UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

TESIS

MONITOREO DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA DE TRES ANTIBIOTICOS USANDO
TINTAS FLUORESCENTES EN MICROCHIPS DE MICROFLUIDICA

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE QUIMICA

PRESENTA:

KARLA ITZEL GARFIAS GONZALEZ

CIUDAD DE MEXICO

NOVIEMBRE 2016



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO

PRESIDENTE: Dr. Luis Fernando Olguin Contreras
VOCAL: Norma Angélica Castellanos Chavez
SECRETARIO: Maria Elena Rodriguez Alegria

ler. Suplente: Genaro Jiménez Reyes

2do. Suplente: Edgar Axel Donjuan Guerrero

LUGAR DONDE SE DESARROLLO EL PROYECTO

LABORATORIO 309 DE BIOFISICOQUIMICA, EDIFICIO F, FACULTAD DE QUIMICA,
UNAM

SUSTENTANTE

KARLA ITZEL GARFIAS GONZALEZ

ASESOR

DR. LUIS FERNANDO OLGUIN CONTRERAS



AGRADECIMIENTO

A la Facultad de Quimica por el financiamiento otorgado mediante el “Subprograma
121: Formacién Basica en Investigacion”. A través del cual recibi apoyo como Ayudante

de Investigador Nivel A

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por el financiamiento del
proyecto titulado: “IDENTIFICACION DE NUEVOS COMPUESTOS
ANTIBACTERIANOS UTILIZANDO ENSAYOS EN MICROCHIPS” Clave: 153208, por

medio del cual se compraron equipos e insumos para la realizacion de esta tesis.



AGRADECIMIENTOS

A mis padres; por ensefiarme que el trabajo y la disciplina pueden romper cualquier
barrera; por darme todas las herramientas necesarias para crecer y formarme, no solo
de manera profesional, sino como ser humano; por creer cada dia en mi y darme la
oportunidad de perseguir mis suefios; por é€sos abrazos y palabras de aliento que
esperaba cada fin de semana y que me ayudaron a continuar en los momentos mas

dificiles, sin su apoyo y amor jamés habria llegado a éste momento.

A mi hermana; no tengo palabras para agradecer todo tu carifio y apoyo, eres el mejor
regalo que mis papas pudieron darme; gracias por las platicas y algunos cuantos

regafios, me asombra cada dia todo lo que tengo que aprender de ti.

Al Dr. Luis; por permitirme integrarme a su equipo de trabajo y brindarme toda la
confianza. Muchas gracias por sus consejos y su paciencia. Tiene mi admiracién, no

sélo por ser un excelente maestro e investigador, sino por ser una excelente persona.

A Leo; por ensefiarme no sélo box, sino también a ver la vida con otros ojos (a través
de los tuyos); por recordarme que no todo es blanco o negro y que todo por lo que vale
la pena luchar siempre cuesta trabajo; por contagiarme tu positividad y energia. Gracias

por llegar a mi vida.

A Lucero; porgue sélo tu sabes cuanto llenaste de luz muchos de mis dias, gracias por

escuchar sin importar la hora y el lugar. Siempre tendras un lugar en mi corazén.

A mis amigos Betty, Jonathan y May; por las largas platicas, los largos dias de estudio,
por hacer las clases mas amenas y los seminarios llenos de informacion. Tengo el
orgullo de haber conocido a los mejores quimicos de mi generacion. Gracias por todo

Su apoyo.

A mis amigos Artemio, Eddy y Eli; por estar conmigo durante todo éste proceso y nunca

dejarme sola. Ahora sé que, a pesar de estar lejos siempre podré contar con ustedes.

A mis compafieros de laboratorio, que hicieron que mi estadia en el 309 se sintiera

como un segundo hogar.



1. INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 9
1.2 OBJETIVOS 11
1.2.1 OBJETIVOS GENERALES 11
1.2.2 OBJETIVOS PARTICULARES 11
1.3 HIPOTESIS 12

2. ANTECEDENTES

13

2.1 VIABILIDAD CELULAR 13
2.1.1 EVALUACION DE VIABILIDAD CELULAR POR METODOS CLASICOS
14
2.2 EVALUACION DE VIABILIDAD CELULAR POR MICROSCOPIA DE

FLUORESCENCIA 16
2.2.1 PRINCIPIOS DE MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA 17
2.2.2 TINCION DIFERENCIAL 19
2.2.2.1 4',6’-DIAMIDINO-2-FENILINDOL (DAPI) 21
2.2.2.2 NARANJA DE ACRIDINA 22
2.2.2.3 BROMURO DE ETIDIO 24
2.2.2.4 SYTOX GREEN ® 25

2.2.2.5 LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit (SYTO 9°-YODURO
DE PROPIDIO) 26
2.3 MICROFLUIDICA. TECNOLOGIA EN DESARROLLO 28
2.3.1 APLICACION DE LA MICROFLUIDICA EN ENSAYOS DE VIABILIDAD
CELULAR. 29
2.3.1.2 ENSAYOS EN MICROGOTAS 30

3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

33

3.1 MEDIOS Y METODOS DE CULTIVO 33
3.1.1 MEDIO LIQUIDO LB 33
3.1.2 PLACAS DE AGAR CON MEDIO LB 33
3.1.3 SOLUCION SALINA DE NACL 0.85 % M/v 33

3.1.4 CULTIVO DE CELULAS DE E. coLi BL21 EN MEDIO LIQUIDO 33
3.1.5 CULTIVO DE CELULAS DE E. coLI BL21 EN PLACAS DE AGAR 34

3.2 ARREGLO MICROSCOPICO 34
3.3 CONTEO DE CELULAS E. coLI CON EL PROGRAMA IMAGE J 35
3.4 EXPERIMENTOS EN PORTAOBJETOS DE CELULASE. coLI BL21 40

3.4.1 TINCION DEL TOTAL DE CELULAS E. coLI BL21 PRESENTES EN LA
MUESTRA (DAPI/NARANJA DE ACRIDINA) 40



3.4.2 TINCION DEL TOTAL DE CELULAS E. coLI BL21 NO VIABLES EN LA
MUESTRA (BROMURO DE ETIDIO/YODURO DE PROPIDIO). TRATAMIENTO CON
CALENTAMIENTO 41
3.4.3 EXPERIMENTOS DE CELULAS E. coLI BL21 CON TRES PARES DE
TINTAS DAPI-BROMURO DE ETIDIO, DAPI-SYTOX GREEN Y SYTO 9-

YODURO DE PROPIDIO. TRATAMIENTO CON CALENTAMIENTO. 42
3.5 FABRICACION Y CARACTERIZACION DE MICROCHIPS 43
3.5.1 DISENO DE MICROCHIPS SIN FLUJO 43
3.5.2 DISENO DE MICROCHIPS DE FLUJO CONTINUO 44
3.5.3 FABRICACION DE MOLDES POR MEDIO DE LA TECNICA DE
FOTOLITOGRAFIA SUAVE 45
3.5.4 FABRICACION DE MICROCHIPS CON PDMS 47
3.5.5 SELLADO DE MICROCHIPS MEDIANTE PLASMA 47
3.5.6 CARACTERIZACION DE REPLICAS DE PDMS POR TECNICAS DE
MICROSCOPIA 48
3.6 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE VIABILIDAD CELULAR EN MICROCHIPS
SINFLUJO 49
3.7 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA DE
ANTIBIOTICOS CONOCIDOS EN MICROCHIPS DE FLUJO CONTINUO 50
3.7.1 SISTEMA EXPERIMENTAL 50
3.7.2 TRATAMIENTO DE DATOS 51

3.7.3 VALIDACION DEL MONITOREO DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA POR
MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA CON EL METODO CLASICO DE

MICRODILUCION 53
3.7.4 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA DE
TRES ANTIBIOTICOS CONOCIDOS EN MICROGOTAS 55

3.7.5 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA
CON CELULAS E. coLi BL21 A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE

FOSFOMICINA 58
3.7.6 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA
CON CELULAS E. coLI BL21 A 24 HORAS 59
4. RESULTADOS Y ANALISIS 62
4.1 EXPERIMENTOS EN PORTAOBJETOS 62
4.1.1 CELULAS E. coLi BL21 TENIDAS CON DAPI 62

4.1.2 CELULASE. coLI BL21 TENIDAS CON NARANJA DE ACRIDINA 63
4.1.3 CELULAS E. coLi BL21 TENIDAS CON BROMURO DE ETIDIO.
TRATAMIENTO CON CALENTAMIENTO. 65
4.1.4 CELULAS E. coLi BL21 TENIDAS CON YODURO DE PROPIDIO.
TRATAMIENTO CON CALENTAMIENTO. 67



4.1.5 CELULAS E. coLi BL21 TENIDAS CON DAPI Y BROMURO DE ETIDIO.

TRATAMIENTO CON CALENTAMIENTO 68
4.1.6 CELULAS E. coLi BL21 TENIDAS CON DAPI Y SYTOX GREEN®.
TRATAMIENTO CON CALENTAMIENTO 72
4.1.7 CELULAS E. coLI BL21 TENIDAS CON SYTO 9® Y YODURO DE
PROPIDIO. TRATAMIENTO CON CALENTAMIENTO 77
4.2 CARACTERIZACION DE MICROCHIPS 81
4.2.1 MICROCHIPS SIN FLUJO 81
4.2.2 MICROCHIPS DE FLUJO CONTINUO 84
4.3 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE VIABILIDAD CELULAR EN MICROCHIPS
SINFLUJO 87
4.4 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA DE
ANTIBIOTICOS CONOCIDOS EN MICROCHIPS DE FLUJO CONTINUO 95

4.4.1 VALIDACION DEL MONITOREO DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA POR
MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA CON EL METODO CLASICO DE
MICRODILUCION 95
4.4.2 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE VIABILIDAD CELULAR EN
MICROGOTAS CON CELULAS E. coLI BL21 Y CIPROFLOXACINO 104
4.4.2.1 CELULAS TENIDAS CON DAPI Y BROMURO DE ETIDIO104
4.4.2.2 CELULAS TENIDAS CON DAPI Y SYTOX GREEN® 110
4.4.2.3 CELULAS TENIDAS CON SYTO 9° Y YODURO DE PROPIDIO
115
4.4.2.4 ANALISIS Y COMPARACION DE LOS TRES METODOS DE

TINCION 119
4.4.3 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE VIABILIDAD CELULAR EN
MICROGOTAS CON CELULAS E. coLI BL21 Y GENTAMICINA 121

4.4.3.1 CELULAS TENIDAS DAPI Y BROMURO DE ETIDIO 121
4.4.3.2 CELULAS TENIDAS CON DAPI Y SYTOX GREEN® 126
4.4.3.3 CELULAS TENIDAS CON SYTO 9° Y YODURO DE PROPIDIO
130
4.4.3.4 ANALISIS Y COMPARACION DE LOS TRES METODOS DE
TINCION 135
4.4.4 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE VIABILIDAD CELULAR EN
MICROGOTAS CON CELULAS DE E. coLI BL21 Y FOSFOMICINA 136
4.4.4.1 CELULAS TENIDAS CON DAPI Y BROMURO DE ETIDIO137
4.4.4.2 CELULAS TENIDAS CON DAPI Y SYTOX GREEN® 143
4.4.4.3 CELULAS TENIDAS CON SYTO 9° Y YODURO DE PROPIDIO
148
4.4.4.4 ANALISIS Y COMPARACION DE LOS TRES METODOS DE
TINCION 152
4.4.5 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA
CON CELULASE. coLI BL21 A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
FOSFOMICINA 154



4.4.6 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA

CON CELULAS E. coLI BL21 A 24 HORAS 155
5. CONCLUSIONES 162
6. TRABAJO A FUTURO 163

7. BIBLIOGRAFIA 164




1. INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los agentes microbianos son componentes esenciales del ecosistema, la industria
alimenticia, farmacéutica y la investigacion biomédica y muchos de éstos agentes no
presentan efectos negativos en la salud de los seres vivos. Sin embargo, también
existen otros microbios patdégenos como algunas bacterias, virus, protozoarios y hongos

que amenazan la vida de humanos, animales y plantas.

En los dltimos afios se ha observado un incremento en la resistencia de agentes
microbianos a los farmacos que los matarian o detendrian su crecimiento. Esto
ocasiona que enfermedades infecciosas como; VIH, infeccion por estafilococos,
tuberculosis, influenza, gonorrea, candidiasis y malaria; sean cada vez mas dificiles de

tratar.

Entre 5 y 10% de los pacientes hospitalarios en Estados Unidos ingresados en 2014
adquirieron alguna enfermedad infecciosa. De ése porcentaje murieron
aproximadamente 90,000 pacientes, ésta cifra es preocupante si se compara con las

13,000 muertes al afio que se registraban en el afio 1992.[1]

El desarrollo de ésta resistencia es causada principalmente por la presion selectiva bajo
la cual se encuentran los agentes microbianos, por mutaciones genéticas, adquisicion

de plasmidos y por el uso inadecuado e irracional de los antibidticos y antivirales.

Hasta el momento, las medidas que se han tomado para lidiar con ésta problematica
sanitaria han sido lentas. Una de las estrategias que podria arrojar resultados positivos
en un menor lapso de tiempo es la mezcla de antibiéticos ya conocidos. El reto se
encuentra en desarrollar un método que permita evaluar la mezcla de una enorme
cantidad de compuestos en un amplio intervalo de concentraciones para identificar la

dosis letal y al mismo tiempo minimizar el efecto de la resistencia.



Por otro lado, uno de los proyectos mas ambiciosos es desarrollar y probar nuevos
compuestos que tengan propiedades antimicrobianas y contra los cuales se observe

nula resistencia.

Para llevar a cabo ensayos de ésta naturaleza se han utilizado técnicas clasicas
basadas en el manejo manual de fluidos y reactivos, que si bien han sido validados
para su uso en analisis clinicos, también presentan grandes limitaciones por el costo, el
uso de grandes cantidades de reactivos y por el restringido espacio quimico que

permite explorar.[2]

El gran desarrollo de técnicas como la microscopia de fluorescencia, microscopia laser,
citometria de flujo, entre otras, ha permitido disefiar ensayos con los que es posible
evaluar la susceptibilidad microbiana ante distintos compuestos sin los inconvenientes

de las técnicas clasicas.

Aunado a esto, el enorme avance de la microfluidica ha hecho posible conjuntar las
técnicas anteriormente descritas facilitando el disefio y desarrollo de nuevos ensayos
con los que se pretenden analizar bibliotecas de compuestos que permitan identificar y
probar nuevos compuestos con potencial antimicrobiano utilizando nano o picolitros de

reactivos en cada ensayo.

El uso de microchips de microfluidica para evaluar nuevos compuestos con potencial
bactericida requiere del desarrollo de un método confiable y eficiente que permita
determinar de forma concisa y concluyente la viabilidad del agente microbiano en

estudio antes y después del tratamiento con algin compuesto bactericida.
En éste afan, se han desarrollado métodos como la tincion diferencial que permite

discriminar entre células vivas y muertas a través de tintas fluorescentes que pueden

ser analizadas por microscopia de fluorescencia.
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En afos recientes se ha observado un avance significativo en la rapidez y sensibilidad
para detectar agentes microbianos. A su vez, la cantidad de estudios de viabilidad
celular que se realizan con el método de tincion diferencial han aumentado debido a
dos factores de gran relevancia; un incremento en las posibilidades de analisis por
distintas técnicas de fluorescencia y a un mayor abanico de tintas disponibles que
permiten evaluar los diferentes requerimientos de viabilidad. Sin embargo, hoy en dia la

diferenciacion entre células vivas y muertas continta siendo un gran reto.[3]
1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVOS GENERALES

Desarrollar y validar una metodologia, basada en microscopia de fluorescencia, que
permita monitorear en tiempo real el cambio de células vivas (viables) a muertas (no
viables) cuando son expuestas a distintos agentes antimicrobianos, utilizando

dispositivos de microfluidica.

1.2.2 OBJETIVOS PARTICULARES
Estudiar diversos métodos de tincion diferencial para distinguir entre células viables y
no viables de E. coli BL21 utilizando microscopia de fluorescencia.

Encapsular células de E. coli BL21 en microgotas de agua en aceite, dentro de
microchips de microfluidica. Estas microgotas de aproximadamente 10 nano litros seran

utilizadas como un micro-reactor para realizar los ensayos fluorescentes.

Monitorear el cambio de células viables a no viables de E. coli BL21 por microscopia de
fluorescencia, cuando estan dentro de microgotas en un microchip de microfluidica y en

presencia de un antibiético conocido.

Validar el método de microscopia desarrollado, con el método de microdilucién.
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1.3 HIPOTESIS

Si los métodos de tincion diferencial permiten distinguir entre células vivas y muertas a
través del analisis de criterios de viabilidad como la integridad de la membrana,
actividad enzimética, entre otros; entonces sera posible utilizar éstos métodos para
monitorear el efecto bactericida de determinados compuestos en células de E. coli BL21

utilizando microgotas generadas en los canales de un microchip de microfluidica.

