microscopio de fluorescencia, tomando un video
cada hora de las microgotas formadas vistas con los filtros de 475 nm y 560 nm. En la Figura 22. Se

muestra el arreglo final de los ensayos en microchips con la formacién de microgotas.

(A) (B)

Figura 22. Arreglo experimental del microchips colocado en el microscopio de fluorescencia
(DMI3000 B, Leica Microsystems, Alemania). Se muestra en (A) el microchip en el microscopio con

el filtro para la luz para una Aext= 475 nm y en (B) se usé el filtro para luz de Aext= 560 nm.
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Para realizar el analisis de los videos, se tomaron secciones de cada uno, de modo que se tenian
6 fotos de las células. Tres fotos corresponden a las microgotas con células vistas con el filtro de
475 nm y las otras tres imagenes corresponden a las células dentro de la microgota vistas con el

filtro de 560 nm.

Las imagenes resultantes se analizaron de acuerdo al procedimiento de la secciéon 3.15, usando del

programa Imaged.

3.15 Uso del programa Imaged para el conteo de células vivas y muertas.

Mediante el uso del programa Imaged, se puede realizar un conteo de células mediante dos técnicas
distintas. La primera es un conteo automatizado que consta del andalisis por medio de técnicas de
segmentacién y aplicacién de filtros a las imagenes obtenidas a partir de los videos o de las fotos
tomadas con la camara digital. El segundo método, es mediante el conteo manual de las células,
haciendo uso de un marcador, el cual evita que se cometan errores al momento de establecer el

numero de células observadas en la imagen.

Para el anéalisis de los resultados experimentales, en ésta tesis, se usé el primer método (aplicacién
de filtros). Este es un método automético para el conteo de células, el cual facilita y hace mas rapido

el analisis de las imagenes.
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Los pasos que se siguieron para el conteo automatizado de las células bacterianas se detallan a

continuacién:
a. Laimagen a analizar se arrastré hacia el programa (Figura 23):
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Figura 23. Ejemplo del arrastre de una imagen de células muertas vistas con

el filtro de 488 nm hacia el ment del programa Imaged.

b. Se separd la imagen en canales, seleccionando en el ment “Image”, después se hizo click en

“Color” y después en “Split Channels” (Figura 24):

ge Process Analyze Pwgins dow m
|| 4] Ala @] 2] onfsn] 2]

Figura 24. Separacion de los canales en rojo, verde y azul de 1a imagen de células muertas vistas

con el filtro de 488 nm.
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El paso siguiente fue la eleccién del canal verde (Green)
d. Posterior a eso, se selecciona en el ment “Image”, “Adjust” y “Threshold” (Figura 25). En este
paso las células de la imagen quedaran marcadas de color rojo. Al elegir la opcion “Apply”, se

eliminara el fondo y se obtendra una imagen binaria (Figura 26).
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Figura 26. Ment seleccionado para la obtencién de una imagen binaria a partir de canal verde



Procedimiento Experimental 35

e. Después para rellenar los posibles huecos en los puntos correspondientes a las células, se usa
la opcidén “Process”, “Binary” y luego se selecciona “Fill Holes”.

f. Y para separar las células que se encuentran muy juntas, se eligié la opcién “Process”,
“Binary” y luego “Watershed”.

g. Luego, para seleccionar los parametros a medir, se hizo click en la opciéon “Analyze” y “Set
Measurements”. En éste caso las condiciones de medida seleccionadas son “Area” y “Shape
Descriptions” para restringir por tamano y forma a los puntos negros. Ademas de ello, se
seleccion6 “Display Label” que sirvié como guia para distinguir la imagen medida por su

nombre (Figura 27).
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Figura 27. Seleccién de los pardmetros a medir “Set Measurements”.

h. Para iniciar el conteo de las células, se abri6 la aplicacién “Analyze”, “Analyze Particles”,

seleccionando las condiciones para‘ restringir el tamafio entre 3 y 300 pixeles (valores
mayores 0 menores a ese rango, corresponden a pelusas o a orillas muy iluminadas en los
canales por efecto de la extraccién del Syto9 hacia la fase organica o hacia el PDMS de los
microchips) (Figura 28). En éste caso no se hace ninguna restriccién en la circularidad,
también se seleccionaron las opciones para borrar los resultados cuando se calculen nuevos y

que se mostrara la sumatoria (Figura 29).
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Figura 28. Seleccién de los parametros previos al conteo de células (tamafio, circularidad y

sumatoria).
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Figura 29. Resultados obtenidos del conteo de células presente en la imagen binaria.

1. Los archivos obtenidos se pueden guardar como “.x1s”.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

Con la finalidad de desarrollar ensayos para detectar y cuantificar células viables dentro de

microchips. Se realizaron una serie de experimentos, los cuales seran descritos a continuacion.

Durante éstos ensayos, inicialmente se prepard y se dejé crecer un cultivo de células de E. coli
BL21(DE3) durante 16 hr. Este cultivo posteriormente se lavé con NaCl al 0.85% m/v y finalmente
se tifi6 con el kit LIVE/DEAD BacLight L7012, el cual consta de dos agentes intercalantes (Syto9 y
yoduro de propidio). Finalmente se realizaron observaciones en el microscopio de fluorescencia
usando dos filtros; el filtro para observar células que en teoria debian estar vivas (de color verde)

475 nm y células muertas (de color rojo) a 560 nm.

Inicialmente se definieron una serie de variables: la densidad déptica de trabajo para conocer el
numero de células presentes en las muestras que se iban a emplear en cada ensayo, la concentraciéon
de tintas 6ptima para los ensayos y en el caso del control de células muertas tratadas con isopropanol

al 70% se definié el tiempo de incubacidn.

Todos los experimentos de los que se hablara a continuacion, tienen como objetivo final la obtencion
de un método para distinguir y cuantificar células vivas y muertas, cuando éstas se ven afectadas
por la presencia de un antibiético (ampicilina y kanamicina), haciendo uso de los microchips con

ayuda de un microscopio de fluorescencia.

4.1 Experimentos para definir la densidad dptica de trabajo.

Para determinar la densidad éptica a la cual se iba a trabajar con los cultivos, se realizaron una
serie de experimentos tifiendo cultivos celulares (de células vivas y células tratadas con isopropanol
al 70%) a diferentes densidades épticas. En ésta seccién, se muestran los graficos correspondientes
al numero de células observadas en el campo visual a diferentes densidades épticas a 670 nm
(OD670nm= 0.001, 0.02, 0.04 y 0.58). Para éstos experimentos se usaron las concentraciones de Syto9

y yoduro de propidio proporcionadas por el fabricante (Csytos= 0.005 mM y Cpi= 0.03 mM).
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A partir de los cultivos tefidos; se realizaron observaciones en el microscopio usando los dos filtros
(para células verdes y rojas) y colocando una gota de 2.5 pL de muestra en un portaobjetos. Después,
se tomaron fotos de los cultivos y se usé el programa Imaged para contar las células observadas con
ambos filtros. Con éstos resultados se realizaron los graficos de la Figura 30 que muestran el nimero

de células observadas en funcién de la ODg70 nm.
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Figura 30. (A) Ntmero de células observadas a diferentes ODg7onm para células vivas con el filtro de 475 nm y
(B) con el filtro de 560 nm. (C) Ntimero de células observadas a diferentes ODs7onm para células tratadas con

isopropanol al 70% por 2 horas (muertas) con el filtro de 475 nm y (D) con el filtro de 560 nm.

En la Figura 30, se observa que conforme se incrementa la densidad optica, el nimero de células

observadas en el campo visual con el microscopico es mayor.

Por dltimo, se muestran dos imagenes con el fin de ilustrar cémo es que se observan las células en

el campo visual al variar la ODgronm (Figura 31). Cuando se tienen densidades épticas altas, el
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numero de células es tan grande que en la fotografia se ven demasiado cercanas entre si. Tanto es
asi, que el programa empleado (Image J) no las contabiliza con tanta precisién como cuando se tienen

densidades 6pticas bajas.

(B)

Figura 31. Cultivo de células vivas vistas con el filtro para 475 nm. En la imagen (A)

se observan un cultivo de células con una OD de 0.58 y en la imagen (B) se observa un

cultivo de células con una OD de 0.04. Objetivo empleado: 20X.

Por lo anterior, se defini6 que una ODs7onm de 0.04 era ideal para realizar los experimentos, pues el
numero de células observado en el campo visual es pequeiio (de 100 a 200 células), lo que facilita su

cuantificacidn.

4.2 Determinacién del tiempo de incubacién de células de E. coli con
isopropanol al 70%.

Con la finalidad de determinar el tiempo necesario para dafiar la membrana de las células de E. coli
con isopropanol al 70%, se incubaron cultivos de células vivas (ODg70nm de 0.04.) con este disolvente
por tiempos de 30, 45, 60 y 120 min. Transcurridos estos tiempos, se realizaron diluciones (1:10,
1:100 y 1:1 000) de los cultivos y se sembraron 100 pL de cada dilucién en platos Petri con medio LB.
De igual modo se sembraron diluciones (1:10, 1:100 y 1:1 000) de una muestra control de células

vivas resuspendidas en NaCl al 0.85%.

A continuacidn, se presentan los resultados obtenidos de las unidades formadoras de colonia por

mililitro de suspensién celular (CFU/mL) en funcién del tiempo (Figura 32).
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Figura 32. Resultados obtenidos de la siembra en cajas Petri (dilucién 1:10) de un cultivo de células de

E. coli, a una ODe70nm= 0.04 incubadas a distintos tiempos con una disolucién de isopropanol al 70%.

En el grafico anterior (Figura 32) se observa desde los 30 min de incubacién de las células con
1sopropanol al 70% ya no hubo crecimiento de colonias. Por lo tanto, es posible concluir que 30 min

son suficientes para matar a las células de E. coli presentes en el cultivo (ODe70 nm =0.04).