Asi mismo, las técnicas conjuntas de microscopia de fluorescencia, tincion diferencial y
microfluidica, permitiran evaluar el potencial bactericida de determinadas moléculas de

forma mas répida, barata y efectiva que los métodos clasicos.
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2. ANTECEDENTES

2.1 VIABILIDAD CELULAR

Los términos “viable” y “viabilidad celular” han sido utilizados ampliamente, tanto en el
campo de la microbiologia como en el habla comun. Estos conceptos hacen referencia

a entidades bioldgicas que sobreviven después de determinado tiempo.

Para la macrobiologia, el término “viable” es mucho mas sencillo de definir puesto que
se tienen parametros medibles, como el ritmo cardiaco, que permiten determinar

cuando cierta entidad biolégica deja de realizar sus funciones vitales.

En el caso de la microbiologia no es posible llevar a cabo ninguna prueba de ése tipo,
por lo que la definicion de viabilidad no es tan simple y mucho menos clara. Los
microbidlogos de décadas pasadas atribuyeron la viabilidad celular a la capacidad de

determinada poblacion de bacterias para multiplicarse y formar colonias.[4]
Sin embargo, ésta definicion es ambigua debido a dos razones principales:

En primer lugar, sélo una porcion de las bacterias conocidas han podido ser cultivadas
con los métodos de cultivo comunmente usados en los laboratorios. Lo que imposibilita

determinar su viabilidad celular a partir de ensayos de cultivo.[4]

En segundo lugar, algunos estudios recientes han determinado mediante microscopia la
presencia de células bacterianas denominadas “viables pero no cultivables” (VNC)[5]
que aun realizan funciones vitales pero que ya no presentan la capacidad para

reproducirse.[6]

A pesar de la intensa investigacion y la larga controversia después de mas de 30 afios,
aun no existe un consenso entre la comunidad de microbiélogos que permita definir el
término “viabilidad” con exactitud.[7] Sin embargo, éste campo de estudio requiere de
mayor investigacion puesto que determinar la viabilidad de los microorganismos es de
vital importancia para la deteccion y conteo de agentes en la industria alimenticia, la
evaluacion de tratamientos de inactivacion, andlisis de -calidad, produccion de

antibiéticos, entre muchas otras.
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Los requerimientos elementales para la viabilidad de los organismos, ademas de su
capacidad de crecer y multiplicarse, son: (I) Membrana citoplasmatica intacta que actle
como barrera entre el citoplasma y el ambiente extracelular. (II) Transcripcion de DNA y
traduccion de RNA. (lll) Generacion de energia para mantener el metabolismo de la
célula, biosintesis de proteinas, &cidos nucleicos, polisacaridos y otros componentes
celulares.[8]

Se espera que el desarrollo de nuevas técnicas, como la microscopia de fluorescencia,
permitan evaluar los requerimientos bdasicos de viabilidad ya mencionados y que
ademas puedan ser totalmente validados por el método clasico de cultivo que hasta el

momento continda siendo el mas fehaciente para evaluar la viabilidad.

2.1.1 EVALUACION DE VIABILIDAD CELULAR POR METODOS
CLASICOS
La evaluacién de viabilidad celular ha cobrado mayor importancia en los Ultimos afios,
debido a la necesidad de determinar el nivel citotoxico de nuevas bibliotecas de
compuestos, desarrolladas con el fin de descubrir nuevas moléculas con potencial
bactericida que permitan tratar las crecientes enfermedades infecciosas que afectan a

la poblacion mundial.

La base de los métodos tradicionales para evaluar la viabilidad se sustenta en la

capacidad de la célula de reproducirse.

La prueba tradicional para determinar la susceptibilidad bacteriana a determinados
antibioticos se ha limitado principalmente al conteo en placas de agar que contienen
una concentracién definida de antibiético (Figura 1) o diluciones en medio de cultivo
liquido con distintas concentraciones de antibidtico (Figura 2). Estos métodos requieren

de incubacion a 37° C por mas de 16 horas para su posterior analisis.
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Figura 1. Método de conteo en placas con células de E. coli.

http://bioinvasions.org/mediaresources

Ensayo de susceptibilidad

Ensayo de concentracion minima inhibitoria

Organismo OO .
susceptible g b E
0 4 8

16

10 pe de antibiotico

Figura 2. Método de dilucion.
http://intranet.tdmu.edu.ua/data/cd/disk2/ch010.htm

Otra de las técnicas de uso extendido es el método de difusion en disco (Figura 3), en
doénde se colocan discos con determinada concentracion de antibiético, en placas de
agar. Para determinar la actividad bactericida de los compuestos evaluados, después
de su incubacion, se mide el diametro halo de inhibicidbn que se genera, mientras mayor

sea el diametro se concluye una mayor susceptibilidad al antibidtico.
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Figura 3. Método de difusion en disco.

https://www.studyblue.com/notes/note/n/vmed-7354-study-guide-2013-14-gull/deck/8692296

Para realizar estudios mas profundos sobre la farmacodinamica de la respuesta de
células bacterianas a los antibidticos, se realizan ensayos “time-kill” dénde la fraccion
de bacterias sobrevivientes se mide a determinados intervalos de tiempo durante el

tratamiento.[9]

Los métodos anteriormente descritos son muy laboriosos, conllevan una gran cantidad
de tiempo y requieren del consumo de muchos reactivos, aunado a esto, los resultados

falso-positivo suelen ser frecuentes.

2.2 EVALUACION DE VIABILIDAD CELULAR POR MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA

Durante las ultimas décadas ha sido patente la necesidad de desarrollar técnicas mas
confiables, rapidas y eficientes que permitan determinar la viabilidad de los
microorganismos en tiempo real principalmente para su uso en analisis clinicos pues
permitiria dirigir individualmente el tratamiento de pacientes infectados y monitorear la

epidemiologia de enfermedades infecciosas.[10]

Investigaciones recientes han desarrollado métodos que permiten diferenciar entre

células vivas y muertas usando tintas fluorescentes. El desarrollo de estos métodos
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alternativos se debe al avance en la tecnologia de las tintas que permiten evaluar
diferentes funciones celulares para determinar la viabilidad.[7]

La microscopia de fluorescencia de células tefiidas por distintos fluorocromoforos se ha
convertido en el método estandar para el conteo de células bacterianas. La mayoria de
los microscopios estan equipados con una lampara de mercurio 0 de xendn-mercurio.
La ldmpara de Xendn proporciona un espectro continuo mientras que la lampara de
mercurio emite lineas espectrales (365, 405, 435, 546 7 578 nm) con un fondo débil a

otras longitudes de onda.[7]

2.2.1 PRINCIPIOS DE MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

La microscopia de fluorescencia es una forma de luz especial de la microscopia. Hace
uso de la fluorescencia para resaltar determinadas estructuras en organismos
biologicos. La diferencia principal entre los métodos de contraste basados en
“brightfield” (Figura 4) y la microscopia de fluorescencia (Figura 5) es que la

fluorescencia emplea un haz de luz incidente en lugar de un haz de luz transmitida.

Figura 4. Trayectoria del haz de luz transmitida. La luz es producida por una lampara simple enfocada a la
muestra por el condensador. Posteriormente pasa a través de la muestra, la absorcion de luz y otros efectos

producen la imagen que se observa.[11]
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Cuando una sustancia fluorescente es irradiada con luz de una longitud de onda corta,
emite luz a una longitud de onda mayor. Los objetos no fluorescentes, como el fondo,
permanecen oscuros. Esta propiedad que poseen diferentes materiales se conoce
como auto-fluorescencia. Sin embargo, la mayoria de los especimenes de interés para

la microscopia, no presentan ésta propiedad.

Para lograr el objetivo de hacer visibles ciertas estructuras o resaltar detalles para un
analisis especifico, los especimenes en cuestion deben ser previamente tefiidos o
marcados a través de una reaccidon inmunoquimica con una tinta fluorescente
(fluorocromoforo). La luz emitida por una sustancia tefiida con un fluorocromoforo se

denomina fluorescencia secundaria.[11]

Figura 5. Trayectoria del haz de luz en microscopia de fluorescencia. La luz de excitacion es dirigida a la
muestra a través del objetivo en lugar del condensador. Este haz de luz es de cierta longitud de onda (azul) que
excita al fluor6foro que posteriormente emite a otra longitud de onda (verde). Es ésta luz la que produce la

imagen.[11]

En la figura 6 se observa detalladamente la adquisicion de la imagen en un microscopio
de fluorescencia. La ldmpara genera un haz de luz blanca que incide con el filtro de
excitacion para producir el haz de luz (por ejemplo; azul) a la longitud de onda requerida
para excitar el fluorocromoforo. Dentro del cubo de filtracion el espejo dicroico dirige

éste haz hacia la muestra. El fluoréforo en la muestra comienza a emitir luz (por
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ejemplo; verde) a una longitud de onda mayor. Esta luz emitida es colectada por el
objetivo y pasa por el espejo dicroico y posteriormente es filtrada a través del filtro de
emision que solo permite pasar la luz de una sola longitud de onda. A continuacion, la
luz emitida incide con un prisma que dirige la luz hacia la interface para detectar la

imagen generada.

Figura 6. La trayectoria completa del haz de luz en microscopia de fluorescencia. [11]

2.2.2 TINCION DIFERENCIAL
Las técnicas de fluorescencia proporcionan la posibilidad de estudiar importantes
pardmetros fisioldégicos con una gran sensibilidad, tiempo de analisis corto y la

capacidad de realizar ensayos a nivel de células individuales.[12]

En los primeros afios del siglo pasado, un gran numero de tintas fluorescentes
comenzaron a estar disponibles. Como resultado, compuestos como la fluoresceina y la
acriflavina fueron usados en un gran nuimero de aplicaciones microscépicas, poco
tiempo después nacié el campo de las tintas fluorescentes vitales. La mayoria de éstas
primeras aplicaciones se restringieron al estudio de plantas y muestras histolégicas.

Actualmente dichos reactivos fluorescentes se usan en una impresionante variedad de
aplicaciones biolégicas donde la respuesta de células individuales puede observarse
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microscépicamente. La implementacién de éstos ensayos ha sido una pieza clave en

muchos de los extraordinarios desarrollos recientes en biologia celular.[13]

En la Tabla 1 se muestran los criterios de viabilidad celular que permiten discriminar
entre células vivas y muertas, entre ellos se encuentran algunos criterios que pueden

ser evaluados por las tintas fluorescentes existentes hoy en dia.

Tabla 1. Criterios y métodos para evaluar la viabilidad celular [8]

Criterio Método de deteccidn Tiempo de Comentarios

ERENRES

Reproduccion  Conteo en placas 1-5 dias Alta sensibilidad.
Morfologia Inhibicién de la division celular 6 horas Unicamente para células
celular por acido nalidixico u otros bacterianas susceptibles
(elongacién) antibioticos a antibiéticos. Analisis
microscoépico de la
elongacion de las
células.
Integridad de Exclusion de tintas. 30 minutos Células viables con la
la membrana membrana
citoplasmatica intacta no
seran tefiidas.
Respiracion Reduccion de tintas de 1-4 horas  Acumulacion de
tetrazolio en células con una productos insolubles de
cadena de transferencia de formazan.
electrones activa.
Actividad Actividad de las esterasas 30 minutos La fluoresceina es
enzimatica sobre el Diacetato de acumulada en células
Fluoresceina. intactas.
Potencial de Distribucion de Rhodamina 1 hora Absorcion dependiente
membrana 123, carboxycyamina y del potencial de
oxonoles membrana o exclusion
de tintas.
Gradiente de Medicion del pH intracelular 1 hora Células viables mantiene
pH usando derivados de el gradiente de pH
fluoresceina constante
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Las posibilidades de tincion y la variedad de criterios que pueden evaluarse con las
tintas existentes son enormes. A continuacidbn se muestran las caracteristicas

biofisicoquimicas de las tintas usadas en la realizacion de éste proyecto.

2.2.2.1 4°,6’-DIAMIDINO-2-FENILINDOL (DAPI)

El 4’,6’-diamidino-2-fenilindol o 2-(4-Amidinofenil)-6-indolcarbamidina (Figura 7) es una

molécula fluorescente de color azul sin cargas que logra penetrar la membrana celular.

NH

N

HN
NH NH:

NH:2

Figura 7. 2-(4-Amidinofenil)-6-indolcarbamidina.
Formula molécular: CisHisNs
Peso molecular: 350.25 g/mol

www.en.chembase.cn

La molécula de DAPI es un compuesto que tifie los &cidos nucleicos, se une

preferencialmente a las bases Adenina:Timina de la doble hélice del ADN. Se encuentra
una molécula de DAPI por cada 3 pares de bases de la hélice. La fluorescencia
observada es mayor a medida que aumenta la cantidad del material genético presente,
con un maximo de emisién a 460 nm. También puede unirse al ARN por medio de otro
mecanismo, intercalandose entre las bases Adenina:Uracilo del ARN con un maximo de

emision a 500 nm.[14]

Figura 8. Unidn de la molécula de DAPI a las bases de ADN

http://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2013/cp/c3cp44058c#!divAbstract
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Esta tinta permite realizar un conteo total de las células presentes en determinada
muestra puesto que tifie células viables y no viables. En la Figura 9 se muestra el
espectro de emision y absorcion de éste compuesto unido al material genético. Asi
como las bandas del set de filtros (DAPI-50LP-A) de absorcién y emision, con los que

se trabajé durante este proyecto.

B T ' il
H @ DAPL50LP-A

@) —— FF01-377/50

@) — FF02-4091LP

) -eunee FFA09-D03

© %T

o3

450

Wavelength (nm)

Figura 9. Espectro de absorcion (morado) y emision (azul) de la molécula de 4°,6’-Diamidino-2-Fenilindol. La
linea morada representa la banda del filtro de excitacion (FF02-475/50). La linea azul corresponde a la banda del

filtro de emision (FF01-540/50). La linea negra pertenece a las bandas del espejo dicroico (Di02-R561).[15]

2.2.2.2 NARANJA DE ACRIDINA

La molécula de naranja de acridina o N,N,N’,N’-Tetrametil-3,6-acridindiamina (Figura

10) es una tinta fluorescente muy util para evaluar el ciclo celular, es permeable a la
membrana celular y una vez que penetra la membrana celular, interactia con el
material genético a través de intercalacion o por atraccion electrostatica con moléculas
de ADN o ARN. Cuando se une al ADN presenta un maximo de absorcion a 502 nm y
un maximo de emisién a 525 nm. Por otro lado, cuando se encuentra unido a las bases
del ARN muestra un maximo de absorcion a 460 nm y un maximo de emision a 650
nm.[8] CH; ?Ha
N

I
N N
=

Figura 10. N,N,N’,N’-Tetrametil-3,6-acridindiamina.
Férmula molecular C17H19N3
Peso molecular: 307.18 g/mol

www.chemspider.com
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En la Figura 11 se observa el espectro de absorcidon y emision de la molécula de
naranja de acridina unida al ADN. Asi como las bandas del set de filtros FITC-5050A.

W | Al

|| FITC-50504
[#] —— FF02-475/50
[#] —— FF01-540/50
[#] <eeeen FF506-Di03
¥ Acridine Orange {+DNA)
[#] 12278 Acridine Orange (+DNA) - Abs
[#| ] Acridine Orange (+DMA) - Em

® 9%T

o oD

Wavelength (nm)

Figura 11. Espectro de absorcion (azul) y emision (verde) de la molécula de Naranja de Acridina unida a las
bases del ADN. La linea azul representa la banda del filtro de excitacién (FF02-475/50). La linea verde corresponde
a la banda del filtro de emisiéon (FF01-540/50). La linea negra pertenece a las bandas del espejo dicroico (FF506-
Di03).115!

En la Figura 12 se observa el espectro de absorcion y emision de la molécula de
naranja de acridina unida a las bases del ARN. También se observan las bandas del set
de filtros LF 561/LP-C.

100 - e -
. & [2n v

[#] Acridine Orange [+RNA)
] Acridine Orange (+RNA) - Abs
[#¥] [ Acridine Orange (+RNA) - Em
¥ LFS61/LP-C
(¥ —— FFO1-561/14
[#] — BLP02-561R
() +een Di02-R561
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Wavelength (nm)

Figura 12. Espectro de absorcion (verde) y emision (rojo) de la molécula de Naranja de Acridina unida a las
bases del ARN. La linea verde representa la banda del filtro de excitacién (FF01-561/14). La linea roja corresponde
a la banda del filtro de emisién (BLP02-561R). La linea negra pertenece a las bandas del espejo dicroico (Di02-
R561).[15]
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2.2.2.3 BROMURO DE ETIDIO
El bromuro de etidio o Bromuro de 3,8-diamino-5-etil-6-fenilfenantridinio (Figura 13) es

una molécula fluorescente de gran tamafio que presenta cargas, por lo tanto no es

permeable a través de la membrana celular.

Figura 13. Bromuro de 3,8-diamino-5-etil-6-fenilfenantridinio.