En la Figura 33, se muestran las fotos tomadas de los cultivos de células tratadas con isopropanol al

70% durante 30, 45, 60 y 120 min, asi como un control de células vivas.
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Figura 33. (A, B) Cultivo de células de E. coli vivas (control); se tomaron 100 pL de las diluciones
1:10 000 000 y 1:100 000 respectivamente (C a F) Cultivo de células incubadas con isopropanol al 70% por
30, 45, 60 y 120 min respectivamente.

De modo que 30 min es el tiempo que se us6 para todos los experimentos presentados de aqui en

adelante para el control de células “muertas” tratadas con isopropanol al 70%.
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4.3 Experimentos de viabilidad celular siguiendo el protocolo propuesto por el

fabricante del kit LIVE/DEAD kit BacLight L.7012.

Se realizaron inicialmente experimentos para identificar células vivas y muertas tiféndolas con
Syto9 y yoduro de propidio siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante del kit Live/Dead
BacLight 22,

Para realizar estos experimentos, se utilizaron dos sets de filtros Opticos de microscopia de
fluorescencia, los cuales permiten el paso de luz a distintas longitudes de onda. El filtro de excitacion
de luz azul (A = 475 nm), es un filtro que sirve para inducir fluorescencia en las células que tienen
su ADN intercalado con la tinta Syto9 y el filtro de excitacién de luz verde (A = 560 nm), induce la

fluorescencia de células que tienen intercalado el yoduro de propidio en su ADN.

Las células intercaladas con Syto9 se identifican como células vivas, pues su membrana celular es
permeable a las moléculas de éste compuesto que es de caracter hidrofébico. El Syto9 se intercala en
el ADN emitiendo fluorescencia de color verde. Por otro lado, las células que tendran intercaladas
en su ADN moléculas de yoduro de propidio, seran aquellas que tengan su membrana celular rota o
comprometida. El yoduro de propidio, al ser un compuesto iénico, no puede traspasar la membrana
intacta de células vivas, pero cuando la membrana celular se rompe puede intercalarse con el ADN,
desplazando a las moléculas de Syto9 presentes. De éste modo, la intercalacién de yoduro de propidio
se da uUnicamente en células muertas. El yoduro de propidio se intercala en el ADN emitiendo

fluorescencia de color rojo.

A continuacion se presentan una serie de imagenes tomadas al realizar la tincién de células de un
cultivo £ coli BL21(DES3) con el kit LIVE/DEAD L7012 BacLight de viabilidad de acuerdo al

protocolo proporcionado por el fabricante (Figura 34).

El cultivo celular se dividié en dos partes a manera de tener dos tubos con aproximadamente la
misma cantidad de células. El primero contenia células vivas resuspendidas en NaCl al 0.85% y la
segunda muestra contenia células muertas, las cuales fueron obtenidas al ser incubadas con

1sopropanol al 70% durante 30 min.
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Figura 34. Comparacién entre un cultivo de células vivas (A, B) y uno de muertas (C, D). Las células
de las fotos A y C estan vistas con el filtro para A excitacion = 475 nm, mientras que las células de las

fotos B y D estén vistas con el filtro para A excitacisn = 560 nm.

Realizando la tincién de acuerdo con el protocolo proporcionado por el fabricante, la concentracién
de Syto9 final es 0.005 mM, mientras que la de yoduro de propidio es 0.030 mM (Relacién de
concentraciones de tintes 1:6). En la Figura 34, se observan fotos del cultivo de células vivas vistas
con el filtro para A= 475 nm (A) y con el filtro para A= 560 nm (B). En la foto (A) se observan células
con fluoresencia verde como era de esperarse debido al Syto9, mientras que en la foto B, también
como era de esperarse, practicamente no se observan células rojas (solamente cuatro) lo que indica

que en su gran mayoria no tienen su membrana celular comprometida.

De igual modo en la Figura 34 se muestran las fotos de células muertas (tratadas con isopropanol al
70%) usando los mismos filtros mencionados anteriormente en (C) y (D) respectivamente. En el caso
de las células muertas se observé fluorescencia de células rojas (D) como podria esperarse, pero
también se observé fluorescencia de células verdes (C) lo cual resulté inesperado. Haciendo un

analisis méas detallado, se puede ver que una gran cantidad de las células rojas estan también tefiidas
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de color verde. Como ejemplo, en la Figura 35, se muestran los acercamientos de las fotos (C) y (D)

de la Figura 34.

(B)

Figura 35. Acercamiento de las fotos C y D de la Figura 34 de las células tratadas con isopropanol al 70%
durante 30 minutos y observadas con los filtros para 475 nm y 560 nm respectivamente.
Se sefialan zonas donde las células observadas de color verde (filtro para 475 nm), también se ven en color

rojo (filtro para 560 nm).

Una explicacién para éstos resultados, es que el yoduro de propidio necesita desplazar al Syto9 para
intercalarse en el ADN de las células con membrana comprometida. De modo que, al usar el Syto9
a una concentracién final de 0.005 mM y el yoduro de propidio a una concentracién final de 0.03 mM
(relacién de concentraciones 1:6), las moléculas de yoduro de propidio no son suficientes para
desplazar a todas las moléculas de Syto9 en el ADN y ambas se encuentran en el ADN de las células

con membrana comprometida.

Otra explicacién al hecho de que se observen las células de color verde y rojo simultdneamente,
podria ser que como una molécula de yoduro de propidio se intercala por cada 4 o 5 pares de bases
en el ADN; los demas espacios disponibles para la intercalacién podrian ser ocupados por el

Syto9 27.De modo que, se tienen al Syto9 y al yoduro de propidio intercalados al mismo tiempo.

Para reconfirmar que las células de £. coli realmente se estaban muriendo cuando eran tratadas con
isopropanol al 70% (incubacién por 30 min), se realiz6 una siembra de las muestras tefiidas ellas en

cajas Petri con LB-agar. El resultado fue que no crecié ninguna colonia (Figura 36).
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(B)

Figura 36. Siembra de las muestras de cultivo tratadas de acuerdo al protocolo del fabricante (a partir de un

cultivo de 16 horas). En (A) se presentan las colonias formadas a partir de una muestra de 100 pL de un
cultivo de células vivas resuspendidas en NaCl al 0.85% En (B) se tomé una alicuota de 100 pL del cultivo
de células incubadas con isopropanol al 70%, en la imagen se observa que no hubo formacién de colonias. En

ambos casos las diluciones son 1:100 000.

Por ello, se llegé a la conclusién de que hay células muertas tenidas tanto de Syto9 (color verde) como

de yoduro de propidio (color rojo).

Para realizar los experimentos de viabilidad celular dentro de microchips, se propuso optimizar
antes el proceso de tinciéon cambiando la concentracion de Syto9. Como primera opcion para tener
un menor numero de moléculas de Syto9 intercaladas en el ADN de las células con su membrana
comprometida y que el yoduro de propidio pudiera ocupar éstos sitios con mas rapidez, se decidi
disminuir la concentraciéon de Syto9 y no aumentar la de yoduro de propidio. Las razones para esto
fueron: la toxicidad de los compuestos para el ambiente y el elevado costo que tiene el Syto9 en

relacién con el yoduro de propidio.

En la seccién 4.4 se describen los ensayos realizados para la optimizacién de las tintas y los

resultados obtenidos.
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4.4 Optimizacién de la concentracién de los agentes intercalantes de ADN (Syto9 y
yoduro de propidio).

Como se mencion6 en la seccién 4.3, el Syto9 no era totalmente desplazado por el yoduro de propidio
en las células tratadas con isopropanol al 70%, por lo que era posible observar células muertas
tefiidas de ambos agentes intercalantes (células de color verde y rojo simultdneamente). Es por ello
que se realizaron experimentos en los que se varié la concentraciéon de Syto9, manteniendo constante
la concentracién final de yoduro de propidio (Tabla 1). Estas pruebas se realizaron considerando la
metodologia de lavados y posterior tincién mostrada en la seccién 3.5. Al final se tom6 una alicuota
de 2.5 pL del cultivo tefiido y se coloco en un portaobjetos para su observacion en el microscopio de

fluorescencia.

Es importante mencionar que a partir de éstos experimentos se usé el doble del volumen de Syto9 y
yoduro de propidio propuesto por el fabricante, de modo que se tomaron 3.0 pL de cada tinta por mL
de cultivo, lo que finalmente no altera la relaciéon de concentraciones de 1:6 obtenida con el método

del fabricante.

Tabla 1. Concentraciones finales usadas de Syto9 y yoduro de propidio en 0.5 mL de cultivo de E. coli

previamente lavado”.

Csytos (mM) | Cpr (mM) | Csytos/Crr
0.01 0.06 1:6
2.51x10% 0.06 1:24
1.34x103 0.06 1:45
6.68x10+ 0.06 1:90

Cabe mencionar en éste punto que, al igual que en los deméas experimentos que se realizaron en
portaobjetos y de los cuales se hablara mas adelante, la alicuota que se toma puede ser la causa en
la variacién del niumero de células presentes. Pues aunque los experimentos se realizaron a la misma
ODs70 nm, siempre existe la posibilidad de que en la alicuota tomada se estén llevando méas o menos

células del cultivo preparado.

Por tal motivo, se decidi6 hacer un grafico normalizado de los resultados. Esta normalizacién, se

realizé considerando que el niimero de células verdes (tefiidas con Syt9) representa el total de células
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observadas con ayuda del microscopio de fluorescencia en la alicuota (2.5 pL) colocada en un
portaobjetos. A continuacién se presentan los resultados obtenidos de la normalizacién, que permiten

ver de manera més clara la relacién de células observadas (Figura 37).

[Syt09]=0.01 mM [Syt09]=2.51x10* mM [Syt09)=1.34x10°mM  [5y09]=6.68x10* mM
[P]= 0.06 mM [PI]= 0.06 mM [P1)=0.06 mM [P1)= 0.06 mM
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Figura 37. Nimero de células normalizado a diferentes concentraciones de Syto9. Los experimentos con las

concentraciones de Syto9 de 0.01 mM y 2.51x103 mM se hicieron por duplicado.

Los primeros 4 resultados de la grafica corresponden a la relacién de concentraciones de Syto9 y PI
recomendada por el fabricante del kit LIVE/DEAD. Podemos notar que cuando la concentraciéon de
Syto9 es 0.01 mM y la de PI es 0.06 mM (relacién de concentraciones 1:6), solamente un 56% o 58%
de células se tifieron de rojo cuando los cultivos fueron tratados con isopropanol al 70% por 30 min,
aun cuando el 100% de estas células no son viables, pues como ya se demostrd en la seccidén 4.2, éstas

no crecen al sembrarlas en cajas Petri.

Con una concentracién de Syto9 de 2.51x103 mM (relacién de tintes 1:24) en un primer experimento
se observ una tendencia ideal, pues las células vivas se visualizaron bien en color verde y hay pocas
rojas que podrian estar muertas, mientras que en el cultivo de muertas se observa que hay muchas

células rojas y pocas verdes. Desafortunadamente, al repetir este experimento (Relacién de
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concentraciones 1:24), se observé que en el cultivo de células muertas (tratadas con isopropanol
al 70%), el nimero de células verdes se mantiene al 100%. Aun asi se observan un gran ntimero de
células rojas (un 80% del niimero de células verdes), por lo cual se probaron otras concentraciones

menores de Syto9.

Cuando se us6 la concentracién de Syto9 de 1.34x103 mM y de PI de 0.06 mM (relacién de
concentraciones 1:45) el porcentaje de células rojas en el cultivo tratado con isopropanol al 70% fue
del 82%, el cual es mayor al porcentaje observado cuando se usé la concentraciéon de Syto9

recomendada por el fabricante del kit (0.01 mM).

Se puede notar también que el porcentaje de células rojas tratadas con isopropanol al 70% cuando
la relacién de concentraciones es 1:45 (porcentaje de células rojas de 82%) es ligeramente menor al
porcentaje de células rojas tratadas con isopropanol al 70% cuando se hizo la repeticiéon del
experimento usando la relacién de concentraciones de 1:24 (porcentaje de células rojas de 84%).
Ya que al disminuir la concentracién de Syto9 de 2.51x103 mM a 1.34x103 mM, no se observé un
incremento considerable en el numero de células rojas en el cultivo de células tratadas con
1sopropanol al 70%, se realiz6 una prueba mas, pero ahora usando una concentracién de Syto9 mas

baja (6.68x104 mM).

También en la Figura 37 se ve, que el nimero de células rojas observadas en un cultivo de células
muertas se incrementa considerablemente cuando la concentracién de Syto9 se disminuy6 a
6.68x104 mM (relacién de concentracién de tintes 1:90). De manera que se vuelve ligeramente mayor
el namero de células rojas observadas que el nimero de células verdes. Esto hace suponer que el

yoduro de propidio se ha intercalado en ADN en una proporcién mayor a la de Syto9.

Debido ello, el protocolo de tincion de células de E. coli se llevé a cabo usando la concentracién de
Syto9 de 6.68x10%4 mM y la concentracién de yoduro de propidio fijada de 0.06 mM (relacién de

concentracién de tintes 1:90).

Ya no se consideraron ensayos a concentraciones menores de Syto9, debido a que al usar
concentraciones mas bajas de Syto9, se notdé que el nimero de células verdes detectadas en los

cultivos con células vivas disminuia notablemente.
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Con éstos resultados se eligié que en todos los experimentos siguientes, la concentracién de Syto9
debia ser de 6.68x10%* mM y la concentracién de yoduro de propidio de 0.06 mM, o sea cuando la

relacion de concentraciones de Syto9 y yoduro de propidio fuera de 1:90.

4.5 Fabricacion y Caracterizaciéon del microchip.

Para realizar la formacién de microgotas, se disefié un microchip que cuenta con una zona donde la
fase dispersa (flujo de agua) se intersecta con dos corrientes de fase continua (aceite mineral con
Span 80). El disefio del microchip con dos corrientes de aceite, permite la formacién de gotas

uniformes y estables 24, las cudles serviran para encapsular a las células de Z. coli (Figura 38).

1 2
Figura 38. 1. Disefio del microchip 300 pm de ancho x 100 pm de profundidad para la
formacién de microgotas. Se muestra en: A) entrada de aceite, B) entrada de agua
y C) salida. La flecha indica la zona donde se forman las microgotas.
2. Zona de interseccion de aceite y agua para la formacién de microgotas vista con el

microscopio (Objetivo 10x).
Para caracterizar los microchips empleados en ésta tesis, se utilizé una cAmara Phantom (Phantom

Micro M-110, Ametek, E. U. A.). Con ésta cAmara, se tomaron fotos del microcanal haciendo un corte

como se muestra en la Figura 39:
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Figura 39. Diagrama del proceso de corte del microchip para su caracterizacién. Se muestran los cortes realizados en la

primera seccién del microcanal para medir el ancho y la profundidad (Objetivo 20x).

Asi mismo, se tomé una foto con el objetivo de 20x de una reticula microscépica (PYSER-SGI, Reino

Unido) de 5 mm y se hizo una calibracién con el programa PixelLINK u Scope (Figura 40).

Ol

Figura 40. Foto tomada con la cAmara Phantom de la reticula microscépica (5 mm) empleada para la caracterizacién de

los microchips (Objetivo 20x).

A continuacién se muestran en las Figuras 41 y 42 los resultados obtenidos del ancho y de la

profundidad de los microcanales a partir de la calibracién con la reticula de 5 mm.
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Figura 41. Determinacién de la medida del ancho de los microcanales del microchip.

Figura 42. Determinacién de la medida de la profundidad de los microcanales del microchip.

Se obtuvo que el ancho real de los microcanales es de 315.217 um, que es un 5.07% mayor al valor
esperado de 300 um; y se encontrd que la profundidad de los microcanales es de 104.743 um que es
4.74% mayor al valor esperado de 100 um, de acuerdo con la Figura 16, presentada en la seccién 3.8
de la metodologia. La variacién en los resultados podria deberse al tiempo de exposiciéon de la oblea
a la luz UV con la mascara (proceso de fotolitografia suave descrito en 3.8); ya que de acuerdo con
trabajos realizados anteriormente 24, se ha encontrado que la sobreexposicién a la luz produce

microchips con microcanales mas anchos.
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4.6 Cuantificacion de células viables en funcién del tiempo dentro de microchips de
300 pm de ancho a flujo de agua 0 pL/hr en ausencia de la fase organica.

Con el fin de obtener el nimero de células vivas en 28.1 nL. de un cultivo de £ coli a una
ODé70nm= 0.04, se realizé una prueba control sin formacién de microgotas. Esta prueba control

permite observar si el nimero de células vivas permanece constante a lo largo del tiempo.

El propésito de hacer un control con células vivas es asegurarse de que las células no pierden
fluorescencia a lo largo del tiempo y que el cambio en el namero de éstas se debe inicamente al efecto
del antibiético adicionado (como en el caso de las pruebas con ampicilina que se presentardn en

secciones posteriores).

Para realizar el analisis de células viables presentes en el cultivo de E. coli, se llev) a cabo la toma
de fotos usando los dos filtros en la seccion del canal del microchip marcada con un recuadro rojo en

la Figura 43.

®

o\

%_(B)

Figura 43. Disefio del microchip (300 pm de ancho X 100 um de profundidad). En (A) se sefiala la entrada por la cual se

inyect6 la muestra de cultivo. En (B) se sefiala la seccién del microcanal donde se tomaron las fotos.

En éste caso, asi como en todos los ensayos siguientes y como ya se mencioné en la seccién 4.4, la
concentracion de Syto9 empleada fue de 6.68x10*mM y la concentracion de yoduro de propidio fue

de 0.06 mM (relacién de concentraciones 1:90).

En la Figura 44 se muestran los resultados obtenidos tomando fotos en la seccion del microcanal

senalada en la Figura 43 del microchip al tiempo cero y después de 2 horas y 30 minutos.
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Figura 44. Fotos de células vivas de E. coli observadas con los filtros para 475 nm (células verdes) y con el filtro para
560 nm (células rojas) en funcién del tiempo. (A) y (B) corresponden al inicio del experimento (t= 0 min) y (C) y (D)

corresponden al tiempo final del experimento (t= 150 min)

En la figura anterior (Figura 44), se observa que el nimero de células a lo largo del tiempo no varia
significativamente. Se puede notar que durante las 2 horas y 30 minutos del experimento, el nimero
de células se mantuvo en un intervalo de 110-113 en el caso de células vistas con el filtro para
475 nm y de 15-16 células para el caso de las observadas con el filtro para 560 nm. En la Seccién 4.7

y con los resultados de la Figura 45, se valida nuevamente que tanto células verdes y rojas
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permanecen constantes en el tiempo, y también se ve que el nimero de verdes es muy superior al de

rojas.

4.7 Viabilidad celular en microchips a flujo de agua 0 pL/hr en ausencia de la fase

organica.

Para observar el efecto de la ampicilina dentro de los microchips, se realizaron experimentos sin
formacién de microgotas. En éstos ensayos se inyectaron en microchips muestras de células de
E. coli (ODg70 nm= 0.04) en presencia de distintas concentraciones de ampicilina (500 pg/mL,
250 pg/mL, 100 pg/mL y 50 pg/mL). Asi mismo, se inyecté en un microchip més, una muestra de

cultivo sin ampicilina como control de células vivas.

Se tomaron fotos de cada microchip cada 30 minutos durante 270 minutos. En todos los casos el
cultivo dentro de los microchips fue observado con los dos filtros (475 nm y 560 nm). Posteriormente
se analizaron las fotos con el programa Imaged para determinar el namero de células observadas en

la primera secciéon del microcanal del microchip.