Férmula molecular: C21H20BrN3
Peso molecular: 394.31 g/mol
www.sigmaaldrich.com

Esta molécula penetra a la célula Gnicamente cuando la membrana citoplasmatica se

encuentra comprometida. Al intercalarse en la doble hélice del ADN asi como en el
material genético ribosomal ARN (Figura 14) se obtiene una fluorescencia 25 veces
mayor a la observada al diluir el compuesto. Por ésta razdn, es Util para tefiir las células
gue han sufrido un dafio en la membrana celular y de ésta forma identificar las células

bacterianas que ya no son viables. [6]

Figura 14. Agente intercalante en la doble hélice de ADN
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El bromuro de etidio presenta uno de sus maximos de absorcion a 518 nm y un maximo
de emisién a 603 nm.[13] En la Figura 15 se observa su espectro de absorcion y

emision, asi como las bandas del set de filtros LF 561/LP-C.

100

o] | Al

¥ LFss1/LP-C
(] == FF01-561/14
[#) — BLP02-561R
[ sesens Di02-R561

80

[# Ethidium bromide
l#]:”" "} Ethidium bromide - Abs
|« ] Ethidium bromide - Em
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® %T

20D 4

20
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Figura 15. Espectro de absorcién (verde) y emisién (rojo) de la molécula de bromuro de etidio. La linea verde
representa la banda del filtro de excitacion (FF01-561/14). La linea roja corresponde a la banda del filtro de emision
(BLP02-561R). La linea negra pertenece a las bandas del espejo dicroico (Di02-R561).[15]

2.2.2.4 SYTOX GREEN ®
La molécula de Sytox Green® es una tinta fluorescente de é&cidos nucleicos que
actualmente se encuentra patentada por la marca Molecular Probes™ de la division
Invitrogen™ dentro de la compafiia ThermoFisher Scientific. Por ésta razén se

desconoce la estructura de la molécula.

La informacion general que proporciona el fabricante refiere a una molécula
antisimétrica de cianina con tres cargas positivas, debido a éstas cargas la molécula de
Sytox Green® no penetra la membrana celular de organismos procariotas y eucariotas
sin embargo, logra atravesar la membrana citoplasméatica cuando ésta se encuentra
comprometida. Por ésta razon, el aumento de las células marcadas con Sytox Green®
se puede relacionar directamente con el aumento de células no viables. La union de la

molécula de Sytox Green® con el material genético resulta en una emision de
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fluorescencia 500 veces mayor a la fluorescencia observada de la molécula de Sytox

Green® tinicamente disuelto. [16]

En la Figura 16 se observa el espectro de absorcién y emisién de la molécula de Sytox

Green® asi como las bandas del set de filtros FITC-50502,

L e —————Te Ay =
# FITC-5050A
«) —=— FF02-475/50
«) —— FF01-540/50
4R FF506-Di03
¥/ SYTOX Green-DNA
) {277 SYTOX Green-DNA - Abs
« [ SYTOX Green-DNA - Em

80

60
® %T

0D 4

20

0 I..-‘-, R -
425 450 475 500 525 550 575 600 625

Wavelength (nm)

Figura 16. Espectro de absorcion (azul) y emision (verde) de la molécula de Sytox Green® unida a las bases
del ADN. La linea azul representa la banda del filtro de excitacion (FF02-475/50). La linea verde corresponde a la

banda del filtro de emision (FF01-540/50). La linea negra pertenece a las bandas del espejo dicroico (FF506-Di03).15]

2.2.2.5 LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit (SYTO 9°-

YODURO DE PROPIDIO)
El kit de tintas LIVE/DEAD es el par de fluoréforos mas comercializado y explorado a
nivel mundial para realizar ensayos de viabilidad celular, es comercializado por la
compariia Molecular Probes®y sintetizado por la division Invitrogen™. Dicho kit consiste
en los compuestos fluoréforos Syto 9°y Yoduro de Propidio. La molécula de Syto 9% se
encuentra actualmente bajo una patente, por lo que se desconoce su estructura
quimica. La molécula de yoduro de propidio no se encuentra patentada, por lo que su

estructura se muestra en la Figura 17.
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Figura 17. 3,8-Diamino-5-[3-(dietiimetilamonio)propil]-6-fenilfenantridinio diyodo
Formula molecular: C27H34l2Na4
Peso molecular: 668.4 g/mol

El yoduro de propidio presenta cargas positivas distribuidas en su estructura molecular
por lo que, debido a su gran tamafio y a su caracter hidrofilico, no es permeable a la

membrana de las bacterias.

El uso del kit LIVE/DEAD requiere de la mezcla, a la concentracion adecuada, de Syto
9®y de yoduro de propidio. Ambas tintas difieren en sus caracteristicas espectrales y en
su habilidad para permear la membrana de células viables. El fabricante asegura que, si
se usa Unicamente la tinta Syto 9®, se observara la tincion de células viables y no
viables. Sin embargo, cuando ambas tintas estan presentes, el yoduro de propidio tifie
las células dafiadas y ocasiona una reduccion en la fluorescencia producida por el
fluoréforo Syto 9®. Por lo que tedricamente, al usar el kit LIVE/DEAD es posible
observar las células viables tefiidas de color verde por la tinta Syto 9° y las células no
viables tefiidas de color rojo por el yoduro de propidio. [17]

A continuacion se muestran los espectros de absorcion y emision de ambos fluoréforos
(Figuras 18 y 19), asi como las bandas de los filtros FITC-5050 A y LF561/LP-C que
permiten monitorear las células tefidas con Syto 9® y yoduro de propidio

respectivamente.
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Figura 18. Espectro de absorcién (azul) y emision (verde) de la molécula de Syto 9® unida a las bases del
ADN. La linea azul representa la banda del filtro de excitacién (FF02-475/50). La linea verde corresponde a la banda

del filtro de emision (FF01-540/50). La linea negra pertenece a las bandas del espejo dicroico (FF506-Di03).[%!
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Figura 19. Espectro de absorcion (verde) y emision (rojo) de la molécula de Yoduro de Propidio. La linea verde
representa la banda del filtro de excitacién (FF01-561/14). La linea roja corresponde a la banda del filtro de emision

(BLP02-561R). La linea negra pertenece a las bandas del espejo dicroico (Di02-R561).[9]

2.3 MICROFLUIDICA. TECNOLOGIA EN DESARROLLO

La microfluidica es un campo multidisciplinario que estudia el comportamiento de los
fluidos a través de microcanales pero también se refiere a la tecnologia para
manufacturar dispositivos microminiaturizados que contengan, canales, camaras y
tuneles con dimensiones de decenas a cientos de micrometros que permitan manipular

volumenes en el rango de microlitros (10-° L) hasta femtolitros (101°L).
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El concepto clave de los dispositivos de microfluidica es integrar todas las operaciones,
gue actualmente requieren de un laboratorio completo, en un dispositivo miniaturizado,

sistematizado y automatizado.[18]

Los dispositivos de microfluidica presentan diversas ventajas que los hacen muy utiles y
atractivos para la industria y la investigacion, por ejemplo; se requieren menores
cantidades de muestras y reactivos por lo que se logra una disminucién de costos y del
impacto ecoldgico asociado, por otro lado, permite llevar a cabo distintas operaciones al
mismo tiempo dentro del dispositivo, acorta el tiempo de analisis, permiten el desarrollo

de ensayos de muchas areas como medicina, biologia, quimica y fisica.[19]

El desarrollo de la microfluidica comenzé en los afios 80’s con la creacion de los MEMS
(Sistemas Micro Electro Mecanicos, por sus siglas en inglés), el primer dispositivo con
un elemento micro mecénico integrado a una oblea de silicon. Hoy en dia, el enorme
desarrollo de ésta area multidisciplinaria permite realizar ensayos de gran complejidad,
lo que ha llevado a un gran auge en las investigaciones dirigidas principalmente a los

campos de la biologia, quimica y biomedicina.[18, 19]

2.3.1 APLICACION DE LA MICROFLUIDICA EN ENSAYOS DE

VIABILIDAD CELULAR.
Los avances en los campos de la bioingenieria, la nanotecnologia y la microfluidica han
facilitado la miniaturizacibn de ensayos moleculares que permitan evaluar la
susceptibilidad microbiana y detectar cepas resistentes. Los dispositivos de
microfluidica pueden incorporar mudltiples funcionalidades en un solo microchip
incluyendo cultivos celulares, lisis celular, hibridacion y amplificacion de ADN.[20] Los
métodos de deteccién pueden variar ampliamente en funcién del dispositivo empleado,
puede basarse en la deteccion espectrofotométrica, electroguimica, magnética, entre
otras. [21]

La posibilidad de manejar de forma mas eficiente una gran variedad de fluidos ha
facilitado la exploracion de un mayor espacio quimico lo que ha abierto la posibilidad

para la identificacion de antibiéticos de gran potencial en menos tiempo.
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Ademas de facilitar los estudios quimicos y microbiol6gicos, algunos ensayos
realizados en microchips de microfluidica permiten la evaluacién de multiples farmacos
contra distintos microbios patdgenos para determinar el tratamiento mas efectivo de

ciertos casos clinicos. [2]

2.3.1.2 ENSAYOS EN MICROGOTAS
Las microemulsiones (por ejemplo; agua en aceite) representan una plataforma
atractiva para ensayos de investigacion en distintas areas del campo de la bioingenieria
e investigacion biomédica debido a que las gotas emulsificadas que se generan sirven
como compartimentos en la escala de micras que permiten aislar células, enzimas,
genes entre otras. Los dispositivos de microfluidica permiten la generacion de

microemulsiones muy bien controladas.[22]

En la figura 20 se muestra la formacion de microgotas en los canales de un microchip

de microfluidica.

Figura 20. Formacion de microgotas. La fase acuosa (fluido colorido) es cortada por la fase oleosa (fluido incoloro)
en la interseccion de ambos canales, promoviendo la formacién de una microemulsién agua en aceite. La

encapsulacion con el tensoactivo y aceite adecuado forma microgotas estables por un largo periodo de tiempo.

www.dolomite-microfluidics.com

Recientemente se ha presentado un gran interés en la implementacion de ensayos en

microgotas con volimenes de pico y nano litros que permiten el confinamiento de
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células (preferencialmente una célula por gota).[23] Los ensayos llevados a cabo dentro
de microgotas se han convertido en una clave tecnologica fundamental para el
desarrollo y disefio de nuevos experimentos microbiolégicos como la deteccién e
identificacion de agentes patdégenos, evaluacion de actividad bactericida, estudios de

fisiologia microbiana y aplicaciones biotecnoldgicas. [20]

El uso de microgotas para estudiar microorganismos presenta muchas ventajas en
comparacion con los métodos clasicos que conllevan el uso de matraces, placas Petriy
platos de multiples pozos. Por ejemplo; es posible el confinamiento de volimenes en un
intervalo de picolitros a nanolitros, éste confinamiento permite que las mismas células
sean observadas por largos intervalos de tiempo a través de microscopia. Permite
trabajar con una gran cantidad de micro-reactores (microgotas), tienen la capacidad de
incorporar mezclas de liquidos complejos. Las microgotas proporcionan un espacio
para manipular las muestras sin problemas de dispersion, contaminacién o pérdida a

través de la interface. [23]]20]

2.3.1.2.1 ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR EN MICROGOTAS

Los ensayos de viabilidad celular dentro de microgotas han sido una de las principales
areas beneficiadas por ésta técnica debido a la posibilidad de desarrollar experimentos
gue permiten evaluar la susceptibilidad bacteriana a mezclas de cdcteles de antibiéticos
0 a nuevos compuestos bactericidas.[23] El confinamiento de células bacterianas en
microgotas ha abierto la posibilidad de evaluar grandes bibliotecas de compuestos, en
donde, en un mismo ensayo, pueda analizarse el efecto bactericida de decenas o
cientos de compuestos confinados en microgotas individuales. Para que ésta tecnologia
sea una realidad, aun existen limitantes técnicas que se encuentran en estudio por

distintos grupos de investigacion.[24]

Una de las técnicas mas empleadas dentro de la microbiologia es el uso de marcadores
celulares como el resazurin que es convertido a un compuesto fluorescente (resorufin)
debido al metabolismo presente en células viables.[23] Por otro lado, se han empleado
técnicas de tincion de acidos nucleicos cémo el kit LIVE/DEAD que permite distinguir

entre células viables y no viables en funcion de la integridad de la membrana
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celular.[25] Estos estudios han demostrado que es posible identificar, en un intervalo de
tiempo corto, la fraccion de células viables y no viables confinadas dentro de

microgotas.[20]

2.3.1.2.2 TENSOACTIVOS BIOCOMPATIBLES

La correcta formacion de las microgotas y la maxima eficiencia en el uso de los
dispositivos de microfluidica depende no so6lo del manejo de los fluidos, sino de la

quimica involucrada en la formacion de las gotas.

Para que las gotas sean micro-reactores completamente eficientes, es indispensable
gue sean estabilizadas por un surfactante adecuado que evite que las biomoléculas se
adsorban a la interface y que a la vez proporcionen una superficie interior
biol6gicamente inerte. Los tensoactivos fluorinados con largas colas, como los
poliéteres perfluorinados (PFPE), proporcionan una gran estabilidad a las
microemulsiones. Sin embargo, algunos de los tensoactivos comerciales que existen
actualmente presentan cabezas idnicas carboxiladas que interaccionan con algunas
biomoléculas de gran importancia, ocasionando que pierdan su actividad bioldgica.
Para llevar a cabo ensayos que conlleven la incubacion de bacterias dentro de
microgotas, 0 que requieran de un contacto prolongado entre el tensoactivo y los
organismos bioldgicos, es indispensable el uso de tensoactivos fluorados con cabezas

no ioénicas.[26]
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3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.1 MEDIOS Y METODOS DE CULTIVO

3.1.1 MEDIO LIQUIDO LB
Para preparar 100 mL de medio liquido se pes6 1 g de peptona (P6838, Sigma Aldrich,
E.U.A), 0.5 g de extracto de levadura (70161, Sigma Aldrich, E.U.A.) y 0.5 g de NaCl (L-
B0809, Distribuidora Quimica AIVI, México). Posteriormente, estos reactivos se
disolvieron en 100 mL de agua destilada. La soluciéon se esterilizé en autoclave
(SK100C, Yamato Scientific America, E. U. A.) a 120°C por 20 minutos. Finalmente se
etiquetd y se uso para el crecimiento de células bacterianas de E. coli o se guardo en el

refrigerador a una temperatura de 5°C para usarse posteriormente.

3.1.2 PLACAS DE AGAR CON MEDIO LB
Para preparar 250 mL de medio LB soélido se pesaron 2.5 g de peptona, 1.25 g de
NaCl, 1.25 g de extracto de levadura y 3.75 g de agar (A1296, Sigma Aldrich, E. U. A).
Los reactivos se disolvieron en 250 mL de agua destilada, a continuacion se esterilizo la
solucion en autoclave a 120°C por 20 minutos. Al finalizar el ciclo de esterilizacién, la
solucion se dejé enfriar por 30 minutos. Posteriormente, en ambiente estéril dentro de
una campana de flujo laminar (PURAIR FLOW-24, AirScience, EUA) se vertieron
aproximadamente 20 mL de la solucion en placas Petri de 9 cm de diametro x 1.5 cm
de profundidad. Finalmente la solucion se dej6 solidificar dentro de las placas, se

etiquetaron y se guardaron en el refrigerador a una temperatura de 5°C.

3.1.3 SOLUCION SALINA DE NacCl 0.85 % m/v
Para preparar 100 mL de solucion se pesaron 0.85 g de NaCl, y se disolvieron en un
vaso de precipitados con 100 mL de agua destilada. Posteriormente, se vertieron 10 mL
de la solucién en 10 tubos falcon. La solucion dentro de los tubos se esterilizo en

autoclave a 120 °C por 20 minutos.

3.1.4 CULTIVO DE CELULAS DE E. coli BL21 EN MEDIO LiQUIDO
Dentro de la campana de flujo laminar, se vertieron 5 mL de medio liquido LB dentro de

un tubo de ensaye. Posteriormente, con ayuda de una punta estéril, se tomd una
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colonia de células de E. coli, de una placa de agar sembrada 16 horas antes, y se

inocularon los 5 mL de medio de cultivo.

Finalmente, se vertieron 5 mL de medio liquido LB dentro de otro tubo de ensaye para
verificar la esterilidad del medio de cultivo. Se puso el tapdn a ambos tubos y se
colocaron la incubadora orbital (Excella E24/E24R New Brunswick Scientific, Fisher

Scientific, Alemania) por 16 horas a 37 °C con agitacion a 200 rpm.