A partir de los datos obtenidos del analisis con el programa Imaged; se obtuvieron los graficos del
numero de células observadas en funcién del tiempo para todas las muestras preparadas. En todos
los graficos que se obtuvieron, el tiempo inicial representa el tiempo al cual se tomo6 la primera foto,

es decir 15 min después de la adicién de ampicilina a las muestras.

Para el caso del cultivo resuspendido en NaCl al 0.85% (control de células vivas), se observé que
tanto el nimero de células verdes como el numero de células rojas no presenté altas variaciones a lo

largo del ensayo (Figura 45).
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Figura 45. Ntimero de células observadas (verdes y rojas) en funcién del tiempo de un cultivo de células de E. coli vivas

(en ausencia de ampicilina) resuspendidas en NaCl al 0.85%.

Es probable que las células rojas presentes (muertas), pudieran haber sufrido dafio en su membrana
durante el proceso de lavado. Pero como se muestra en las Figuras 46 y 47, el nimero de células
rojas (muertas) se incrementa conforme pasa el tiempo cuando el cultivo se encontré en presencia de

ampicilina.

En la Figura 46, se muestra el grafico de la variacién del nimero de células (verdes y rojas)

para el cultivo de células en presencia de ampicilina a una concentracién de 500 pg/mL.
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Figura 46. Ntmero de células observadas (verdes y rojas) en funcién del tiempo para el cultivo de células en presencia de

ampicilina 500 pg/mL.
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Se puede observar en la Figura 46 la rapida disminuciéon del nimero de células verdes cuando se
tiene el cultivo en presencia de ampicilina a 500 pg/mL, en especial durante los primeros 30 min
donde el nimero de células verdes pasa de 229 a 114 células y a los 270 min baja hasta 20 células.

A su vez, el nimero de células rojas (muertas) se incrementa de 10 a 40 células.

Es notable que la disminucién de células verdes no corresponde a un aumento equiparable de células
rojas como se esperaria. Una posible explicacién que se tiene para éste resultado es que quiza
algunas células se estén rompiendo completamente de su membrana antes de que el yoduro de

propidio se intercale en el ADN.

En el caso del cultivo de células en presencia de ampicilina a 250 pg/ mL (Figura 47), la disminucién
del numero de células verdes durante los primeros 30 min es lenta; pasando de las 356 a las
327 células. En éste caso la disminucién es lenta al principio, pero a los 270 min llegaron a observarse
solamente 38 células; lo que implica una disminuciéon del 89%. En el caso del nimero de células

rojas; se observa un incremento lento de las 28 a las 54 células.
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Figura 47. Ndmero de células observadas (verdes y rojas) en funcién del tiempo para el cultivo de células en presencia de

ampicilina 250 pg/mL.

Con 100 pg/ mL de ampicilina en el cultivo de células de E. coli (Figura 48), la disminucién de células

verdes durante los primeros 30 min también es lenta aunque ligeramente mas rapida que la
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disminucién de células con ampicilina a 250 png/mL. Esto podria deberse a la variacién en el niimero

de células que se puede presentar durante la preparacién de las muestras.
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Figura 48. Ntumero de células observadas (verdes y rojas) en funcién del tiempo para el cultivo de células en presencia de

ampicilina 100 pg/mL.

En la Figura 48, se observa que el niumero de células verdes durante los primeros 60 min pasa de

las 369 a las 238 células y disminuye hasta las 65 células a los 270 min. El nimero de células rojas

también incrementa, pero lentamente de las 12 a las 39 células a lo largo del tiempo (270 min).

Finalmente se realizé una prueba mas, pero ahora el cultivo de células estaba en presencia de

ampicilina con concentracién de 50 pg/mL (Figura 49).
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Figura 49. Ntmero de células observadas (verdes y rojas) en funcién del tiempo para el cultivo de células en presencia de

ampicilina 50 pg/mL.
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En éste caso la disminucién en el numero de células verdes durante los primeros 30 min es mas lenta
que en los casos anteriores con concentraciones mayores de ampicilina, pues se observa durante esos

minutos que pasa de las 187 a las 180 células.

De manera simultanea, el nimero de rojas pasa de 10 a 54 células durante los 270 min que durd el

ensayo.

Con el objeto de comparar los resultados obtenidos, se calculé el porcentaje de células observadas
para el cultivo control y aquellos con ampicilina. El calculo se realiz6 considerando como el 100% el
nuimero de células verdes o rojas vistas al inicio de las observaciones en el microscopio (t=0 min)
(Figura 50). En el grafico, el porcentaje de células en NaCl al 0.85% m/v sin ampicilina, aunque
incrementa durante la primera hora, disminuye ligeramente y luego se mantiene entre el 115% y el

95%.
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Figura 50. Porcentaje de células observadas de color verde en funcién del tiempo (min) para las muestras de cultivo de

E. coli en NaCl al 0.85% m/v sin ampicilina (control) y con 500 pg/mL, 250 pg/mL, 100 ng/mL y 50 pg/mL de ampicilina.

En todos los casos donde a las muestras de cultivo se les adicioné ampicilina, se observa una
disminucién notable del niimero de células verdes con respecto al cultivo sin ampicilina (control de
células vivas). Ademds se ve que al usar una alta concentracién de ampicilina (500 ug/mL), el
porcentaje de células observadas cae mas rapidamente durante los primeros 90 min que cuando se

usan concentraciones de 100 y 250 pg/mL.
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Del mismo modo, se obtuvo un grafico del porcentaje de células rojas en cada muestra preparada
(Figura 51). En éste caso, el porcentaje de células rojas en los cultivos con ampicilina va variando a
lo largo del tiempo, pero aun asi tiende a incrementar conforme pasa el tiempo. Se observa ademas,
que el porcentaje de células rojas en el caso del cultivo sin ampicilina (control) no tiene un incremento

significativo en comparacién con las otras muestras.
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Figura 51. Porcentaje de células observadas de color rojo en funcién del tiempo (min) para las muestras de cultivo de

E. coli sin ampicilina (control) y con 500 pg/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL y 50 ng/mL de ampicilina.

En el caso del cultivo control (sin ampicilina), se observan variaciones en el nimero de células verdes,
pues a veces se presentan incrementos. Estos incrementos podrian deberse al tiempo en que tarda
el Syto9 en atravesar la membrana celular e intercalarse en el ADN. Es decir que conforme pasa el
tiempo algunas células que antes no tenian al Syto9 intercalado en su ADN en los primeros minutos,
se pueden ver en los minutos posteriores debido a que el Syto9 ya pasé por el proceso de atravesar

la membrana celular e intercalarse en el ADN.

En los casos donde se us6 ampicilina, el nimero de células rojas, nunca llega a ser igual al numero
de células verdes que se tenian al inicio. Esto podria atribuirse al efecto de la ampicilina sobre la
membrana celular. Pues al ir pasando el tiempo la membrana celular se va dafiando cada vez mas,

lo que podria resultar en un rompimiento total de la célula de modo que se libera el ADN contenido
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y por tanto la fluorescencia ya no esta concentrada en un punto, evitando que se observen las células

o bien el ADN se rompe y ya no hay intercalacion de las tintas.

Otras variaciones podrian deberse a que durante la toma de fotos, se mueve el microchip de lugar.
Esto puede causar que cuando se toma la foto en la primera seccién del microcanal no sea
exactamente el mismo sitio. Pues como con el objetivo de 20x no se ve la totalidad de la primera
seccién del microcanal, el microchip podria estar desplazado ligeramente hacia la derecha o hacia la
izquierda; ocasionando que se tome la foto de células que estaban en otro sitio de esa misma secciéon

del microcanal.

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos de la toma de fotos del cultivo de células vivas
(control en NaCl al 0.85% m/v) comparado con el cultivo de células en presencia de ampicilina
(500 pg/mL). Estas fotos se presentan como ejemplo para ilustrar la diminucién en el ntimero de

células verdes, y el incremento en células rojas a lo largo del tiempo para el cultivo con ampicilina.
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Tabla 2. Células vivas (control) y células en presencia de ampicilina (500 ¢ g/mL) observadas con los filtros

para 475 nm y 560 nm en funcién del tiempo.

Tiempo

(min)

Control de células vivas

Células en presencia de ampicilina

(500 pg/mL)

Filtro para células

verdes

No. de células

observadas = 181

30

No. de células

observadas = 183

Filtro para células

rojas

No. de células

observadas =11

No. de células

observadas = 18

Filtro para células

verdes

No. de células

observadas = 229

No. de células

observadas= 114

Filtro para células

rojas

No. de células

observadas = 10

No. de células

observadas = 23
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60

No. de células No. de células No. de células No. de células

observadas = 215 observadas = 14 observadas = 86 observadas = 25

90

No. de células No. de células No. de células

No. de células

observadas = 209 observadas = 10 observadas = 63 observadas = 27
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150

No. de células No. de células No. de células No. de células

observadas = 185 observadas =13 observadas = 42 observadas = 38

210

No. de células No. de células No. de células No. de células

observadas =175 observadas = 18 observadas = 31 observadas = 32
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270

No. de células

observadas =172

No. de células

observadas = 10

No. de células

observadas = 20

No. de células

observadas = 40

Con éstos resultados, se pudo ver que la ampicilina puede dafiar la membrana celular de las células

de E. coli y que es posible realizar un estudio de viabilidad celular en microchips. Pero como se

menciondé en la introduccién, uno de los objetivos de ésta tesis fue encapsular células bacterianas en

microgotas formadas dentro de los microchips. Por lo que, en las secciones siguientes de éste capitulo,

se presentan los pasos realizados para llegar a la realizacion de ensayos de viabilidad celular

mediante la formaciéon de microgotas.