3.1.5 CULTIVO DE CELULAS DE E. coli BL21 EN PLACAS DE AGAR
Dentro de la campana de flujo laminar, se tomé una colonia de una placa de agar con
células de E: coli BL21, con ayuda de una punta estéril y se estrié en la superficie de

otra caja estéril. Finalmente, se coloc6 en una incubadora a 37 °C por 16 horas.
3.2 ARREGLO MICROSCOPICO

Todo el trabajo experimental efectuado en éste trabajo de tesis fue monitoreado en el
microscopio de fluorescencia (DMI3000B, Leica Microsystems, Alemania) usando una
fuente de luz de amplio espectro (Photo Fluor, North89, E.U.A.). Se usé el Objetivo 20x
con numero de apertura de 0.3 (Leica Microsystems). Se dispuso una camara digital

(Canon SX260 HS, E.U.A)) ajustada a los oculares del microscopio para la adquisicion

de fotos o videos. Los filtros usados para cada fluorocroméforo fueron los siguientes.

FILTRO COLOR FLUOROCROMOFORO
EMITIDO OBSERVADO

DAPI-50LP-A-L01-ZERO/DAPI LongPass Azul 4’ 6’-diamidino-2-fenilindol
BrightLine® Bandpass Filter Set, ZERO™ (DAPI)
Pixel Shift, Leica Large.
FITC-5050A-L01-ZERO/FITC High Verde Naranja de acridina-ARN
Brightness® Filter Set, Leica Large, Sytox Green®
ZERO™ Pixel Shift. Syto 9®
LF561/LP-C-L01/561&568 nm BrightLine® Rojo Naranja de acridina-ADN
Longpass Filter Set, Leica Large. Bromuro de etidio

Yoduro de propidio
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Todas las fotos y videos obtenidos en éste trabajo fueron analizadas siguiendo el
procedimiento que se describe en la seccién 3.3.

3.3 CONTEO DE CELULAS E. coli CON EL PROGRAMA IMAGE J

El analisis de las fotos y videos adquiridos con la camara digital se realizdé con el

programa Image J. Los comandos que se describen a continuacién permitieron realizar
el conteo de células E. coli.

1. File>>Open

Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

- Blas|o] o]« 4] \[Ala o] o] 4]0 6| | |»
ingular o rounded rectangular selections (right click to switch)

Open Next Ctrl+Mayusculas+O

Open Samples »

Open Recent >

Import 3

Close Ctri+W

Close All

Save Ctrl+S

Save As 4

Revert Ctri+R

Page Setup.

Print... Ctrl+P

Quit

Figura 21. Abrir archivo. Permite seleccionar la foto que desea analizarse.

& fnage

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

8 o| || <| 4| |7 | Al || pofes] £ o] 2] | |»
["More Tools" menu (switch toolsets or add tools)

& s0%muertas (2).JPG (25%)
4000x2248 pixels; RGB; 34MB

26/:10/2015 10:49

Figura 22. Archivo seleccionado. Permite visualizar el archivo seleccionado.
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2. Process>>Substract background

¢ Imagel - o X
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

B Qlc|ol«|4|+|N[ala|o|O) e 4]e|#|

4000x2248 pixels; RGB; 34MB

26//A10/2015 10:49

Figura 23. Substraer fondo. Permite eliminar el fondo de la foto y visualizar los cuerpos fluorescentes en un fondo

negro para obtener un mejor contraste.

3. *Oval*, eliptical selection.

Image) - a X
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
S c/ol<| |+ Al 8 0|T] =] 4]0] 2| | |-
*Oval*, elliptical or brush selections (right click to switch)

4000x2248 pixsls; RGB; 34MB

26/10/2015 10:49

Figura 24. Seleccion de area de andlisis. Permite seleccionar el &rea de la foto que sera analizada.
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4. Edit>>Clear Outside

£ Image) = @
File 2T Image Process Analyze Plugins Window Help

oz ||| 4]+ Al |@|O]) o4& 2|
& e ’:a\ or brush selections (ight click to switch)

Copy cti+C

Copy to System

Paste Ctri+V

Undo

000X

Paste Control.
Clear
i Ctri+F

Draw cui+D |
Invert Ctri+Mayisculas+

Selection
Options

2671002

Figura 25. Cortar area exterior. Permite aislar el area de la foto que seré analizada, cortando el resto de la imagen.

5. Image>>Adjust>>Color Threshold>> Brightness

Figura 26. Ajustar entrada de color. Permite visualizar todos los cuerpos fluorescentes de color rojo, creando una

imagen binaria.
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6. Process>>Binary>>Make Binary

& Imagel — o X
File Edt Image Process Analyze Plugins Window Help
B olc|o| </ £|x|Ala| 0|0 =] s]o| 2] | |»

00x2248 pixels; &-bit (inverting LUT); 8.6MB

Figura 27. Imagen blanco y negro. Se crea una imagen binaria en la que los cuerpos fluorescentes destacan de

color negro sobre un fondo blanco.
7. Process>>Binary>>Watershed

En caso de que existan células muy juntas; se aplica el comando “Watershed” que
permite analizarlas como entidades independientes. De no realizar éste paso, el

programa las contara como una sola célula.
8. Analyze>>Analyze Particles>>Size>>2-200

Permite restringir el intervalo de tamafio, en unidades de pixeles, que puede contabilizar
el programa. Se eligio el intervalo de (2-200) debido a que el tamafio observable de las
células depende de la tinta que se esté analizando puesto que tifien estructuras
celulares distintas. Aunado a esto, las células que se observan en segundo plano,
tienen un tamafio menor a las observables en el primer plano. Este intervalo permite

contabilizar ambos planos.
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9. Analyze>>Analyze Particles>>Show>> Outlines

d
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
il olcr|ol-dc) s || o OIL] sl 4[| 2] | |
ext tool (double-click to configure)
i

4 Analyze Particles x

€
400052248 pixels; 8-bit (inve

Size (pixel'2). [2-200

I™ Display resuts ¥ Excluds on edges
P Clearresults [~ Indude holes . A
¥ Summarize I™ Record starts U ST
I AddtoManager ¥ In sty Show i o :

ok | cancet| wep| ¥ ' “." L et o

BT R TR

......

Figura 28. Mostrar contornos. Al desplegar el resultado del conteo, ésta opcidn delimita los cuerpos contabilizados

en forma de contornos.

10. Analyze>>Analyze Particles>>Exclude edges, Clear results, Summarize-In situ

Show>>0k

El programa excluye los bordes de la imagen (exclude edges), muestra un resumen de

los resultados (Summarize), borra el andlisis para no interferir con analisis préximos

(Clear results) y muestra las células contabilizadas en la misma imagen (In situ Show).

d
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
I8 O ||« | +[x| ala ol s g]o]#] | |»
x=3868, y=1748, value=255
£

- o x

File Edit Font —mn0o0
Slice | Jcout [Tatal Area [Average Size ~

sn%muenas(z)wq 1511 66163 43614

Figura 29. Despliegue de resultados. Se observa un resumen del nimero de células totales contadas, el area total

analizada y la medida promedio de los cuerpos contabilizados.



3.4 EXPERIMENTOS EN PORTAOBJETOS DE CELULAS E. coli BL21

Se realizaron ensayos en portaobjetos con el fin de probar la efectividad de las distintas
tintas para tefiir células E. coli BL21. A continuacion se describe el procedimiento
experimental seguido. Para tintas que tifien el total de células presentes, el total de
células muertas y la combinacion de pares de tintas.

3.4.1 TINCION DEL TOTAL DE CELULAS E. coli BL21 PRESENTES EN
LA MUESTRA (DAPI/NARANJA DE ACRIDINA)

El siguiente procedimiento se siguidé con el fin de evaluar la efectividad de las tintas
DAPI y Naranja de Acridina para tefiir el total de células presentes en la muestra. Los

ensayos de las dos tintas se realizaron por separado.

Se prepardé una solucién stock de la tinta DAPI (035M4029V, Sigma)/Naranja de
Acridina (Sigma Aldrich) en agua a una concentracion 2.85 mM/3.31 mM,
posteriormente se realiz6 una dilucidon para preparar una solucién de trabajo a una

concentracion 71 uM/82.8 uM.

Se tomaron colonias de una placa de agar, sembrada 16 horas antes, se disolvieron en
6 mL de una solucion de NaCl 0.85%. Se midi6 la densidad 6ptica del cultivo a una

longitud de onda de 600 nm y se llevé a una ODesoo nm de trabajo de 0.6.

A continuacion se tomaron 500 uL de cultivo y se agregaron 30 uL/20 pL de tinta
DAPI/Naranja de Acridina de la solucion de trabajo para obtener una concentracion de
4.0 uM/3.33 uM. La tinta se dej6 en contacto con el cultivo por media hora,
posteriormente se centrifugd, se retird el sobrenadante y se resuspendiéo 0.5 mL de
NaCl 0.85%.

Finalmente, se tomdé 1 uL del cultivo y se puso sobre un portaobjetos; sobre la gota
formada se coloco un cubreobjetos y se observd al microscopio con el set de filtros
DAPI-50LP-A / FITC-5050 A y LF561/LP-C. Se tomaron fotos con la camara digital y se

analizaron siguiendo el procedimiento de la seccion 3.3.
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3.4.2 TINCION DEL TOTAL DE CELULAS E. coli BL21 NO VIABLES EN
LA MUESTRA (BROMURO DE ETIDIO/YODURO DE PROPIDIO).
Tratamiento con calentamiento

Las tintas bromuro de etidio y yoduro de propidio permiten cuantificar las células que
han sufrido dafio en su membrana, por lo que han dejado de ser viables. A partir de
trabajos anteriores se ha comprobado, a partir de métodos clasicos, que las células
sometidas a una temperatura de 65°C por 30 minutos pierden su viabilidad. Para
asegurarnos de que las tintas son adecuadas para tefir células no viables se realizo el
siguiente experimento con bromuro de etidio y yoduro de propidio de manera

independiente.

Se prepar6é una solucion stock de la tinta bromuro de etidio (MKBD5725V, Sigma
Aldrich)/yoduro de propidio (1700581, Molecular Probes, E.U.A.) en agua/en DMSO al
99.5% GC (D5879, Sigma Aldrich, E. U. A.) a una concentracion 24 mM/20 mM.

Posteriormente se realizo una solucién de trabajo a una concentracion 240 uM/200 pM.

Se tomaron colonias de E. coli BL21 de una placa de agar, sembrada 16 horas antes,
se disolvieron en 6 mL de una solucion de NaCl 0.85%. Se midi6 la ODsoonm Y Se llevé a

una densidad Optica de trabajo de 0.6.

Se tomaron cuatro microtubos para probar dos concentraciones de tinta. Por lo que se
coloc6 1 mL del cultivo en cada uno. A continuacion los cuatro microtubos se
etiquetaron; 2 con la etiqueta de “viables” y 2 con la etiqueta de “no viables”. Los dos
microtubos etiquetados como “no viables” se colocaron en un bafio de agua a 65 °C por

30 minutos.

En cada par de microtubos se prob6 una concentracion final de tinta diferente; bromuro
de etidio 10.11 pM y 40 pM/yoduro de propidio 10.06 uM y 40 uM. Los microtubos se

mantuvieron a temperatura ambiente y en la oscuridad por 10 minutos.

Finalmente, se tomd 1 pL del cultivo de cada microtubo y se puso sobre un portaobjetos

distinto; sobre la gota formada se coloco un cubreobjetos y se observo al microscopio
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con el set de filtros LF561/LP-C. Se tomaron fotos con la cAmara digital y se analizaron
con el programa Image J (Seccién 3.3).

3.4.3 EXPERIMENTOS DE CELULAS E. coli BL21 CON TRES PARES
DE TINTAS DAPI-BROMURO DE ETIDIO, DAPI-SYTOX GREEN Y SYTO
9-YODURO DE PROPIDIO. Tratamiento con calentamiento.

Se realizaron experimentos en portaobjetos para determinar si los pares de tintas DAPI-
Bromuro de etidio, DAPI-Sytox Green y Syto 9-Yoduro de propidio permitian diferenciar
entre células viables y no viables a través de microscopia de fluorescencia. Los tres
pares de tintas se analizaron de manera independiente a través del siguiente

procedimiento.

Se tomaron colonias de E. coli de una placa de agar, sembrada 16 horas antes, se
disolvieron en 7 mL de una solucion de NaCl 0.85%. Se midi6 la densidad éptica del

cultivo a una longitud de onda de 600 nm y se llevé a una ODsoo nm de trabajo de 0.6.

En dos microtubos estériles se colocd 1 ml de cultivo, en cada microtubo se afiadieron
60 uL/15 pL de la solucién de trabajo de la tinta DAPI/Syto 9 para una concentracion
final de 4.0 uM/4.93 pM. Se dejaron incubar por 30 minutos, las células se
centrifugaron, se retir6 el sobrenadante y los pellets se resuspendieron en 1 mL de
NaCl 0.85%.

Ambos microtubos se etiquetaron, uno como “viables” y otro como “no viables” el
microtubo con la etiqueta de “no viables” se sometié a calentamiento en un bafio de

agua (ED-5, Julabo) a 65°C por 30 minutos.

Por otro lado, se preparé una solucion de trabajo de bromuro de etidio/Sytox
Green/Yoduro de propidio a 2.4 mM/250 uM/2 mM de ésta nueva solucion se tomaron
13 pL/21 pL/15 pL para cada microtubo, obteniendo una concentracion final 30.8
uM/5.14 uM/ 29.55 pM. Se mantuvieron a temperatura ambiente y en la oscuridad por

10 minutos.

Finalmente, se tomd 1 pL del cultivo de cada microtubo y se puso sobre un portaobjetos

distinto; sobre la gota formada se coloco un cubreobjetos y se observo al microscopio
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con el set de filtros DAPI-50LP-A para observar las células tefiidas con DAPI/ FITC-

5050-A para observar las células tefiidas con Syto 9°.

Posteriormente se observaron con el set de filtros LF561/LP-C (células tefiidas con
bromuro de etidio y yoduro de propidio)/ FITC-5050-A (células tefiidas con Sytox
Green®). Se tomaron fotos con la cAmara digital y se analizaron con el programa Image
J (Seccién 3.3).

3.5 FABRICACION Y CARACTERIZACION DE MICROCHIPS

La fabricacion de dispositivos de microfluidica se llevd a cabo por el método de
fotolitografia suave. Para lo cual se requirio, en primer lugar, realizar el disefio del

microchip adecuado para desarrollar el ensayo planeado.

Los disefios se realizaron en el software Adobe lllustrator CS6. Este programa permite
dibujar lineas y patrones en escala micrométrica que posteriormente se convertiran en
los canales y camaras del chip. Para los fines de éste trabajo se disefiaron y fabricaron

dos prototipos que se describen a continuacion.

3.5.1 DISENO DE MICROCHIPS SIN FLUJO
La Figura 30 muestra el disefio del microchip sin flujo. Este microchip fue disefiado para
llevar a cabo cuatro monitoreos de viabilidad celular al mismo tiempo en un espacio
fisico menor a 1 cm?. Los circulos corresponden al espacio de insercién de cada fluido
en estudio, que recorre el canal correspondiente de 1 mm de longitud por 100 ym de
ancho y llega a la camara de reaccion, un cuadro de 300 pym por lado, que permite el

confinamiento del fluido para su analisis.
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Camara de reaccion

Inlet

Figura 30. Disefio de microchip sin flujo. Los patrones negros representan el disefio del microchip y las lineas

rojas indican los puntos a los que corresponde la medida.

3.5.2 DISENO DE MICROCHIPS DE FLUJO CONTINUO
La Figura 31 muestra el disefio del microchip con flujo continuo. En el primer punto
negro (arriba hacia abajo) se introduce la fase oleosa que consiste en aceite y
tensoactivo, ésta mezcla recorre un canal de 2 mm de largo por 0.1 mm de ancho,
posteriormente recorre un pentagono de 11.6 mm de didmetro hasta llegar a la
interseccion con la fase acuosa. En el segundo punto negro se introduce el cultivo
celular tefiido que viaja hacia la interseccion con la fase oleosa. Dicha interseccion
permite la formacion de microgotas de agua en aceite que viajan por el canal hasta
llegar a la camara de reaccion, un cuadro de 0.75 mm por lado, en donde residen por
unos segundos y posteriormente salen del microchip tras recorrer un canal de 4 mm de

largo por 0.1 mm de ancho y llegar al tercer punto negro.

La camara de reaccion cuenta con cuatro pilares que impiden que el PDMS colapse
sobre la camara de reaccion. Esto debido a la relacion que existe entre el ancho del
canal y la altura, la relacibn maxima para que el canal sea estable y no colapse es 1:10

(altura:ancho) [27]. La camara de reaccion del microchip disefiado tiene una altura de
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30 uym y un ancho de 750 pym por lo que la relacion resultante es 1:25, de ahi la

necesidad de colocar pilares en el disefio.

Inlet
Fase oleosa

2x0.1 mm

Perimetro del pentagono| Inlet
11.6 mm . Fase acuosa

Formacién de
microgotas

7x 0.1 mm

0.75 x 0.75 mm ! Cémag-g de
r

4 x 0.1 mm

. Outlet

Figura 31. Disefio de microchip de flujo continuo. Los patrones negros representan el disefio del microchip y las

lineas rojas indican los puntos a los que corresponde la medida.

Después de disefiar el microchip, adecuado para los fines del experimento, el dibujo se
mandd imprimir en negativo sobre una hoja de acetato (Gréficos Denver). La impresion

gue se obtuvo sirvio como mascara para la fabricacién del microchip.

3.5.3 FABRICACION DE MOLDES POR MEDIO DE LA TECNICA DE
FOTOLITOGRAFIA SUAVE
La técnica de fotolitografia suave se compone de dos partes importantes. La primera es
la fabricacion del molde con el disefio que se desea, para lo cual se emplea una resina
fotosensible. La segunda es la obtencion de réplicas de éste disefio en

polidimetilsiloxano (PDMS) para su posterior sellado mediante plasma.

En el siguiente esquema se muestra el método seguido para la fabricacion del molde

maestro del microchip con flujo mostrado en la figura 31.
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Tratamiento de la oblea. Sobre una
parrilla a 200° C se colocd una oblea de
silicio de 3.81 cm de radio (Slllicon
Valley Microelectronics) durante 10
minutos. Posteriormente se colocéen
un horno a 60°C (DHO-9032, PROLAB)

por 5 minutos para eliminar la
humedad.

Exposicion UV. El disefio impreso en
acetato se coloco sobre la oblea de
silicio. Posteriormente se expuso a la
radiaciéon UV de una lampara (UVG-
L25UV) durante 15 segundos. Lo que
permite que las regiones de la mascara
expuestas a la luz UV polimericen sobre
la resina.

Virtual mask

Spin Coating. La oblea fue fijada
mediante vacio sobre el spin coater. En
seguida se vertieron aproximadamente

3 mL de la resina fotosensible SU-8
2015 (14050300, Microchem, EUA).
Posteriormente se programo la
siguiente rampa en dos tiempos. 1) t=
10's, v='500 rpm, a= 100 rpm/s 2) t= 30
s, v=4300 rpm, a= 300 rpm/s

Spin coating

Calentamiento suave. La oblea con la
resina se coloco en una parrillaa 115° C
por 11 minutos. Con la finalidad de
evaporar los disolventes de la resina.

Soft baking

Revelado. La resina que no se expuso
a la luz UV no polimerizé sobre la oblea
de silicio por lo que pudo retirarse
sumergiendo la oblea por 5 minutos en

revelador (1-metoxi-2-propanol-
acetato). Finalmente se lavo con
isopropanol, se seco con aire y se
colocd dentro de un plato Petri.

Developing

Para la fabricacion del molde sin flujo se siguieron los mismos pasos, sin embargo la

resina fotosensible usada fue la SU-8 3035 (Microchem).
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3.5.4 FABRICACION DE MICROCHIPS CON PDMS
Los dispositivos de microfluidica se caracterizan por ser biocompatibles, resistentes a la
corrosion de una gran cantidad de reactivos quimicos y por ser aptos para ensayos que
requieren andlisis oOpticos. El polidimetilsiioxano (PDMS) cumple con todas esas
caracteristicas que lo hacen el elastémero ideal para el desarrollo de dispositivos de
microfluidica por lo que se utiliza para la obtencion de las réplicas del molde fabricado

en la resina fotosensible

Para la fabricacion de las réplicas del molde se pesaron 25 g de PDMS (Sylgard 184,
Silicone Elastomer Base, Dow Corning) en un vaso de plastico, posteriormente se
pesaron 2.25 g de agente curante (Sylgard 184, Silicone Elastomer curing agent, Dow

Corning). Los reactivos se mezclaron mecanicamente por unos minutos.

En seguida, se vertié la mezcla sobre el molde colocado dentro de la caja Petri. La caja
se coloco dentro de una camara de vacio durante 25 minutos para eliminar todas las
burbujas formadas. Después, se colocé dentro de un horno a 70 °C por 12 horas para

contribuir a la polimerizacion del PDMS.

Finalmente, con ayuda de un bisturi, se corté el PDMS con el disefio del microchip,
cuidando de no dafar el disefio del molde para obtener mas réplicas posteriormente.
Con ayuda de un punzon de la marca Harris punch de un diametro de 0.75 mm, se

realizaron los orificios para la introduccion de los fluidos.

3.5.5 SELLADO DE MICROCHIPS MEDIANTE PLASMA
Los materiales ricos en silicatos como el vidrio, el cuarzo, el PDMS, entre otros, genera
radicales libres en su superficie tras ser oxidados por medio de algun tratamiento, por
ejemplo; por plasma de oxigeno. Cuando dichas superficies se ponen en contacto, se

generan enlaces covalentes entre las mismas, provocando que permanezcan unidas.

En la siguiente figura se muestra el uso del descargador corona (Corona Treater, BD-
20AC, Electro Technic Products) para generar radicales libres sobre el PDMS vy el

vidrio.
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Figura 32. Plasma de oxigeno sobre una superficie de PDMS.

El plasma de oxigeno se aplic6 durante 60 segundos sobre la superficie de vidrio,
posteriormente se aplicé por 15 segundos sobre la superficie de PDMS. Las superficies
tratadas se pusieron en contacto y se aplico una ligera presién manual. (Nota: Para los
ensayos realizados con el chip de la figura 37 se pegaron dos réplicas en PDMS por
cada portaobjetos de vidrio). Finalmente, el microchip sellado se dejo reposar durante

24 horas en un horno de 70 °C.

3.5.6 CARACTERIZACION DE REPLICAS DE PDMS POR TECNICAS
DE MICROSCOPIA
La caracterizaciéon de los microchips permite conocer las dimensiones reales de los
canales fabricados a través de la técnica de fotolitografia suave, ya que, a pesar de que
las dimensiones fueron fijadas en el disefio, pueden producirse variaciones al realizar el

molde.

Las réplicas fueron caracterizadas por medio de microscopia. En primer lugar se realizo
una calibracion, para lo cual, se tomaron tres fotos de una reticula de dimensiones
conocidas (Figura 33) usando el objetivo 20x (Leica Microsystems, apertura numérica=
0.3). Las fotos fueron analizadas con el programa Image J, relacionando los pixeles de
la foto, con los micrometros sefialados en la reticula. Esta relacion proporciona la
equivalencia entre nimero de pixeles y micras. Las fotos tomadas para realizar la

caracterizacion se tomaron con una camara Phantom (Miro M110, AMETEK).
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Figura 33. Reticula de 5 mm vista al microscopio. Objetivo 20x

A continuacion se realizaron cortes transversales del PDMS sobre el disefio del
microchip, los cortes obtenidos de las distintas secciones del microchip se observaron
al microscopio y se tomaron tres fotos con la cAmara Phantom que posteriormente

fueron medidas con el programa Image J.

3.6 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE VIABILIDAD CELULAR EN
MICROCHIPS SIN FLUJO

Los experimentos de viabilidad celular sin flujo se realizaron en microchips con el
disefio que se observa en la figura 30. En primer lugar, se tifieron células de E. coli con
los pares; DAPI-BE, DAPI-SX y el kit LIVE/DEAD®; siguiendo el protocolo descrito en la

seccioén 3.4.3.

Después de afiadir la respectiva tinta que permite tefir las células muertas, se procedio
a introducir los fluidos al microchip. Dos de las cuatro entradas del microchip fueron
cargadas con células viables y las otras dos entradas se llenaron con células tratadas

por calentamiento.

Para lo cual, se conectd el extremo de un tubo flexible (PTFE, Cole Parmer. Diametro
externo 1.07 mm) a la aguja de una jeringa (Becton Dickinson) de 1 mL. En seguida se
succiono el cultivo tefiido de uno de los microtubos hasta una cuarta parte de la

capacidad de la jeringa, a continuaciéon se eliminaron las burbujas presentes y el
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volumen de la jeringa se llevo a 0.1 mL. Inmediatamente, se conecto el otro extremo del
microtubo en uno de los cuatro orificios del microchip. La jeringa se colocdé en una
bomba de presién (NE-1002X, New Era), el émbolo se ajusté hasta observar que el
microcanal correspondiente se encontraba lleno. La jeringa se mantuvo en la bomba
durante todo el experimento sin programar un flujo, nicamente se us6 para mantener
la presion necesaria que permitiera mantener el cultivo dentro del canal, sin que se
regresara a la jeringa. Este procedimiento se siguié para llenar las cuatro entradas del
microchip, manteniendo la presién en las cuatro bombas (270376, 271330, 271326 y
270381. NE-1002X, New Era) En seguida se procedié a observar las células por el
microscopio usando el arreglo experimental descrito en la seccién 3.2. Las imagenes

adquiridas se analizaron siguiendo la metodologia de la seccion 3.3.

3.7 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA DE
ANTIBIOTICOS CONOCIDOS EN MICROCHIPS DE FLUJO CONTINUO

Los experimentos de monitoreo de la actividad bactericida en microgotas se llevaron a
cabo en microchips con el disefio que se observa en la figura 31. Los ensayos que se
realizaron en los microchips de flujo continuo siguieron el siguiente sistema

experimental.

3.7.1 SISTEMA EXPERIMENTAL

En cada ensayo se monitorearon células con y sin antibiético para realizar una
comparacion entre su comportamiento. Por ésta razOn se pegaron dos réplicas en
PDMS del microchip por cada superficie de vidrio. En uno de los microchips se introdujo

el cultivo sin antibiético y en el otro se introdujo el cultivo con antibidtico.

Una vez tefiidas las células con el par de tintas correspondiente y con el antibidtico en

estudio, se procedié a montar el sistema de microfluidica.

Se conect6 el extremo de 20 cm de un tubo flexible de PTFE con un diametro externo
de 1.07 mm a la aguja de una jeringa de 1 mL. El extremo libre del tubo se coloco en el

microtubo correspondiente y se procedio a succionar la mezcla de aceite fluorinado con
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Krytox®. La jeringa se llend a la mitad de su capacidad y se eliminaron las burbujas
presentes, en seguida se conecto el extremo del tubo a la entrada de la fase oleosa.

Posteriormente, se conect6 el extremo de otros 20 cm de tubo PTFE a la aguja de una
jeringa de 1 mL. La jeringa se cargd a la mitad de su capacidad con cultivo celular sin
antibiotico, se eliminaron las burbujas y el extremo libre del tubo flexible se conecto a la
entrada de la fase acuosa del microchip dentro del pentagono. A continuacion se
cortaron 6 cm del tubo flexible y se conecto a la salida del microchip.

En seguida se procedié a conectar el segundo microchip, siguiendo los pasos ya
mencionados. La entrada acuosa del segundo microchip fue conectado a una jeringa

unida al tubo flexible y cargada con cultivo celular con el antibiético en estudio.

Las cuatro jeringas se ajustaron en cuatro bombas de presién, en ellas se ajusté el
diametro de las jeringas utilizadas a 4.699 cm. Posteriormente, las dos bombas con las
jeringas que contenian fase oleosa se programaron para entregar 20 uL/h y las bombas

con jeringas que contenian fase acuosa se programaron a 10 pL/h.

Por otro lado, se ajusté la camara digital a los oculares del microscopio y el filtro
necesario para el fluorocroméforo en estudio. Cada hora se tomoé un video de un minuto
en la camara de reaccion del microchip que contenia células sin antibiético y otro video
de un minuto en la camara de reaccion del microchip que contenia células tratadas con
el antibidtico en estudio. De cada video se seleccionaron tres imagenes instantaneas,

las células fueron contabilizadas usando la metodologia descrita en la seccion 3.3.

3.7.2 TRATAMIENTO DE DATOS

Posteriormente, el nimero de células obtenido en las tres imagenes instantaneas de
cada video fueron promediadas. Para cada valor de tiempo se obtuvo el promedio del
namero de células viables y el promedio del nimero de células no viables. Los
promedios calculados se graficaron en funcion del tiempo. Finalmente, se penso en
hacer otra representacion grafica que tomara en cuenta las variaciones en el nimero de
células totales en cada uno de los experimentos y que permitiera contrastar mejor los

resultados de diferentes dias. Se decidid entonces graficar el porcentaje de células
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viables y no viables en funcién del tiempo, ya que de esta forma se normalizarian los

datos y se tendria una misma escala en el eje Y para todos los resultados.

Esto es debido a que la cantidad de células totales a lo largo del experimento no es
constante ya que, por un lado, las células son elementos discretos que no se
encuentran totalmente homogéneos en la solucion; por otro lado, la formacion de
microgotas aumenta la dispersion numérica de las células presentes puesto que el
tamafio de las gotas y la cantidad de las mismas en la camara de reaccion no son

constantes.

Para los pares de tintas DAPI/Bromuro de Etidio y DAPI/Sytox Green®, el promedio se
obtuvo tomando el valor del promedio de las células observables con la tinta DAPI
como el total de células presentes debido a que éste compuesto tifie tanto células
viables como no viables, es decir el 100%, [14] las células no viables se obtuvieron
comparando el promedio de las células teflidas con bromuro de etidio o Sytox Green®,
con el promedio del total y calculando el porcentaje correspondiente. A continuacion se

muestra un ejemplo del algoritmo de célculo utilizado.

Foto Células totales | Células no viables
1 376 75

335 113

3 298 a7

Promedio 336.33 95.00

i . Numero de células no viables
%Células no viables = - - x 100
Numero de células totales

%Células no viables = X 100 = 28.2 %

5
336.33

%Células viables = 100 — %Células no viables

%Células viables = 100 — 28.2% = 71.8%

Ecuacion 1. Calculo del porcentaje de células viables y no viables con los pares de tintas DAPI-BE y DAPI-SX.

En el caso de la tinta Syto 9® no es posible hacer una relacién tan simple cémo al usar

la tinta DAPI que tifie células viables y no viables, es decir que, permite contabilizar el
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total de células presentes. El fabricante del kit de tintas Live and Dead® asegura que
con las concentraciones utilizadas en éste experimento, el yoduro de propidio
reemplazard al Syto 9® por lo que ésta tinta permite monitorear Unicamente las

bacterias viables.

Por ésta razdn, se plantea el siguiente tratamiento para los datos obtenidos con el kit

Live and Dead®.

Foto Células viables [Células no viables
1 322 81
2 356 a3
| 3 317 92
Promedio 331.67 88.67

i ) Numero de células no viables
%Células no viables = — — x 100
Numero de células totales

0% Célul abl Numero de células no viables 100
élulas no viables =
0 Numero de células viables + Nimero de células no viables

88.67
%Células no viables = 33167 T 88.67 x 100 =21.1%

%Células viables = 100 — %Células no viables

%Células viables = 100 — 21.1% = 78.9 %
Ecuacién 2. Célculo del porcentaje de células viables y no viables con el kit Live and Dead®

3.7.3 VALIDACION DEL MONITOREO DE LA ACTIVIDAD
BACTERICIDA POR MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA CON EL
METODO CLASICO DE MICRODILUCION

Con el fin de asegurarse de que el método que pretendia estudiarse permitiria observar
el cambio fisiologico entre células viables y no viables, a la concentracion de antibiotico
y el tiempo de andlisis previsto; se realizé la validacion del método de microscopia de
fluorescencia comparandolo con el método clasico de microdilucién. Asi mismo, éste
experimento permiti6 medir el efecto que tienen todos los componentes del sistema

sobre la viabilidad de células que no fueron tratadas con antibioticos.
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El procedimiento empleado fue el siguiente:

Se tomo una colonia de E. coli BL21 y se sembré en una placa de agar estéril. La placa
se dejo incubar por 16 horas a 37 °C. Al siguiente dia se tomaron colonias de ésta placa
y se resuspendieron en 7 mL de NaCl 0.85 %. Se midi6 la densidad oOptica a 600 nm y
sellevd a 0.8

Consecutivamente, se tomaron 0.75 mL del cultivo y se vertieron en tres microtubos
estériles. Las células de dos de los microtubos se tifieron con DAPI por lo que se
agregaron 60 pL de la solucién de trabajo. Los microtubos se dejaron en reposo por 30
minutos en la oscuridad. Transcurrido el tiempo de incubacién, los tres tubos se
centrifugaron a 13 000 rpm durante dos minutos y medio, se retir6 el sobrenadante y las

células se resuspendieron en 0.75 mL de NaCl.

” “

Los tres tubos se etiquetaron cémo “control”, “células viables” y “células no viables”. A
los microtubos con las etiquetas “células viables” y “células no viables” se les agregaron
13 pL de la solucién de bromuro de etidio 2.4 mM. Al microtubo con la etiqueta “control”
se le agregaron 13 pL de agua desionizada con el fin de mantener el mismo volumen en

los tres microtubos.

Posteriormente se agregaron 0.25 mL de ciprofloxacino 2 mg/mL en el microtubo de
“células no viables”. En seguida se agregaron 0.25 mL de agua desionizada a los
microtubos del “control” y de “células viables”. Posteriormente, se llevaron a cabo

diluciones sucesivas de cada microtubo como se muestra en el esquema.