La finalidad de usar microgotas en los ensayos, es que a futuro, se podrian encapsular células para

probar distintos antibiéticos al mismo tiempo y en un solo microchip (afiadiendo las entradas

necesarias al mismo).
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4.8 Efecto en la estabilidad y fluorescencia de las microgotas formadas en los
microchips debido al cambio en la concentracién de surfactante (Span 80)
presente en el aceite mineral.

Con la finalidad de determinar la concentracién de Span 80 que debia contener el aceite mineral, se
realizaron pruebas en los microchips formando microgotas y se observd la estabilidad de las

microgotas durante el recorrido por todo el microcanal.

A continuacion se muestran dos imagenes comparativas de la formacién y estabilidad de las gotas
formadas mediante el uso de aceite mineral con 0.1% m/m y 1.8% m/m de Span 80, respectivamente

(Figura 52).

1 2

Figura 52. 1. Formacion de las microgotas usando aceite mineral con Span 80
al 0.1% m/m. 2. Formacién de microgotas usando aceite mineral con Span 80 al
1.8% m/m (Objetivo 10x). En ambos casos, se usé un flujo de aceite de 15 pl/hr y de

agua 1 ul/hr.

En ambos casos, se observa que las gotas formadas son bastante estables durante el recorrido por
todo el microchip, por lo que la variacién en la concentraciéon de Span 80 presente en el aceite mineral

no afectaba su estabilidad.

Después, se hicieron experimentos con un cultivo de células vivas teniidas con Styo9 y yoduro de
propidio. Se observd que al usar una concentracién de 0.1% m/m de Span 80, el Syto9 pasaba a la
fase organica lo que provocaba un incremento de fluorescencia al avanzar hacia la salida del

microchip. Con 1.8% m/m de Span 80 el Syto9 se extraia menos hacia la fase organica, de modo que
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se logré disminuir el ruido de fondo producido por la fluorescencia con el Syto9 en los microcanales.

Esto facilita la visualizacién de las células dentro de las microgotas (Figura 53).

Figura 53. 1. Formacién de las microgotas con células vivas usando aceite mineral al 0.1%
m/m Span 80. 2. Formacién de microgotas con células vivas usando aceite mineral al 1.8% m/m

de Span 80 (Objetivo 20x). Flujo de aceite: 15 nl/hr, flujo de agua: 1 ul/hr.

Se vio también que, como el Syto9 es un compuesto que no tiene carga, presenta afinidad por el
PDMS y por la fase organica. Por lo que, se observé que al ir avanzando hacia el final del microcanal,
habia una mayor fluorescencia producida por el Syto9 al extraerse hacia la fase organica. Esto fue
importante para definir la zona donde se realizaria la toma de fotos y videos; pues era mas facil
observar las microgotas en la primera seccién del microcanal que al final del recorrido por el

microchip (Figura 54).
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A) (B) (0

Figura 54. Incremento de la fluorescencia conforme se avanza hacia el final del microcanal. (A) Al inicio del

microchip (primera seccién), (B) mitad del microchip, (C) Gltima seccién (cerca del final del microchip).

Es por ello, que se eligi6 la primera seccién del microchip (sefialada en la Figura 43 de la seccién 4.6)
como zona para tomar fotos y videos de los experimentos. Ademas de que se reduce el error debido a

la extraccidon del Syto9 hacia la fase organica.

Con éstas observaciones se concluybé que la concentraciéon de Span 80 en el aceite debia ser de
1.8% m/m y que las fotos o los videos que se capturaran durante los ensayos se debian realizar en la
primer seccién del canal como en el caso de los experimentos de viabilidad celular presentados en
secciones anteriores. Asi mismo se vio que cuando el flujo de aceite es de 15 pL/hr y el de agua de 1
uL/hr; las microgotas se desplazan lentamente y es posible tomarles fotos y/o videos con mejor

detalle.



Resultados y Discusion 68

4.9 Formacion de microgotas en microchips usando células resuspendidas en

NaCl al 0.85% m/v.

Una vez optimizada la concentracién de Syto9 y de yoduro de propidio, se realizaron pruebas en los
microchips, los cuales permiten la formacién de microgotas con la respectiva visualizacion de las

células contenidas dentro de ellas.

Inicialmente, se realizaron pruebas con un cultivo de células de . coli vivas, resuspendidas en
NaCl al 0.85% m/v. Durante estos experimentos, se observé que las primeras gotas que se formaron,
no contenian células. Al agitar el cultivo de células dentro de la jeringa, finalmente salieron
microgotas con células (Figura 55). Este fenémeno podria deberse a que las células no se mantienen
suspendidas en la disolucién de NaCl al 0.85% m/v, por lo que después de cierto tiempo comienzan

a asentarse en el fondo de la jeringa, dificultando su salida hacia el microchip.

75 pm 75 pm
(4) (B)

Figura 55. Foto de células vivas vistas con el filtro 475 nm. En (A), se muestra la foto de

una microgota al comenzar el experimento. En (B), se muestra la foto de una microgota

después de agitar la jeringa. Flujo de aceite: 15 ul/hr, flujo de agua: 1 ul/hr

Para resolver éste problema, se adicioné Percoll (Concentracién final de 18.4% v/v) al cultivo de
células en NaCl al 0.85% m/v para mantenerlas resuspendidas durante un periodo de tiempo mayor.
El Percoll es una solucién isosmoética, no téxica para las células, formada por particulas de silice

coloidales de 15 a 30 nm de didAmetro recubiertas con polivinilpirrolidina (PVP).
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4.10 Experimentos en microchips de 300 pym para seleccionar el medio en el cual se
resuspenderian las células para los ensayos donde se formaron microgotas.

Se hicieron pruebas con un cultivo de células vivas dentro de microchips de 300 pm mediante la
formaciéon de microgotas para determinar cual medio se usaria para mantener a las células
resuspendidas dentro de las microgotas el mayor tiempo posible. Para ello, se emplearon tres medios
distintos: el NaCl al 0.85% m/v, el Percoll al 18.4% v/v y el glicerol al 38.1 % m/v. En estos casos,

también se usé con la concentracién de tintas previamente optimizada.

Durante los experimentos, se observé que el Percoll aumentaba la fluorescencia de la gota, lo que se
reflejaba en un incremento del ruido de fondo, dificultando la visibilidad de las células, sobre todo

en las células tefiidas con yoduro de propidio y observadas con el filtro para 560 nm (células rojas).

En la Figura 56, se muestran fotos tomadas con los filtros para 475 nm y 560 nm respectivamente,

usando un cultivo de células vivas resuspendidas en NaCl al 0.85 % m/v y Percoll al 18.4% v/v.

Figura 56. Fotos de pruebas comparativas de un cultivo de células de E. coli vivas
vistas con los filtros para 475 nm y 560 nm. A la izquierda se observan las células
resuspendidas en NaCl al 0.85% m/v y del lado derecho se muestran las células

resuspendidas en Percoll al 18.4% v/v. Flujo de aceite: 15 pul/hr, flujo de agua: 1 ul/hr

El incremento en la fluorescencia de la microgota cuando se usa Percoll al 18.2 v/v, podria deberse a
que la polivinilpirrolidina (PVP) (Figura 57) posee una estructura formada por vinilpirrolidonas.
Esta estructura podria interaccionar con el Syto9 y con el yoduro de propidio, resultando en la fuerte

emisién de fluorescencia en las microgotas.



Resultados y Discusion 70
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Figura 57. Estructura de la polivinilpirrolidina (PVP), presente en el Percoll.

Ya que el Percoll dificulta la visibilidad de las células al incrementar la fluorescencia de la gota, se
decidi6 usar otro compuesto para resuspender el cultivo celular. Como una de las opciones reportadas

se propuso el uso de glicerol al 38.1% m/v.

El glicerol puede ayudar a resuspender las células y debido a que no absorbe a longitudes de onda
donde absorben el Syto9 (475 nm), el yoduro de propidio (560 nm) y tampoco a la longitud de onda
para determinar la OD del cultivo (670 nm), se propuso como alternativa para resuspender a las

células durante el desarrollo de los experimentos 28.

La concentracién de glicerol de 38.1% m/v fue elegida ya que una solucién al 38.1% m/v de glicerol

tiene una densidad igual a la densidad de las células de Z. coli (pz cori=1.1 g/lcm?) 29

A continuacién se muestran fotos comparativas en las que se destacan las diferencias observadas al

usar glicerol al 38.1% m/v en lugar de Percoll (Figura 58).

A) (B) © (D)

Figura 58. Fotos de pruebas comparativas de un cultivo de células de E. coli vivas vistas
con los filtros para 475 nm y 560 nm. En (A, B) observan las células resuspendidas en
Percoll al 18.4 % v/v y en (C, D) se muestran las células resuspendidas en glicerol al

38.1% m/v. Flujo de aceite: 15 nl/hr, flujo de agua: 1 ul/hr
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Al cambiar el medio en el cual se mantienen suspendidas las células, se observé la disminucién del
ruido de fondo en las células vistas con el filtro para 560 nm; mientras que cuando se observaron con

el filtro para 475 nm, el ruido de fondo en las gotas desaparecié por completo.

Debido a que el glicerol, a diferencia del Percoll no tiene un anillo en su estructura; se evita la posible
interaccion con el Syto9 y con el yoduro de propidio que ocasionan el fenémeno de fluorescencia

(Figura 59).

HO OH
OH

Figura 59. Estructura del glicerol

El uso de glicerol al 38.1% m/v resolvi6 el problema que se ocasionaba debido al incremento de
fluorescencia en el fondo por el uso de Percoll al 18.4% v/v, por lo que la visualizacién de las células

con la camara (Canon SX260HS) fue mejor.

4.11 Pruebas en portaobjetos con células de E. coli vivas a ODg7o nm 0.1 y 0.04

resuspendidas en glicerol al 38.1% m/v, al 50% y NaCl al 0.85%.