R

Cultivo inicial Dilucién 1 Dilucion 3

6x108 UFC 6x106 UFC 6x102 UFC

Tomar 20 pL de la
Dilucién 1+ 1.88
mL de agua
desionizada

» Tomar 20 pL del
cultivo inicial +
1.88 mL de agua
desionizada.
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De la Dilucién 3 se tomaron 200 uL y se sembraron en una placa de agar. El cultivo se
disperso en la placa con ayuda de un “cell scraper”. Este procedimiento se siguié para

sembrar una alicuota de los tres microtubos; “control”, “células viables” y “células no

viables”.

A continuacién se llevé al cabo el monitoreo del cultivo celular de los microtubos
“células viables” y “células no viables” dentro de microchips de microfluidica para lo

cual, se monté el sistema que se describe en la seccion 3.7.1.

Ambos procedimientos se llevaron a cabo cada dos horas durante siete horas.
Finalmente, las placas sembradas se incubaron durante 16 horas a 37°C.

Al siguiente dia se llevé a cabo el conteo celular de las placas y el analisis de los videos

obtenidos durante el monitoreo.

3.7.4 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE LA ACTIVIDAD
BACTERICIDA DE TRES ANTIBIOTICOS CONOCIDOS EN
MICROGOTAS

El monitoreo de la actividad bactericida de gentamicina, ciprofloxacino y fosfomicina se
llevé a cabo con los tres pares de tintas disponibles. Cada tinta se probé por duplicado
en ensayos independientes con duracion de siete horas. Por lo que, por cada antibiético

se realizaron seis experimentos.
Los pasos seguidos para la realizacion de los ensayos se enumeran a continuacion.
1.- PREPARACION DE LA FASE OLEOSA: ACEITE FLUORINADO/KRYTOX

Para la formacion de microgotas se requiere una fase oleosa que permita cortar el flujo
del cultivo celular y lo encapsule de forma que quede aislado del medio. Con éste fin se
preparé una mezcla de aceite fluorinado y tensoactivo. En un eppendorf de 15 mL se
pesaron 10 g de aceite fluorinado 2-(Trifluorometil)-3-etoxidodecafluorohexeno (Q165-
07, Synquest Laboratories), posteriormente, se afadieron 0.37 g de tensoactivo
Krytox®157 FSH Oil Perfluoropolieter (51798-33-5, Dupont) La mezcla se homogeneiz6

55



y se tapd. Se mantuvo a temperatura ambiente cubriendo la tapa del tubo eppendorf

con parafilm.
2.- PREPARACION DE DISOLUCIONES DE ANTIBIOTICO
GENTAMICINA

Se prepard una soluciéon de gentamicina a 2 mg/mL. Para lo cual se tar6 un microtubo
en una balanza analitica (J95431, Mettler AT250), posteriormente se pesaron 2 mg de
sulfato de gentamicina (SLBK1443V, Sigma Aldrich, E.U.A.) y se disolvieron en 1 mL de
agua destilada. La solucion de gentamicina se prepard cada vez que el ensayo fue
llevado a cabo. No fue posible almacenar la solucion congelada debido a que se
observé una disminucién en su efectividad. La concentracion final de gentamicina en el

cultivo celular fue de 500 pg/mL.
CIPROFLOXACINO

Se prepar6 una solucion de ciprofloxacino a una concentracion de 2 mg/mL. Primero se
tar6 un microtubo en una balanza analitica (J95431, Mettler AT250), a continuacion se
pesaron 2 mg de ciprofloxacino (065M4176V, Sigma, E.U.A.) y se disolvieron en 500
mL de DMSO al 99.5% GC (D5879, Sigma Aldrich, E. U. A.)) mas 500 mL de agua
destilada. La solucién de ciprofloxacino se usé fresca, por lo que cada vez de se realizé
el ensayo se prepard una nueva disolucién. La concentracion final de ciprofloxacino en

el cultivo celular fue de 500 pg/mL.
FOSFOMICINA

Se prepard una solucion de fosfomicina a 1mg/ mL. Se tar6 un microtubo en la balanza
analitica (J95431, Mettler AT250), en seguida se pes6 1 mg de fosfomicina
(125M4168V, Sigma Aldrich, E.U.A) y se disolvi6 en 1 mL de agua destilada. Se
preparé una solucidon de fosfomicina para cada ensayo llevado a cabo. La
concentracion final en el cultivo fue de 250 pg/mL.
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3.- TINCION CELULAR

Las células monitoreadas fueron tefiidas previamente a su introduccion al microchip, los
pares de tintas usados para el monitoreo fueron DAPI-BE, DAPI-SX, y el kit

LIVE/DEAD®. El procedimiento de tincion para cada tinta se describe a continuacion.
DAPI-BROMURO DE ETIDIO, DAPI-SYTOX GREEN y LIVE/DEAD kit®

A continuacion se describe el método de tincidn descrito para los ensayos en
microgotas con los tres pares de tintas DAPI-Bromuro de etidio, DAPI-Sytox Green y
Live/Dead Kit®.

Se tomaron colonias de E. coli de una placa de agar, sembrada 16 horas antes, se
resuspendieron en 7 mL de una solucion de NaCl 0.85%. Se midi6 la densidad optica
del cultivo a una longitud de onda de 600 nm y se llevé a una ODeoo nm de trabajo de
0.8.

En dos microtubos estériles se colocaron 0.75 mL de cultivo, en cada microtubo se
afiadieron 60 pL/15 pL de la solucion de trabajo de la tinta DAPI/Syto 9® con lo que se
obtuvo una concentracion final de 4.0 uM/4.93 pM. Se dejaron incubar por 30 minutos,
las células se centrifugaron a 13 000 rpm durante 2 minutos y medio, posteriormente se

retir6 el sobrenadante y los pellets se resuspendieron en 0.75 mL de NaCl 0.85%.

De la solucion de trabajo de Bromuro de etidio/Sytox Green®/Yoduro de propidio a 2.4
mM/250 pM/2 mM, se tomaron 13 pL/21 pL/15 pL para cada microtubo. La
concentracion final de Bromuro de etidio/ Sytox Green®/Yoduro de propidio fue de 30.8
UM/5.14 uM/29.55 puM.

Posteriormente, ambos microtubos se etiquetaron, uno como “viables” y otro como “no
viables”. Al microtubo con la etiqueta de “no viables” se le afiadieron 0.25 mL del
antibiotico correspondiente. Al microtubo etiquetado como “viables” se le agregd 0.25
mL de agua destilada. La densidad Optica se diluy6 a 0.6, después de afiadir ya sea la

solucion de antibiético o agua destilada.
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El avance de la actividad bactericida fue seguido con el set de filtros DAPI-50LP-A/
FITC-5050-A para observar las células tefiidas con DAPI/Syto 9® y con el set de filtros
FITC-5050-A/LF561/LP-C para observar las células tefiidas con Sytox Green®/Bromuro
de etidio y yoduro de propidio.

3.7.5 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE LA ACTIVIDAD
BACTERICIDA CON CELULASE. coli BL21 A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE FOSFOMICINA

Se monitorearon cuatro concentraciones de fosfomicina; 50 pg/mL, 250 pg/mL, 375
Hg/mL y 500 pyg/mL. Se realizaron cuatro ensayos independientes en dias distintos para
analizar cada una de las concentraciones, por lo que las disoluciones del antibiético se

prepararon el dia que se llevaria a cabo cada experimento.

Se prepararon cuatro soluciones de fosfomicina: 0.2 mg/mL, 1 mg/mL, 1.5 mg/mL y 2
mg/mL. Para preparar la solucion de 0.2 mg/mL se pesaron 2 mg de fosfomicina y se
disolvieron en 10 mL de agua desionizada. La solucion de 1 mg/mL se prepar6 pesando
1 mg de fosfomicina y disolviéndolo en 1 mL de agua desionizada. Para preparar la
solucién a una concentracién de 1.5 mg/mL se pesaron 3 mg de fosfomicina y se
disolvieron en 2 mL de agua desionizada. Finalmente, la solucion a 2 mg/mL se preparo

pesando 2 mg del antibiético y se disolvieron en 1 mL de agua desionizada.
El andlisis de cada concentracion se llevd a cabo cémo a continuacion se describe.

Se tom6 una colonia de células E. coli y se sembré en una placa de agar con medio LB.
Las células se incubaron por 16 horas. Al dia siguiente se tomaron colonias de la placa
y se resuspendieron en 7 mL de solucion salina al 0.85 % m/v. Se midio su densidad
Optica a 600 nm y se ajustd a 0.8. Se tomaron 0.75 mL del cultivo y se vertieron en dos

microtubos.

Posteriormente, se procedi6 a tefiir las células con la tinta DAPI, por lo que se vertieron
60 pL de la solucion de trabajo de la tinta DAPI. Se dejaron incubar por 30 minutos, en
seguida, las células fueron centrifugadas a 13 000 rpm durante 2.5 minutos,

posteriormente se retird el sobrenadante y los pellets se resuspendieron en 0.75 mL de
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NaCl 0.85%. A continuacion, se tomaron 13 pL de la solucién de trabajo de bromuro de
etidio 2.4 mM para cada microtubo.

Los microtubos fueron etiquetados como “viable” y “no viable”. Al microtubo marcado
como “no viable” se le afiadieron 0.25 mL de la solucion de fosfomicina correspondiente
para la concentracion a analizar. Es decir, para la concentracion 50 pg/mL se tomaron
0.25 mL de la solucién de fosfomicina 0.2 mg/mL, para analizar la concentracién 250
pug/mL se vertieron 0.25 mL de la solucion 1 mg/mL, la concentracion 375 pg/mL se
obtuvo tras afadir 0.25 mL de fosfomicina a una concentracion de 1.5 mg/mL,
finalmente para la concentracién 500 pg/mL se vertieron 0.25 mL de la solucion de

fosfomicina 2 mg/mL.

Al microtubo etiquetado cémo “viable” se le agregd éste mismo volumen (0.25 mL) de

agua desionizada.

Finalmente, se procedié a montar el sistema experimental que se describe en la seccion
3.7.1.

El comportamiento de las concentraciones en estudio se monitoreo cada hora durante 7
horas por medio de la adquisicién de videos cuyas fotos instantaneas fueron analizadas

por el procedimiento descrito en la seccion 3.3

3.7.6 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE LA ACTIVIDAD
BACTERICIDA CON CELULAS E. coli BL21 A 24 HORAS

Los tres antibidticos se monitorearon durante 24 horas en un mismo experimento

usando el par de tintas DAPI-BE. El procedimiento seguido se describe a continuacion.

En primer lugar, se prepararon las soluciones de ciprofloxacino, gentamicina y

fosfomicina cémo se describe en la seccién 3.7.4.

En segundo lugar, se resuspendieron células de E. coli BL21, de una placa sembrada

16 horas antes, en 7 mL de NaCl a 0.85 % m/v. Se midio la ODesoonm Yy Se ajusté a 0.8.

Posteriormente, se vertieron 0.75 mL del cultivo a cuatro microtubos estériles. Las

células se tifieron con 60 pL de la solucién de trabajo de la tinta DAPI. Se dejaron a
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temperatura ambiente por 30 minutos, las células fueron centrifugadas a 13 000 rpm
durante 2.5 minutos, posteriormente se retir0 el sobrenadante y los pellets se
resuspendieron en 0.75 mL de NaCl 0.85%. A continuacion, se tomaron 13 uL de la

solucion de trabajo de bromuro de etidio 2.4 mM para cada microtubo.

En seguida, los cuatro microtubos se etiquetaron como “control”, “gentamicina”,
“fosfomicina” y “ciprofloxacino”. Se afadieron 0.25 mL de agua desionizada al
microtubo marcado como “control” en los tres microtubos restantes se agregaron 0.25

mL del antibiético correspondiente.

Subsecuentemente se mont6 el sistema experimental para lo cual, se usaron cuatro
réplicas en PDMS del microchip sellados en dos portaobjetos. En cada microchip se

introdujo un cultivo celular distinto.

Se conecto el extremo de 20 cm de un tubo flexible de PTFE con un diametro externo
de 1.07 mm (Cole Parmer) a la aguja de una jeringa de 1 mL (Becton Dickinson). El
extremo libre del tubo se colocé en el microtubo correspondiente y se procedié a
succionar la mezcla de aceite fluorinado con Krytox ®. La jeringa se llen6 a la mitad de
su capacidad y se eliminaron las burbujas presentes, en seguida se conecté el extremo

del tubo a la entrada de la fase oleosa del microchip.

Posteriormente, se conecto6 el extremo de otros 20 cm de tubo PTFE a la aguja de una
jeringa de 1 mL (Becton Dickinson). La jeringa se cargé a la mitad de su capacidad con
el cultivo celular, se eliminaron las burbujas y el extremo libre del tubo flexible se
conectd a la entrada de la fase acuosa del microchip dentro del pentagono. A

continuacion se cortaron 6 cm del tubo flexible y se conecté a la salida del microchip.

A continuacién se siguié el mismo procedimiento para conectar el segundo microchip

del portaobjetos en donde se introdujo el cultivo con gentamicina.

Las cuatro jeringas se ajustaron en cuatro bombas de presiéon (NE-1000, New Era), en
ellas se ajusto el diametro de las jeringas utilizadas a 4.699 cm. Posteriormente, las dos
bombas con las jeringas que contenian fase oleosa se programaron para entregar 20

uL/h y las bombas con jeringas que contenian fase acuosa se programaron a 10 pL/h.
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Se tomaron los videos correspondientes, se detuvo el flujo de las cuatro bombas y se

desmontaron las jeringas.

Después, se conectaron los dos microchips del portaobjetos restante usando el
procedimiento descrito anteriormente. En cada uno de ellos se introdujeron los cultivos
de ciprofloxacino y fosfomicina. Las cuatro jeringas se colocaron en las bombas y se

tomaron los videos correspondientes. Se detuvo el flujo y se desmontaron las jeringas.
El montaje del sistema descrito se repitid después de 4, 17 y 24 horas.

Todos los videos adquiridos se analizaron a partir de imagenes instantdneas obtenidas

de los mismos. El procedimiento para el conteo celular se describe en la seccién 3.3.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS

4.1 EXPERIMENTOS EN PORTAOBJETOS

Los resultados obtenidos a partir de los ensayos en portaobjetos permitieron identificar

las tintas que se usarian en el desarrollo del método experimental.

4.1.1 CELULAS E. coli BL21 TENIDAS CON DAPI

Moléculas sin carga, como el 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), pueden permear a
través de la doble membrana de las células E. coli, intercalarse en el material genético
de las bacterias y producir fluorescencia. Esta tinta permite realizar un conteo total de
las bacterias presentes en determinada muestra puesto que tifie células viables y no
viables. [8]

En las figuras 46 a) y b) se observan células viables provenientes de un cultivo fresco
marcadas con DAPI. Los ensayos a) y b) se llevaron a cabo bajo las mismas

condiciones para evaluar la repetibilidad del ensayo.

a)

Figura 34. Células viables tefiidas con DAPI 4 uM. A) NUimero de células contabilizadas: 2032 B) Numero de células

contabilizadas. 2325 Objetivo 20x. Set de filtros: DAPI-50LP-A

En la figura anterior se observan células E. coli BL21 tefidas favorablemente, no se
observa un fondo fluorescente que impida el conteo, la cantidad de células
contabilizadas corresponde a la densidad 6ptica empleada y no se observa interferencia
en ningun otro rango del espectro. Por estas razones se consider6 como una tinta
apropiada para continuar el estudio.

62



4.1.2 CELULAS E. coli BL21 TENIDAS CON NARANJA DE ACRIDINA

La molécula de naranja de acridina es una molécula sin cargas que puede permear la
membrana de las células, una vez que se encuentra dentro de las células se intercala
con el ADN y el ARN, de ésta forma se observa fluorescencia tanto de células vivas

como muertas.

En la Figura 35 a) y b) se puede apreciar como se observan al microscopio las células
de E. coli BL21 tefiidas con naranja de acridina a una concentracion 3.31 uM. Se puede
apreciar una gran cantidad de células de color verde que se encuentran dentro del

rango de numero de células esperado.

a)

Figura 35. Células tefiidas con 3.31 pM de Naranja de Acridina. A) Nimero de células contabilizadas:839 B)

Numero de células contabilizadas: 1072. Set de filtros: FITC-5050-A Objetivo 20x

La tinta naranja de acridina presenta la desventaja de emitir fluorescencia a 650 nm
cuando se encuentra unida al ARN (Figura 11), regiébn en dénde emiten las tintas
yoduro de propidio (625 nm) y bromuro de etidio (603 nm).[13] Debido a esta
interferencia resulta imposible realizar un seguimiento de células no viables con

cualquiera de éstos dos compuestos.
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Figura 36. Células tefiidas con 3.31 uM de Naranja de Acridina. A) Namero de células contabilizadas: 212. B)

NUmero de células contabilizadas: 91 .Interferencia en la regién de los 600 nm. Set de filtros: LF561/LP-C

En la Gréfica 1 se muestran los resultados de tres ensayos independientes realizados

en diferentes dias.