Para determinar el efecto del medio en el que se resuspendieron las células de E. coli que fueron
observadas en el microscopio (Microscopio invertido DM1300B, Leica Microsystems, Alemania); se
realizaron pruebas a dos diferentes densidades 6épticas (ODs70 nm=0.1 y ODg70 nm= 0.04). Para ello, se

usaron tres medios distintos para resuspender cada muestra del cultivo.

El proceso consistid en la preparacién de muestras de células resuspendidas en: glicerol al
38.1% m/v, glicerol al 50% m/v y de NaCl al 0.85%. Después de teiir las células con las
concentraciones de Syto9 y yoduro de propidio optimizadas (Csyts= 6.68x104 mM y Cpi= 0.06 mM);

se colocaron en portaobjetos gotas de 2.5 uL. por cada muestra.
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Luego, se tomaron fotos de cada cultivo de células vivas usando los dos filtros (células verdes
Aext= 475 nm y células rojas Aex= 560 nm). Los datos obtenidos se graficaron para su anilisis

(Figura 60).
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Figura 60. Variacién del ntimero de células observadas con los filtros para 475 nm (células verdes) y 560 nm

(células rojas) en funcién del medio en el cual se resuspendieron y de 1a ODé70 nm.

Es posible notar que la presencia de glicerol podria afectar la viabilidad de las células, pues conforme
se incrementa la concentracién de 38.1% m/v a 50% m/v el namero de células visibles disminuye. En
el caso en que se usd NaCl al 0.85% como medio para resuspender las células, se observa un mayor
numero de células de E. coli vivas respecto a la muestra con glicerol cuando se tiene la misma
OD670 nm. También se puede ver que cuando la OD es menor; el efecto que tiene el medio sobre el

numero de células observadas también es menor que cuando se tiene una OD alta.

Por lo que, con éstos resultados, se llegd a la conclusion de que aun cuando el NaCl al 0.85% es un
medio que no afecta la viabilidad de las células; no se puede usar en los experimentos en los que se
formaran las microgotas. Esto se debe a que, como se observé en la seccidén 4.9, las células se asientan
en la jeringa antes de salir al microchip. En lugar de usar NaCl al 0.85%, se usara para los
experimentos en microchips donde se encapsularan las células bacterianas en microgotas el glicerol

a una concentracién de 38.1% m/v.
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Otra posibilidad de la variacién en el numero de células observadas podria deberse a la alicuota
tomada (como se mencioné en la seccién 4.5). Esta explicacién se basa en el hecho de que, en los
2.5 uLL tomados, podrian haberse tomado mas o menos células, pues se debe tener en cuenta que aun
cuando se mezclaba la muestra antes de tomar la alicuota, el NaCl al 0.85% no era tan efectivo para
resuspender a las células de modo que éstas se asentaban mas rapido en el fondo del microtubo que

cuando se usé Percoll o glicerol.

4.12 Experimentos en microchips de 300 pm con un cultivo de células vivas
(resuspendidas en glicerol al 38.1% m/v).

Para tener un control positivo, se prepar6 un cultivo de 16 horas el cual se lavd con NaCl al 0.85%,
luego se resuspendié en una disolucion de glicerol al 38.1% m/v para tener una ODe7onm de 0.04.
Finalmente se realizaron pruebas dentro del microchip de 300 pym encapsulando las bacterias en

microgotas con ayuda del aceite mineral con Span 80 al 1.8% m/m.

Las células se observaron con los dos filtros y se tomaron videos con la Camara Canon cada
5 0 10 min durante 1 hr. Con los resultados del analisis de fotos capturadas de los videos grabados,
se realizé el conteo de las células observadas dentro de las microgotas. Una vez obtenidos estos datos

se realizé un analisis del nimero de células presentes en funcién del area de la microgota.

4.12.1 Anilisis del nimero de células presentes por area relativa de la
microgota.

Para determinar las variaciones en el numero de células presentes en las microgotas formadas, se
hizo el analisis del nimero de células en funcién del area de la microgota. Estos analisis se realizaron
debido a que cuando se trabaja a flujos muy bajos de agua y aceite en un microchip, las microgotas

pueden variar m4s en tamaiio que cuando se usan flujos altos de agua y aceite 24.

Durante el seguimiento de microgotas que contenian a las células de E. coli a una ODs7onm=0.04

resuspendidas en glicerol al 38.1% m/v, se usaron los flujos habituales de aceite (15 pL/ hr) y agua

(1 pL/hr).
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En las Figuras 61 y 62, se muestran los graficos obtenidos de los resultados del analisis de las fotos

con el programa Imaged.
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Figura 61. No. de células vivas de E. coli (ODg7onm =0.04) observadas considerando el 4rea de las microgotas

formadas (filtro para 475 nm). NOTA: El 4rea relativa se determina en el programa Imaged considerando los

pixeles presentes en la foto de la microgota. Flujo de aceite: 15 puL/hr, flujo de agua: 1 uL/hr.
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Figura 62. No. de células rojas detectadas en un cultivo de células vivas de E. coli (ODég70nm =0.04)

considerando el 4rea de las microgotas formadas (filtro para 560 nm). Flujo de aceite: 15 uL/hr,

flujo de agua: 1 pL/hr
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Como se observa en las Figuras 61, el nimero de células se mantiene en un intervalo de 50 a 200
células en un area de 5x10%y 2x10° unidades arbitrarias, en el caso de las células vistas con el filtro
para 475 nm (verdes). En el caso de la Figura 62, las células vistas con el filtro para 560 nm (rojas),
se observa que el nimero se mantiene entre las 10 y las 45 células en un area de 5x10* y 2x10°
unidades de arbitrarias. Esto es consistente con los resultados presentados en la seccién 4.11, donde
el nimero de células cuando se usé6 glicerol al 38.1% fue de 213 células verdes y 10 células rojas

(valores que caen dentro del intervalo del ntimero de células observadas en la Figura 60).

Estos resultados indican que existe una variaciéon en el nimero de células presentes en cada
microgota y aunque se mantiene en un intervalo; explica el por qué en los experimentos posteriores
se observan incrementos o disminuciones del nimero de células a lo largo de los ensayos. Sin
embargo como también se vera en las secciones siguientes, hubo una tendencia hacia la disminucién
del numero de células verdes y el incremento del ntimero de células rojas cuando los cultivos se
trataron con ampicilina. Ademas, éstos cambios son significativos en comparacién con los cambios

observados en los cultivos de células vivas sin antibiéticos (control positivo).

4.13 Experimentos en microchips de 300 pm con un cultivo de células tratadas con

isopropanol al 70%.

Para tener un control negativo, se preparé un cultivo de 16 horas el cual se lavéo con NaCl al
0.85% m/v y se dejé incubar durante 30 min en isopropanol al 70% para la obtencién de células con

su membrana comprometida.

Después de los 30 min de incubacién, se lavaron las células para eliminar el isopropanol y se
resuspendieron en una disolucién de glicerol al 38.1% m/v (ODeronm de 0.04). Finalmente se

realizaron pruebas dentro del microchip de 300 pm.

Con los resultados obtenidos del analisis de fotos capturadas, se realizé el conteo de las células
observadas dentro de las microgotas con el programa Imaged. Una vez obtenidos estos datos, se
realiz6 un analisis del nimero de células presentes en funcién del area de la microgota al igual que

en la seccion 4.12.
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4.13.1 Analisis del nimero de células tratadas con isopropanol al 70% presentes por area

relativa de la microgota.

Con el programa Imaged, se calculé el area de las microgotas observadas manteniendo los flujos de
aceite y agua constantes (flujo de aceite 15 pL/hr y flujo de agua 1 pL/hr). A continuacién se muestran

los resultados obtenidos en forma grafica del nimero de células observadas en funcién del Area

relativa (Figura 63 y 64).
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Figura 63. Nimero de células de E. coli (ODe70 nm=0.04) tratadas con isopropanol al 70% vistas con el filtro

para 475 nm en funcién del 4rea relativa. Flujo de aceite: 15 uL/hr, flujo de agua: 1 uL/hr.
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Figura 64. Ntmero de células de E. coli (ODe70 nu=0.04) tratadas con isopropanol al 70% vistas con el filtro

para 560 nm en funcién del area relativa. Flujo de aceite: 15 pl/hr, flujo de agua: 1 pL/hr
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Como se observa en el grafico anterior, el nimero de células vistas con el filtro para 475 nm (verdes)
se mantiene en un intervalo entre las 5 y las 38 células, mientras que el area relativa varia de los
6.2x10%y 1.16x10% unidades arbitrarias Por otro lado, el nimero de células vistas con el filtro para
560 nm (rojas) se mantiene en un intervalo de 21 a 63 células y un 4rea relativa entre 5.7x10%y
1.2x10%5 u.a. Esto es indicativo de que el numero de células por gota, aunque presenta algunas

variaciones, se mantiene mas o menos homogéneo durante el experimento.

4.14 Viabilidad celular en microchips con un cultivo en presencia de

ampicilina (500 pg/ml).

Después de haber realizados éstas pruebas control y ver que el nimero de células se mantiene en un
intervalo a lo largo del tiempo, se realizaron experimentos con ampicilina para observar los efectos

que tienen éste antimicrobiano en las células de . coll.

Se preparé un cultivo de células vivas, las cuales se lavaron y se resuspendieron en una solucién de
glicerol al 38.1% m/v. Posterior a la tincién, se adicioné ampicilina de modo que la concentracién
final de ésta fue de 500 pg/mL. En seguida se hicieron pruebas en un microchip, siguiendo tres
microgotas (observadas con los filtros de 475 nm y 560 nm) cada hora, por alrededor de 3 horas. De
cada video se analizaron distintas microgotas para observar la variacién en el nimero de células

vistas en ambos filtros a lo largo del tiempo (Figura 65).

Para todos los experimentos con ampicilina; el tiempo inicial (t= 0 min) se considera como el tiempo
al cual se inicié la formacién de las microgotas. La formacion de las microgotas se produjo 15 min

después de la adiciéon de ampicilina en el cultivo de Z. coll.
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Figura 65. Experimento 1: Ntimero de células de E. coli (ODe70nm =0.04) dentro de las microgotas en

presencia de Ampicilina (500 pg/mL) en funcién del tiempo. Flujo de aceite: 15 pL/hr, flujo de agua: 1 nL/hr

En éste caso el nimero de células rojas (560 nm) se incrementé conforme pasé el tiempo, y el ntimero
de células verdes (475 nm) también se incrementé pero en menor grado. Debido a que la ampicilina
comienza a hacer efecto 2 horas después de su adicién 39, se incrementd el tiempo de observacion con

la finalidad de observar un cambio m4s significativo.

Para facilitar la visualizacién de los resultados, se calculé el numero promedio de células vistas con
ambos filtros y los resultados se muestran en la Figura 66. En esta figura se facilita la visualizacion
en el incremento del nimero de células rojas en funcion del tiempo y también un ligero incremento

en el ndmero de células vistas con el filtro para 475 nm (verde).
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Figura 66. Experimento 1: Ntimero de células de E. coli (ODg70 nm =0.04) promedio dentro de las microgotas

en presencia de Ampicilina (500 pg/mL) vs tiempo. Flujo de aceite: 15 pL/hr, flujo de agua: 1 pL/hr.

Se realizaron mas pruebas, pero ahora se increment6 el tiempo de los ensayos para ver si habia una
tendencia mas clara del incremento del nimero de células muertas (rojas) y ver si las células vivas

(verdes) disminuian méas adelante.

4.15 Incremento del tiempo de los experimentos en microchips con un cultivo de

células con ampicilina (500 pg/mL).

Debido a que los resultados anteriores se observé una tendencia clara del incremento de células
rojas de un cultivo de células de E. coli (ODs70 nm =0.04) en presencia de ampicilina (500 pg/mL), se
repitié el procedimiento experimental (usando la concentracién de Syto9 6.68x10* mM y yoduro de
propidio de 0.06 mM, es decir la concentracién optimizada), pero ahora se incrementé el tiempo del

ensayo.
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La Figura 67 muestra los resultados obtenidos de un ensayo en un microchip de 300 pm con un
cultivo de células en presencia de ampicilina (500 pg/mL) resuspendidas en glicerol al 38.1% m/v.

En éste caso el experimento tuvo una duracién de 5 horas.
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Figura 67. Experimento 2: Ntimero de células de E. coli (ODe70 nm =0.04) dentro de las microgotas en
presencia de Ampicilina (500 pg/mL) vs tiempo. Se muestran las células vistas con ambos filtros (verdes con

475 nm y rojas con 560 nm. Flujo de aceite: 15 pL/hr, flujo de agua: 1 pL/hr

Del gréafico (Figura 67) anterior se tomaron los puntos correspondientes a cada tiempo y se
promediaron para realizar un grafico del nimero de células promedio en funcién del tiempo

(Figura 68).
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Figura 68. Experimento 2: Ntimero de células de Z. coli (ODe70 nm =0.04) promedio en presencia de
Ampicilina (500 pg/mL) vs tiempo. Se muestran las células vistas con ambos filtros (verdes con 475 nm y

rojas con 560 nm. Flujo de aceite: 15 pL/hr, flujo de agua: 1 pL/hr.

En éste grafico (Figura 68) se muestra que el niimero de células rojas se incrementa hacia los
180 min y después disminuye hacia los 300 min del ensayo. De igual modo se observaron las células
con el filtro para 475 nm (verdes) y el promedio muestra que el nimero de células disminuye por

efecto de la ampicilina.

Después se realizé otra prueba de células en presencia de ampicilina (500 pg/ml) durante 5 horas y
30 minutos (Figura 69), observandose una tendencia similar al experimento anterior (Figura 68) en

el nimero de células observadas con los filtros de 475 nm y 560 nm.
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Figura 69. Experimento 3: Ntimero de células de Z. coli (ODe70 nm =0.04) dentro de las microgotas en

presencia de Ampicilina (500 pg/mL) vs tiempo. Se muestran las células vistas con ambos filtros (verdes con

475 nm y rojas con 560 nm). Flujo de aceite: 15 uL/hr, flujo de agua: 1 uL/hr.
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Figura 70. Experimento 3: Ntimero de células de £. coli (ODé70 nm =0.04) promedio en presencia de

Ampicilina (500 pg/mL) vs tiempo. Se muestran las células vistas con ambos filtros (verdes con 475 nm y

rojas con 560 nm). Flujo de aceite: 15 pL/hr, flujo de agua: 1 uL/hr
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El experimento 3, es una repeticiéon del experimento 2, pero ahora se hizo una observacién mas
(t= 351 min) y muestra una vez mds una disminucién de células verdes (filtro para 475 nm) y el

incremento de células rojas (filtro para 560 nm) en funcién del tiempo por efecto de la ampicilina.

En el experimento 4, es otra repeticiéon del experimento 2, pero ahora el tiempo al cual se tomaron
las ultimas fotos fue de 360 min (Figura 71). De igual forma, se promediaron los tres puntos
obtenidos a cada tiempo (Figura 72), de modo que se observa que el niimero de células rojas comienza
a decaer después de 180 min (3 hr), mientras que en el experimento 3 (Figura 70) se ve que el nimero
de células disminuye ligeramente a los 113 min pero se incrementa nuevamente a los 281 min y

finalmente vuelve a disminuir.

En ambos casos se puede notar el efecto de la ampicilina durante los 100 primeros minutos de los
experimentos, pues el nimero de células rojas se incrementa. Como se mencion6 anteriormente es
posible que a tiempos muy altos el nimero de células rojas disminuya debido a que la pared celular
se dafia por completo, e inclusive el ADN podria ser afectado de modo que el yoduro de propidio ya

no se encontraria intercalado en el ADN.
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Figura 71. Experimento 4: Ntmero de células de Z. coli (OD670 nm =0.04) dentro de las microgotas en presencia
de Ampicilina (500 pg/mL) vs tiempo. Se muestran las células vistas con ambos filtros (verdes con 475 nm y

rojas con 560 nm). Flujo de aceite: 15 pL/hr, flujo de agua: 1 pL/hr
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Figura 72. Experimento 4: Ntimero de células de E. coli (ODég70 nm =0.04) promedio en presencia de
Ampicilina (500 ng/mL) vs tiempo. Se muestran las células vistas con ambos filtros (verdes con 475 nm y

rojas con 560 nm). Flujo de aceite: 15 pL/hr, flujo de agua: 1 pL/hr

La serie de graficos, muestran que es posible detectar el efecto antimicrobiano de la ampicilina sobre

células individuales de Z. coli mediante el método propuesto.

A continuacién, la Tabla 3 muestra una serie de imagenes tomadas de microgotas a cada tiempo
para observar el efecto del incremento en el nimero de células rojas y la respectiva disminucion del

numero de células verdes.
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Tabla 3. Fotos de microgotas con células en presencia de ampicilina (500 ¢ g/ml) observadas con

los filtros para 475 nm y 560 nm en funcién del tiempo.

Tiempo (min)

Células en presencia de ampicilina (500 pg/mL)

Filtro para células verdes Filtro para células rojas

75 um

No. de células observadas =0

60

No. de células observadas= 36 | No. de células observadas = 58
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120

No. de células observadas = 6

180

No. de células observadas = 3

No. de células observadas = 103

240

No. de células observadas = 2

No. de células observadas =115
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300

No. de células observadas =1

360

No. de células observadas =0

No. de células observadas = 64

No. de células observadas = 59
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4.16 Viabilidad celular en microchips con un cultivo en presencia de kanamicina
(125 png/mL).

Se realizoé el tratamiento de células de £. coli de acuerdo con el protocolo propuesto con anterioridad,
de modo que se obtuvo un cultivo resuspendido en glicerol al 38.1% m/v a una ODeg70nm de 0.04 tefiido
con Syto9 y yoduro de propidio. Seguido de la tincién se realizé la adicién de kanamicina (125 pg/mL)

al cultivo y se introdujo la muestra dentro de un microchip de 300 pm.

Dentro del microchip se realizé la formacién de microgotas, de igual manera que en los experimentos
con ampicilina (500 pg/mL). Se hizo el seguimiento de tres microgotas (observadas con los filtros de
475 nm y 560 nm) cada hora, con la finalidad de observar el cambio en el niimero de células muertas

(rojas) y en el nimero de células vivas (verdes).

El grafico siguiente (Figura 73) muestra el ntimero de células observadas en cada microgota durante
3 horas, vistas con los filtros de 475 nm y 560 nm del cultivo de células de Z. coli en presencia de

kanamicina (125 pg/mL).
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Figura 73. Experimento 5: Grafico del nimero de células de Z. coli en presencia de kanamicina (125 pg/mL)
observadas durante 3 horas. Las observaciones se realizaron con los filtros de 475 nm (células verdes) y

560 nm (células rojas). Flujo de aceite: 15 puL/hr, flujo de agua: 1 pL/hr
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A partir de los resultados mostrados en la Figura 73, se obtuvo la Figura 74 promediando los puntos

correspondientes al nimero de células presentes en las tres microgotas tomadas durante cada hora.
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Figura 74. Experimento 5: Ntimero de células promedio de E. coli en presencia de kanamicina (125 pg/mL)
observadas durante 3 horas. Las observaciones se realizaron con los filtros de 475 nm (células verdes) y

560 nm (células rojas).

En éste grafico se observa con mayor claridad, la disminucién del nimero de células vistas con el
filtro para 475 nm (verdes) conforme pasa el tiempo. Se ve que el nimero de células verdes disminuye

de 77 a 47 células en promedio después de 60 min.