CELULAS TENIDAS CON NARANJA DE ACRIDINA

900
800 A
700 A
600 -
500 -
400 A
300 A
200 A
100 ~

Numero de células

Grafica 1. Células tefiidas con naranja de Acridina visualizadas con los filtros FITC-5050-A Y LF561/LP-C.
Cada barra verde representa las células contabilizadas con el filtro FITC-5050-A, cada barra roja correspondiente,

representa las células contabilizadas con el filtro LF561/LP-C.

Como puede verse en la gréfica anterior, se observd una gran cantidad de células
verdes en los tres ensayos, sin embargo, también se observo una cantidad aleatoria de
células rojas en cada ensayo debido a la interferencia producida por la unién de la
molécula de naranja de acridina con el ARN.
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Los complejos formados por naranja de acridina con &cidos nucleicos de cadena
sencilla emiten fluorescencia en tonalidad rojo a naranja, mientras que el producto de
los complejos formados con acidos nucleicos de doble cadena resultan en fluorescencia
verde. Sin embargo, éste efecto metacromatico se encuentra influenciado por la
relacién Naranja de acridina:Acidos nucleicos. La interpretacion clasica de éste efecto
metacromatico verde y rojo esta basada en la relativa abundancia de ARN ribosomal y
otras formas de ARN presentes en bacterias que se encuentran en crecimiento en
contraste con una menor proporcion ARN:ADN presente en células carentes de
nutrientes. Debido a esto, de acuerdo con la interpretacion clasica, las células que se
observan de color verde se consideran inactivas mientras que las células que se
observan de color rojizo se piensa que estan activas. No obstante, la investigacion que
se ha desarrollado hasta el momento no ha permitido demostrar que ésta conjetura sea

cierta puesto que no ha sido demostrado experimentalmente.[13]

Como consecuencia de la gran interferencia observada para cuantificar el aumento de
células no viables, ya sea con yoduro de propidio o bromuro de etidio, que arrojaria
resultados falso-positivos en la técnica de tincion diferencial por microscopia de

fluorescencia; se decidié no continuar con el estudio de ésta tinta.

4.1.3 CELULAS E. coli BL21 TENIDAS CON BROMURO DE ETIDIO.
Tratamiento con calentamiento.

Trabajos anteriores demuestran que las células sometidas a una temperatura de 65°C
por un periodo de 30 minutos pierden completamente su viabilidad [28] por lo que se
consideré como un buen control para determinar si las tintas estudiadas tefilan de
forma cuantitativa las células no viables. Asi mismo, éste control nos permitiria conocer

el escenario qué se deberia esperar al usar antibiéticos de gran potencial bactericida.

La molécula de bromuro de etidio presenta una carga positiva en su estructura, por lo
gue no es un compuesto permeable a la doble membrana de las células E. coli. Cuando
la membrana de las mismas se encuentra comprometida, la tinta logra ingresar a la

célula se intercala con el material genético (ADN y ARN) y produce fluorescencia. [6]
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El tratamiento con calentamiento tiene un efecto letal sobre las bacterias por lo que
inhabilita sus funciones vitales. Por lo que tintas con carga como el bromuro de etidio
logran tefir las células que han dejado de ser viables. A continuacién se muestra un
ejemplo de las células tefiidas y visualizadas en el microscopio después de haber sido
sometidas a calentamiento por 30 minutos a 65°C. Sélo se muestra la concentracion de
bromuro de etidio 10.11 puM debido a que la concentracién 40 pM arrojo resultados

equivalentes.

En la figura 37 a) se observa el control de células vivas que no fueron sometidas al
tratamiento con calentamiento, en donde el conteo de células marcadas fue de 21. Se
sabe que, a pesar de que las células no hayan sido sometidas al efecto téxico de algun
agente, siempre existe una cantidad de bacterias que se encuentran muertas o que

sufren algun dafio durante el tratamiento de tincion.

Por otro lado en la figura 37 b), se observan las células que fueron sometidas al
tratamiento con calentamiento; es evidente un aumento en el nimero de células

contabilizadas (756) y en la intensidad de su fluorescencia.

a)

Figura 37. Células tefiidas con bromuro de etidio 10.11 pM a) Células sin calentamiento. Nimero de células
contabilizadas: 29. b) Células tratadas con calentamiento (30 minutos a 65°C). Nimero de células contabilizadas:
756. Objetivo 20x. Set de filtros: LF561/LP-C

La diferenciacion entre células viables y no viables que permite hacer ésta tinta resultd
muy satisfactoria para el objetivo del presente trabajo, pues permite identificar con
claridad las células que fueron sometidas a algun proceso bactericida. Por ésta razon,

se eligi6 ésta tinta para continuar con estudios posteriores.
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4.1.4 CELULAS E. coli BL21 TENIDAS CON YODURO DE PROPIDIO.
Tratamiento con calentamiento.

La molécula de yoduro de propidio presenta dos cargas positivas distribuidas en su
estructura y es una molécula de gran tamafo, por lo que requiere que la membrana de
la célula se encuentre comprometida para poder atravesarla y unirse a las bases de

ADN para observar fluorescencia.

En la Figura 38 a) se observa el control de células vivas que no fueron tratadas con
calor, se aprecian 70 células de poca fluorescencia. En la imagen 38 b) se muestran

células tratadas con calor (65 °C por 30 minutos), en éste caso se aprecian 230 células.

a)

290

Figura 38. Células tefiidas con yoduro de propidio 10.06 pM. a) Células sin calentamiento. Nimero de células

22,0000

contabilizadas: 70 b) Células tratadas con calentamiento. Nimero de células contabilizadas: 230. Objetivo 20x. Set
de filtros: LF561/LP-C

Como puede apreciarse en las imagenes anteriores, las pruebas realizadas con yoduro
de propidio también arrojaron los resultados esperados; las bacterias no viables se
tineron en mayor cantidad y presentaron una gran fluorescencia mientras que las

células viables no se tifieron en la misma proporcion.

El compuesto de yoduro de propidio permite determinar si las bacterias son viables o
no, una aparicion de fluorescencia permite concluir que la membrana de la bacteria se
encuentra comprometida y que la célula ya no es viable debido a que éstas células no
pueden mantener o formar un gradiente electroquimico que genere el potencial de
membrana, necesario para mantener a la célula aislada del ambiente externo, por lo
que sus componentes externos quedan expuestos provocando su eventual

descomposicion.[29]
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4.1.5 CELULAS E. coli BL21 TENIDAS CON DAPI Y BROMURO DE
ETIDIO. Tratamiento con calentamiento

Se realiz6 un estudio de tincién diferencial usando la tinta DAPI para marcar el total de
células presentes en la muestra. Una parte de la poblacion se sometié a calentamiento
a 65°C por 30 minutos y la otra se mantuvo a temperatura ambiente. Posteriormente se
utilizé bromuro de etidio para marcar las células no viables en ambos cultivos. A
continuacion se muestra un ejemplo de las células visualizadas al microscopio después

de ambos tratamientos de tincion.

a)

05/11/2015 1

. 05/11/2015 1

Figura 39. Células tefiidas con 4 uM DAPI/ 30.8 uM bromuro de etidio. a) Células viables (sin calentamiento).
Numero de células contabilizadas: 708 Set de filtros DAPI-50LP-A. b) Células viables (sin calentamiento). Nimero
de células contabilizadas: 11 Set de filtros: LF561/LP-C. ¢) Células no viables (sometidas a calentamiento). Nimero
de células contabilizadas: 580 Set de filtros DAPI-50LP-A. d) Células no viables (sometidas a calentamiento).

Numero de células contabilizadas. 480. Objetivo 20x Set de filtros: LF561/LP-C.

En la figura 39 a) y b) se observa una muestra de células que no fueron sometidas a
calentamiento. Pueden apreciarse 11 células marcadas de color rojo con la tinta

bromuro de etidio mientras que el total de células azules marcadas con DAPI fue de
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708. Expresado en porcentaje (tomando como 100 % las células azules) se observaron
1.56 % células no viables.

En la figura 39 c) y d) se aprecia una muestra de las células que fueron sometidas a
calentamiento. Es notorio que la cantidad de células marcadas como no viables por la
tinta bromuro de etidio se eleva de la forma esperada puesto que se observan 480

células tefiidas de color rojos de un total de 580 células azules que fueron tefiidas con
DAPI. En éste caso se tiene un porcentaje de 82.75 %.

En la Grafica 2 se muestra una recopilacion de los datos de diferentes ensayos llevados
a cabo de forma independiente para evaluar la repetibilidad.

CELULAS SIN TRATAMIENTO CON CALOR
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Gréfica 2. Células sin tratamiento con calor. Cada par de barras (Azul-Rojo) representa un ensayo independiente.
Las barras azules simbolizan el total de las células presentes que fueron marcadas por DAPI. Las barras rojas
representan la cantidad de células no viables que fueron tefiidas con bromuro de etidio.

En la grafica anterior se observa una gran dispersion en la cantidad de células totales
contabilizadas, esto se debe a la distribucién aleatoria que presentaron las células en
cada ensayo sobre el portaobjetos. No obstante, se muestra una clara tendencia en

donde la cantidad de células no viables observadas es muy baja en comparaciéon al

69



total de células presentes. Para identificar numéricamente el porcentaje de células no
viables que se observaron en cada ensayo, se presenta la siguiente gréfica.

PORCENTAJE DE CELULAS NO VIABLES SIN TRATAMIENTO
CON CALOR
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Gréfica 3. Porcentaje de células no viables sin tratamiento con calor. Cada par de barras (Azul-Rojo) representa
un ensayo independiente. Las barras azules simbolizan el total de células presentes (100 %). Las barras rojas

simbolizan el porcentaje de células no viables que fueron tefiidas con bromuro de etidio.

Como se aprecia en la Grafica 3; el porcentaje maximo de células no viables, que no
fueron sometidas a tratamiento con calor, fue de 21.9 % y el minimo de 0.3 %. Este
comportamiento es el esperado para células que no fueron sometidas a calentamiento
debido a que su membrana se encuentra intacta y la tinta bromuro de etidio no logra

ingresar a la célula.

En la Gréafica 4 se presenta una serie de datos del comportamiento observado en
ensayos independientes de células tratadas con calentamiento. En ésta grafica se
aprecia una tendencia por completo distinta a la que se observa en células sin
calentamiento. Se observa que la cantidad de células no viables tefidas de rojo tiende a

igualar o superar la cantidad de células totales tefiidas de color azul con DAPI.
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Grafica 4. Células tratadas con calor. Cada par de barras (Azul-Rojo) representa un ensayo independiente. Las
barras azules simbolizan el total de las células presentes que fueron marcadas por DAPI. Las barras rojas
representan la cantidad de células no viables que fueron tefiidas con bromuro de etidio.

En la Grafica 5 se observa el comportamiento de los datos expresados en forma de
porcentaje. Se observa un porcentaje minimo de 88.9 % de células no viables que es
4.05 veces mayor que el maximo porcentaje de células no viables (21.9 %) observado

en las células que no fueron tratadas con calor.

Debido a que, en algunos ensayos la cantidad de células rojas super6 la cantidad de
células azules, se observan porcentajes de células no viables mayores al 100%. Una
explicacion de éste comportamiento es que las moléculas de bromuro de etidio logran

reemplazar a las moléculas de DAPI inhibiendo su fluorescencia.
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PORCENTAJE DE CELULAS NO VIABLES TRATADAS CON
CALOR

Gréfica 5. Porcentaje de células no viables tratadas con calor. Cada par de barras (Azul-Rojo) representa un
ensayo independiente. Las barras azules simbolizan el total de células presentes (100 %). Las barras rojas
simbolizan el porcentaje de células no viables que fueron tefiidas con bromuro de etidio.

Este ensayo de células tratadas con calentamiento es un control positivo. Los datos
obtenidos permiten identificar la tendencia que se observara al evaluar compuestos de

gran potencial bactericida.

Estos resultados fueron favorables para el estudio que se llevo a cabo, ya que el par de
tintas DAPI-BE permiti6 contabilizar el total de células presentes (DAPI) y discriminar
entre células viables y no viables por medio del conteo de células rojas (BE) con una
diferencia muy notoria. Por ésta razon, se eligié al par DAPI-BE para posteriores

ensayos de tincion diferencial por microscopia de fluorescencia.

4.1.6 CELULAS E. coli BL21 TENIDAS CON DAPI Y SYTOX GREEN®.
Tratamiento con calentamiento

Se selecciond el par de tintas DAPI-Sytox Green® para realizar ensayos de tincion
diferencial. La totalidad de células en la muestra se marcaron nuevamente de color azul
con la tinta DAPI, el marcaje de células no viables con la membrana comprometida se
realiz6 con la tinta Sytox Green® (SX) que tifie las células de color verde. El control de
células no viables se realiz6 con células tratadas con calentamiento a 65 °C por 30

minutos, el control de células viables no fue sometido a tratamiento con calor.
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En la siguiente figura se observa un ejemplo del comportamiento de las células tefiidas

con el par de tintas DAPI-SX

Figura 40. Células tefiidas con 4 uM DAPI/ 5.14 uM Sytox Green. a) Células viables (sin calentamiento). Nimero
de células contabilizadas: 589. Set de filtros DAPI-50LP-A. b) Células viables (sin calentamiento). Nimero de células
contabilizadas: 187. Set de filtros FITC-5050-A. ¢) Células no viables (sometidas a calentamiento). Nimero de
células contabilizadas: 1020. Set de filtros DAPI-50LP-A. d) Células no viables (sometidas a calentamiento). Nimero

de células contabilizadas: 1128. Set de filtros FITC-5050-A. Objetivo 20x

En la figura 40 a) y b) se observan células que no fueron sometidas a calentamiento.
Puede apreciarse un total de 589 células tefiidas de color azul con DAPI y 107 células
marcadas de color verde con la tinta Sytox Green®. Expresado en porcentaje (tomando

como 100 % las células azules) se observaron 31.7 % células no viables.

En la figura 40 b) y ¢) se aprecian células sometidas a calentamiento. Se observa que la
cantidad de células marcadas de color verde aumenta a 1128 células tefiildas por Sytox
Green® mientras que el total de células presentes en la muestra fueron 1020 por lo que

se obtiene un porcentaje mayor al 100% de células no viables.

En las graficas 6 y 7 se muestran las tendencias de los ensayos independientes

llevados a cabo.
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Grafica 6. Células sin tratamiento con calor. Cada par de barras (Azul-Verde) representa un ensayo
independiente. Las barras azules simbolizan el total de las células presentes que fueron marcadas por DAPI. Las
barras verdes representan la cantidad de células no viables que fueron tefiidas con Sytox Green®.

En la Gréfica 6 también se observa una gran dispersion en la cantidad de células
contabilizadas, debido a la distribucion aleatoria de las células sobre el portaobjetos.
Por otro lado, se observa que la cantidad de células no viables tefiidas de color verde
es baja en comparacion al total de células presentes pero mas alta que las
contabilizadas con bromuro de etidio.

Para realizar una mejor comparacion entre los pares de tintas ensayados, se presenta

la Grafica 7 que muestra el porcentaje de células no viables que se observaron en cada
ensayo.
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PORCENTAJE DE CELULAS NO VIABLES SIN TRATAMIENTO
CON CALOR
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Grafica 7. Porcentaje de células no viables sin tratamiento con calor. Cada par de barras (Azul-Verde)
representa un ensayo independiente. Las barras azules simbolizan el total de células presentes (100 %). Las barras
verdes simbolizan el porcentaje de células no viables que fueron tefiidas con Sytox Green®.

En la Gréfica 7 se observa un porcentaje minimo de células no viables tefiidas con

Sytox Green® de 22.5 % y un porcentaje maximo de 35.4 %

En la Grafica 8 se muestra el comportamiento de las células sometidas a tratamiento
con calentamiento a 65 °C por 30 minutos. Se observa una tendencia marcadamente
distinta en comparacion con las células que no fueron tratadas con calor. En todos los
ensayos realizados con calentamiento, las células marcadas por Sytox Green® superan

al total de células contabilizadas por DAPI.
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Gréfica 8. Células tratadas con calor. Cada par de barras (Azul-Verde) representa un ensayo independiente. Las
barras azules simbolizan el total de las células presentes que fueron marcadas por DAPI. Las barras verdes

representan la cantidad de células no viables que fueron tefiidas con Sytox Green®.

En la Gréfica 9 se observa el porcentaje de células no viables tratadas con calor. Se
observa un porcentaje minimo de 105.7 % de células no viables que es 2.98 veces
mayor que el maximo porcentaje de células no viables (35.4 %) observado en las

células que no fueron tratadas con calor.

Debido a que el numero de células no viables superd en todos los ensayos al total de
células tefiidas con DAPI, se observan porcentajes mayores al 100%. Es posible que en
éstos casos, la tinta Sytox Green® reemplace a las moléculas DAPI que se encuentran
intercaladas en el material genético y debido a esto se observe una mayor cantidad de

células de color verde.
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PORCENTAJE DE CELULAS NO VIABLES TRATADAS CON
CALOR
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Gréfica 9. Porcentaje de células no viables tratadas con calor. Cada par de barras (Azul-Verde) representa un
ensayo independiente. Las barras azules simbolizan el total de células presentes (100 %). Las barras verdes
simbolizan el porcentaje de células no viables que fueron tefiidas con Sytox Green®.