Los resultados obtenidos en éste experimento, no muestran el efecto de la kanamicina sobre el
numero de células muertas (rojas), pues su niimero no se incrementa notablemente a lo largo de todo
el experimento (5)(Figura 74). Una explicacién a éste hecho podria ser que, debido a la forma en la
que actua la kanamicina sobre las células de £. coli. La kanamicina es un antibiético que afecta la
subunidad 30S de los ribosomas, provocando errores durante la traducciéon del ARN de modo que

hay una terminacién temprana en la sintesis proteica.

Debido a que la kanamicina no inhibe el crecimiento de la pared celular 7, podria ser que un

incremento en el nimero de células a 560 nm (rojas) conforme pase el tiempo no se observe.

A manera de corroborar éstos resultados, se realizé el experimento 6 a las mismas condiciones. En

éste caso, ademas se observo el cultivo al dia siguiente con la finalidad de determinar qué sucedia a
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tiempos mayores a las 3 horas. En la Figura 75 muestra el nimero de células vistas con ambos filtros

dentro de las microgotas en funcién del tiempo.
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Figura 75. Experimento 6: Ntimero de células de E. coli en presencia de kanamicina (125 pg/mL) observadas

con los filtros de 475 nm (verdes) y 560 nm (rojas) en funcién del tiempo. Flujo de aceite: 15 pL/hr, flujo de

agua: 1 uL/hr

También de la Figura 75 se calculd el promedio de células en las tres microgotas para cada una de

las horas (Figura 76).
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Figura 76. Experimento 6: Ntmero de células de Z. coli promedio en presencia de kanamicina (125 pg/mL)

vistas con los filtros de 475 nm y 560 nm en funcién del tiempo.
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El experimento 6 muestra con claridad que el nimero de células rojas no cambia en un cultivo de
células de E. coli en presencia de kanamicina (125 pg/mL). Se puede notar también, que el niimero
de células verdes presenta un comportamiento contrario al visto en la Figura 74, pues el nimero de

células verdes aumenta en un principio y luego disminuye.

4.17 Viabilidad celular en microchips con un cultivo en presencia de kanamicina

(500 png/mL) resuspendidas en glicerol al 38.1% m/v.

Para confirmar lo que se observ) en experimentos anteriores, se hizo una prueba maés, pero ahora se
incrementd la concentracién de kanamicina. La Figura 77 muestra los resultados obtenidos al

realizar pruebas con un cultivo de células de E. coli en presencia de kanamicina (500 pg/mL).
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Figura 77. Experimento 7: Ntimero de células de Z. coli en presencia de kanamicina (500 pg/mL) vistas con

los filtros de 475 nm y 560 nm en funcién del tiempo. Flujo de aceite: 15 pL/hr, flujo de agua: 1 pL/hr

Al igual que en los caso anteriores, se promedi6 el nimero de células observadas a cada tiempo. La

Figura 78 muestra éstos resultados.
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Figura 78. Experimento 7: Ntimero de células de Z. coli promedio en presencia de kanamicina (500 pg/mL)

vistas con los filtros de 475 nm y 560 nm en funcién del tiempo.

La Figura 78, confirma que el ntimero de células observadas con el filtro para 560 nm (células rojas)
permanece casi constante a lo largo del tiempo. Se puede notar ademas que, el namero de células
vistas con el filtro para 475 nm (células verdes) presenta comportamientos distintos en todos los

experimentos con kanamicina.

La variacién presente en todos los graficos para el caso de las células observadas con el filtro para
475 nm (células verdes), podria deberse a la dilucién del Syto9 en DMSO. Esta dilucién afecta en la
capacidad de fluorescencia de la molécula cuando estd intercalada en el ADN. Pues de acuerdo con
algunos comentarios del fabricante presentes en el protocolo de tincién original, si el Syto9 se diluye

demasiado con DMSO la capacidad de fluorescencia puede ser afectada.

Otra observacion realizada durante todos los ensayos llevados a cabo, es que cuando el Syto9 diluido
se guardaba por mucho tiempo en el congelador, éste perdia su capacidad de fluorescencia, por lo

que era necesario preparar una nueva dilucién cada vez que se hacia un ensayo nuevo.
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5 CONCLUSIONES

Se logré desarrollar un método de lavado y tincién de células que permiti6 realizar experimentos de
viabilidad celular dentro de microchips de microfluidica. El1 método de tincién se optimizé a partir
del protocolo original del kit LIVE/DEAD Baclight; ya que como se observo, el Syto9 a concentracion

de 0.01 mM, no era desplazado del ADN de las células con su membrana comprometida.

Se concluydé que una concentracién de Syto9 de 6.68x104 mM y una concentraciéon de yoduro de
propidio 0.06 mM (relacién de concentraciones 1:90) es 6ptima para realizar la cuantificacién y

deteccion de células viables.

Se hicieron ensayos en los que se tifleron muestras de un cultivo de . coli y que permitieron
determinar que a una ODe70 am de 0.04, el nimero de células era facilmente cuantificable con el
programa Imaged, pues las células se podian observar mas separadas unas de otras; evitando errores

al momento del conteo automatizado.

Fue posible fabricar microchips de PDMS con microcanales con un ancho de 315.217 um de ancho y
104.743 um de profundidad utiles para realizar ensayos de viabilidad celular y que posteriormente

se emplearon para encapsular células bacterianas mediante la formacién de microgotas.

Al realizar experimentos de viabilidad celular dentro de microgotas, se observé que a flujos bajos las
microgotas varian de tamafio y que éstas presentan variaciones en el nimero de células bacterianas.
Aun asi se observa en las pruebas control (deteccién de células vivas en funcién del tiempo) que el

numero de células no aumenta o disminuye significativamente.

Con el método desarrollado para la deteccion y cuantificacion de células viables por microscopia de
fluorescencia a flujo de agua de 0 pL/hr (en ausencia de aceite) y con los microchips empleados, se
logré seguir la cinética antibacterial de la ampicilina a distintas concentraciones (500 pg/mL,
250 ug/mL, 100 pg/mLy 50 pg/mL). En estos experimentos se observé una tendencia donde el ntimero
de células verdes disminuye, mientras que el numero de células rojas aumenta. Sin embargo, éstas

ultimas nunca llegan a igualar el nimero inicial de células verdes.
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Al realizar los experimentos dentro de microchips formando microgotas en presencia de ampicilina
a una concentracién de 500 pg/mL, se observa que el nimero de células verdes disminuye, mientras
que el nimero de células rojas se incrementa, pero después, entre los 180 min y 260 min, comienza

a decaer. Posiblemente esto se deba a que la membrana celular se rompe por completo liberando el

ADN contenido.

En cuanto a los ensayos con kanamicina (125 ug/mL y 500 pug/mL), no fue posible encontrar una

tendencia de la disminucién del ntimero de células verdes y/o el incremento de células rojas.
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6 TRABAJO A FUTURO.

A partir de los experimentos descritos en ésta tesis, se podra justificar el uso de microchips de
microfluidica para realizar ensayos rapidos para el descubrimiento de compuestos que presenten

propiedades antimicrobianas.

Uno de los objetivos a futuro es unificar el método de tincién optimizado con el método propuesto por
Romero Garcia?® para la deteccién de células viables por medio de fluorescencia inducida por laser.
Este método permitiria el tratamiento de una mayor cantidad de datos, ademéas de que eliminarian

las variaciones en el tamaifio de las microgotas que se generaron por el uso de flujos bajos.

En el laboratorio 309 de Biofisicoquimica se pretende acoplar él microchip desarrollado en el
presente trabajo a un HPLC que permita la deteccién automatica de nuevos antimicrobianos; y con

ello facilitar y agilizar el trabajo en el laboratorio.
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8 ANEXO.

8.1 Determinacién del nimero de unidades formadoras de colonias por mililitro de
un cultivo de E. coli (preparado a partir de un cultivo incubado por 16 hr), por el
método de macrodilucién.

Con la finalidad de tener un valor experimental del nimero de colonias presentes a diferentes
ODe0oo nm. Se realizaron experimentos mediante el método de macrodilucién, sembrando una alicuota
de 100 uL de diluciones de cultivos de £. coli. Con los resultados presentados en éste apartado, se
pretende comparar el nimero de células viables y no viables observadas en el microchips con el

numero de colonias que crecen en cajas Petri.

Se realizaron tres experimentos, los cuales consistieron en la preparacién de cultivos en medio
liquido incubados por 16 horas de E. coli BL21(DE3). A partir de dichos cultivos se tomaba una
alicuota para preparar un cultivo "fresco”, esto con el fin de disminuir el nimero de células que

podrian encontrarse muertas dentro del cultivo incubado por 16 horas.

Una vez que se determino la densidad 6ptica del cultivo “fresco”, se realizaron una serie de diluciones
(1:100, 1:10 000, 1:100 000, 1:1 000 000, 1:10 000 000), tomando en cuenta el valor tedrico reportado
de 2x10° CFU/mL (donde CFU son las unidades formadoras de colonias) para una densidad éptica
(OD) de 1.0 a 600 nm 23. Luego, se tomaron alicuotas de 100 pL de las diluciones (1:10 000, 1:100
000, 1:1 000 000, 1:10 000 000) y se dejaron crecer en cajas Petri con agar.

Finalmente se determiné el numero de CFU/mL obtenidos a partir de la cuenta de las colonias
realizadas en cada caja Petri. A partir de los nimeros correspondientes de cada experimento, fue

posible obtener una grafica con el valor promedio (Figura 79).
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Figura 79. Promedio de los experimentos realizados para obtener el valor de CFU/mL para una ODe7onm= 1.0. Se muestra
el log de CFU/mL vs log ODeoo nm obtenidos a partir de las colonias que crecieron en cajas Petri de un cultivo de células
vivas de E. coli (diluciones 1:10 000, 1:100 000, 1:1 000 000, 1:10 000 000).

Con éstos resultados fue posible obtener un valor experimental de 3.03x10¢ CFU/mL para una

ODeéoonm de 1.0, mediante la extrapolacion de la recta.
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