En el control de células tratadas con calentamiento; las células marcadas como muertas
por la tinta Sytox Green® superan el total de células contabilizadas con DAPI en todos
los casos. Lo cual no sucede en el control de células que no fueron sometidas a
calentamiento, en donde si bien la cantidad de células marcadas como muertas es alta,

no supera el 35.4 % del total.

Las graficas obtenidas con éste par de tintas permiten diferenciar las células que fueron
sometidas a algun procedimiento bactericida, de las que no. Por ésta razon, el par de

tintas DAPI-SX se eligioé para seguir siendo estudiado.

4.1.7 CELULAS E. coli BL21 TENIDAS CON SYTO 9® Y YODURO DE
PROPIDIO. Tratamiento con calentamiento

Actualmente existe en el mercado un kit para determinar la viabilidad celular
comercializado por la compafia Molecular Probes. Este juego de tintas consta del
compuesto conocido como Syto 9 que es una molécula no iénica capaz de penetrar la
membrana de la célula uniéndose a las bases del ADN y emitiendo una fluorescencia
verde con un maximo a 500 nm. El yoduro de propidio es un compuesto que atraviesa

anicamente la membrana comprometida de células no viables.
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La constante de afinidad del yoduro de propidio (Kgfinigaq = 3.7 X 10°/M)por las bases
del ADN es mayor que la del Syto 9 (Kufinigaq = 1.8 X 10°/M) , es por esto que el kit

esta disefiado para que en las células muertas disminuya la fluorescencia verde y se

observe Unicamente la presencia del yoduro de propidio. [30]

En las figuras 41 a) y b) se observan células viables vistas a través de los dos filtros en
donde la cantidad de células marcadas por el yoduro de propidio es minima (3 células)
en comparacion de las células viables tefiidas con Syto 9 (479 células). En las figuras c)
y d) se presentan células tratadas con calentamiento. Se puede apreciar que la
cantidad de células tefiidas con Syto 9 disminuye considerablemente (143 células)

mientras que las células marcadas como muertas aumentan (384 células).

a) b)

Z16/112015 1

16/11/2015 14

Figura 41. Células tefiidas con 4.93 uyM Syto 9/ 29.55 pM yoduro de propidio. a) Células viables (sin
calentamiento). NUumero de células contabilizadas: 479. Set de filtros FITC-5050-A. b) Células viables (sin
calentamiento). Niumero de células contabilizadas. 3. Set de filtros: LF561/LP-C. c) Células no viables (sometidas a
calentamiento). Numero de células contabilizadas: 143. Set de filtros FITC-5050-A. d) Células no viables (sometidas

a calentamiento). Numero de células contabilizadas. 384. Set de filtros: LF561/LP-C. Objetivo 20x.

En la Gréfica 10 se observan repeticiones del ensayo para células sin tratamiento por
calentamiento. A pesar de que se aprecia una gran dispersion entre los datos debido a
las condiciones del ensayo anteriormente mencionadas, también se puede distinguir
una cantidad minima de células no viables de color rojo en comparacion de las células

viables marcadas de color verde.

78



CELULAS SIN TRATAMIENTO CON CALOR
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Grafica 10. Células sin tratamiento con calor. Cada par de barras (Verde-Rojo) representa un ensayo
independiente. Las barras verdes simbolizan el total de las células presentes que fueron marcadas por Syto 9®. Las
barras rojas representan la cantidad de células no viables que fueron tefiidas con yoduro de propidio.

En la Gréfica 11 se muestran los datos de los ensayos de células sin tratamiento con
calentamiento, expresadas en porcentaje. En éste caso se tomé como 100% la cantidad
de células observadas en color verde. Se aprecia un porcentaje minimo de células no

viables de 0.8% y un maximo de 20.6%

PORCENTAJE DE CELULAS NO VIABLES SIN TRATAMIENTO CON
CALOR
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Grafica 11. Porcentaje de células no viables sin tratamiento con calor. Cada par de barras (Verde-Rojo)
representa un ensayo independiente. Las barras verdes simbolizan el total de células presentes (100 %). Las barras

rojas simbolizan el porcentaje de células no viables que fueron tefiidas con yoduro de propidio.

La Gréfica 12 muestra los datos de los ensayos con células tratadas con calor. Se
observan fluctuaciones importantes en los datos puesto que, no en todos los ensayos

se observa la tendencia de una disminucién de células marcadas como células viables
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en comparacion con el control de células que no fueron tratadas con calor (Grafica 10).
Sin embargo, la cantidad de células tratadas con calentamiento que se observaron
tefiidas de color rojo fue mucho mayor en todos los ensayos en comparacion con el
control de células sin calentamiento. En dos de las tres repeticiones realizadas se
observa que el conteo de células rojas supera al conteo de células viables tefiidas de

color verde.

CELULAS TRATADAS CON CALOR
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Gréfica 12. Células tratadas con calor. Cada par de barras (Verde-Rojo) representa un ensayo independiente. Las
barras verdes simbolizan el total de las células presentes que fueron marcadas por Syto 9®. Las barras rojas

representan la cantidad de células no viables que fueron tefiidas con yoduro de propidio.

Si el funcionamiento del kit coincidiera a la perfeccion con las especificaciones del
fabricante, entonces después del calentamiento las células verdes deberian
desaparecer y solo quedar rojas seria imposible sacar un % o seria enorme. Por lo
tanto, el porcentaje de células no viables se saco asumiendo como 100% el nimero de
células verdes contabilizadas en el control (células sin calentamiento) correspondiente a

cada ensayo.
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PORCENTAJE DE CELULAS NO VIABLES TRATADAS CON
CALOR
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Gréafica 13. Porcentaje de células no viables sin tratamiento con calor. Cada par de barras (Verde-Rojo)
representa un ensayo independiente. Las barras verdes simbolizan el total de células presentes (100 %). Las barras
rojas simbolizan el porcentaje de células no viables que fueron tefiidas con yoduro de propidio.

Los datos recopilados demuestran que éste kit permite distinguir entre células viables y
no viables. A pesar de que se esperaba que la cantidad de células verdes disminuyera
en todos los ensayos de células tratadas con calor, esto no es un impedimento para
discriminar entre células vivas y muertas debido a que la determinacion de no viabilidad
se puede determinar a partir del aumento del nimero de células rojas. La cantidad de
células tefiidas de color rojo aumenta en el control de células tratadas con
calentamiento, mientras que el control de células viables se mantiene en nameros

bajos.
4.2 CARACTERIZACION DE MICROCHIPS

4.2.1 MICROCHIPS SIN FLUJO

En las siguientes imagenes se muestra una de las fotos tomadas en diferentes cortes
transversales realizados en distintas secciones de microchip: el canal, la camara de
reaccion y la entrada (Figura 42.A). Asi mismo, se observan las medidas obtenidas y la

desviacion estandar correspondiente.
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A)

Camara de reaccion

Inlet

B)

Figura 42. A) Disefio del microchip. Microchip sin flujo. B) Corte transversal realizado en el canal para

caracterizar ancho y altura. 110.5 micras de ancho por 22.5 micras de alto.
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315.6 +- 1.5 micras

Figura 43. Camara de observacion. 315.6 micras de ancho por 22.4 micras de alto.

21.02+-0.9 micras

Figura 44. Entrada. 985.3 micras de ancho por 21.02 micras de alto

El procedimiento seguido para realizar el molde maestro con la resina polimérica se
planed para obtener microchips con 20 micrometros de profundidad. En las imagenes
anteriores se observa que obtuvo una profundidad ligeramente mayor en todas las
secciones del microchip caracterizadas. Los cortes realizados permiten apreciar una
buena geometria (rectangular) en el canal y en la camara de reaccion, sin embargo la
entrada del microchip muestra una figura en forma de trapecio, esto se debe a una

mayor exposicion a la luz UV.

Por otro lado, el disefio del canal del microchip se realizé con un ancho de 100 micras,
sin embargo los microchips fabricados se obtuvieron con un ancho promedio de 110.5

micras, es decir: 10.5 micras mayor al disefio realizado.
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La camara de reaccion del disefio tiene una longitud de 350 micras por lado; la
magnitud de los microchips obtenidos fue de 315.6 micras por lado. Esto es 34.4 micras

menor al disefio realizado.

Por ultimo, la entrada del microchip se disefid6 con un didmetro de 1 mm, el promedio
del didmetro obtenido tras la caracterizacion fue de 985.3; 14.7 micras mas pequefio

que el disefo.

Si bien existen diferencias entre el tamafo del disefio realizado, en comparacién con las
réplicas en PDMS caracterizadas (obtenidas a través del molde maestro), no son

significativas para el desarrollo del experimento.

4.2.2 MICROCHIPS DE FLUJO CONTINUO

En las siguientes imagenes se muestra un ejemplo de las fotografias tomadas a los
cortes transversales realizados en las réplicas del microchip (Figura 45.A). También se

observan las dimensiones de cada seccion del dispositivo.

A)

Inlet
Fase oleosa

2x0.1 mm

Perimetro del pentagono Inlet
11.6 mm . Fase acuosa

Formacién de
microgotas

7 x 0.1 mm

0.75x 0.75 mm ! Cémara de
r

4 x 0.1 mm

. Outlet

B)
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Figura 45. A) Disefio del microchip. Microchip de flujo continuo. B) Canal del microchip. 101.2 micras de ancho
por 30.1 micras de profundidad.

El disefio del microchip de flujo continuo se realiz6 con canales de 100 um de ancho. El
promedio de los canales obtenidos en el proceso de fabricacion fue de 101.2 ym, lo cual

representa una diferencia minima.

30.4+-0.6 micras

102.6+-0.4 micras

Figura 46. Canal del pentagono. 102.6 micras de ancho por 30.4 micras de profundidad.

Los canales que forman el pentagono también se disefiaron con 100 ym de ancho, al

igual que el resto de los canales. Las dimensiones obtenidas difieren de forma minima
en 2.6 ym.
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30.2+-0.4 micras

Figura 47. Camara de observacion. 743.5 micras de ancho por 30.2 micras de profundidad.

Por otro lado, la camara de reaccién del microchip se disefid con una geometria
cuadrada de 750 pm por lado. Las réplicas obtenidas presentaron una dimension

promedio de 743.5 pm, lo que difiere en 6.5 unidades del disefio.

Figura 48. Entradas del microchip. 995.7 micras de ancho por 29.5 micras de profundidad.

Finalmente, las entradas al microchip se disefiaron en forma de circunferencia, con un
didmetro de 1 mm. Las réplicas caracterizadas contaron con un promedio de 995.7 pm

de diametro.

La profundidad del microchip se plane6 de 30 um. En las imagenes se observa que la
profundidad en todas las secciones del microchip corresponde en gran medida a los 30
pum planeados, observando ligeras desviaciones.
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4.3 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE VIABILIDAD CELULAR EN
MICROCHIPS SIN FLUJO

Los primeros ensayos de monitoreo de viabilidad celular dentro de microchips se
llevaron a cabo usando el dispositivo de microfluidica sin flujo (Figura 42.A). En el cual
se introduce una pequefia cantidad de cultivo (2.016 nanolitros) la cual se puede
observar por largos periodos de tiempo. El objetivo de éste experimento consistio en
monitorear la viabilidad de las mismas células por un tiempo determinado y
posteriormente observar el efecto bactericida de un antibidtico al apreciar un aumento
en el nimero de células no viables. Se monitorearon células viables y células tratadas

con calor por 3 horas.

En las siguientes imagenes se muestran los resultados obtenidos con el par de tintas
DAPI-BE.

Células sin calentamiento

con. | Células tratadas
calentamiento con
calentamiento

Figura 49. Células tefiidas con el par DAPI-BE. Tiempo=30 minutos. A) Células con y sin tratamiento
visualizadas con el filtro DAPI-50LP-A. En el canal superior se observan células sin tratamiento térmico. NUmero
de células contabilizadas: 480. En el canal inferior se observan células sometidas a tratamiento térmico. Numero de
células contabilizadas: 576. B) Células con y sin tratamiento visualizadas con el filtro LF 561/LP-C. En el canal
superior se observan células sin tratamiento térmico. NUmero de células contabilizadas: 0. En el canal inferior se
aprecian células tratadas con calentamiento. Niumero de células contabilizadas 376.
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El comportamiento observado en la figura 49 Ay B es el esperado para células con y
sin tratamiento con calentamiento. Las células que no fueron tratadas con
calentamiento solo se observan en el filtro DAPI-50LP-A debido a que son células
viables, por otro lado, las células tratadas con calentamiento se observan en ambos
filtros debido a que, después de ser tratadas al efecto bactericida del calor, la tinta

bromuro de etidio logro penetrar la membrana y unirse al material genético.

Células sin

calentamiento

Figura 50. Células tefiidas con el par DAPI-BE. Tiempo= 1 hora 30 minutos. A) Células con y sin tratamiento
visualizadas con el filtro DAPI-50LP-A. En el canal superior se observan células sin tratamiento térmico. NUmero
de células contabilizadas: 318. En el canal inferior se observan células sometidas a tratamiento térmico. Numero de
células contabilizadas: 406. B) Células con y sin tratamiento visualizadas con el filtro LF 561/LP-C. En el canal
superior se observan células sin tratamiento térmico. NUmero de células contabilizadas: 0. En el canal inferior se

aprecian células tratadas con calentamiento. Numero de células contabilizadas 293.
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Células

Figura 51. Células tefiidas con el par DAPI-BE. Tiempo=2 horas 30 minutos. A) Células con y sin tratamiento
visualizadas con el filtro DAPI-50LP-A. En el canal superior se observan células sin tratamiento térmico. Nimero
de células contabilizadas: 295. En el canal inferior se observan células sometidas a tratamiento térmico. Nimero de
células contabilizadas: 406. B) Células con y sin tratamiento visualizadas con el filtro LF 561/LP-C. En el canal
superior se observan células sin tratamiento térmico. NUmero de células contabilizadas: 0. En el canal inferior se
aprecian células tratadas con calentamiento. Nimero de células contabilizadas 104.

Cbémo puede observarse en la figura 49, 50 y 51; el nUmero de células contabilizadas
disminuyé considerablemente en funcién del tiempo tanto en el conteo del nimero total
de células, como en el conteo de nimero de células no viables. EI comportamiento
esperado para éste ensayo consistia en observar la misma cantidad de células totales
durante todo el experimento, se esperaba que el nimero de células no viables también
se mantuvieran constantes o con un ligero aumento debido a la falta de nutrientes del

medio.

Al no observar resultados favorables, se procedié a probar el kit de tintas LIVE/DEAD®

cuyos resultados se muestran en las siguientes imagenes.
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Figura 52. Células tefiidas con el kit LIVE/DEAD®. Tiempo=30 minutos. A) Células con y sin tratamiento
visualizadas con el filtro FITC-5050-A. En el canal derecho se observan células sin tratamiento térmico. Nimero de
células contabilizadas: 811. En el canal izquierdo se observan células sometidas a tratamiento térmico. Nimero de
células contabilizadas: 707. B) Células con y sin tratamiento visualizadas con el filtro LF 561/LP-C. En el canal
derecho se observan células sin tratamiento térmico. NUmero de células contabilizadas: 63. En el canal izquierdo se
aprecian células tratadas con calentamiento. Numero de células contabilizadas 456.

En la Figura 52 se observa el comportamiento esperado, en donde solo las células
tratadas con calentamiento se aprecian tefiidas en mayor cantidad por la tinta yoduro de
propidio. Muy pocas de las células que no fueron sometidas a calentamiento se
observan tefiidas de color rojo. EI nimero de células viables tefiidas por Syto9®
disminuye en cantidad e intensidad en las células tratadas con calentamiento en

comparacion con el control de células que no fueron tratadas con calor.

Células sin
calentamiento

Células tratadas con
calentamiento

Figura 53. Células tefiidas con el kit LIVE/DEAD®. Tiempo= 1 hora 30 minutos. A) Células con y sin
tratamiento visualizadas con el filtro FITC-5050-A. En el canal derecho se observan células sin tratamiento
térmico. Nimero de células contabilizadas: 763. En el canal izquierdo se observan células sometidas a tratamiento
térmico. Nimero de células contabilizadas: 53. B) Células con y sin tratamiento visualizadas con el filtro LF
561/LP-C. En el canal derecho se observan células sin tratamiento térmico. Nimero de células contabilizadas: 51. En

el canal izquierdo se aprecian células tratadas con calentamiento. Nimero de células contabilizadas 410.
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En la figura 53.A se observa una marcada disminucion en el numero de células viables

tratadas con calentamiento (canal izquierdo) esto puede atribuirse al desplazamiento de
la tinta Syto9® por el yoduro de propidio, tal como lo indica el fabricante). Por otro lado,
también se observa una ligera disminucion en el numero de células que se muestran en

el canal derecho, asi como en las células tefiidas por yoduro de propidio, lo cual puede

deberse a un efecto de photobleaching comun en compuestos fluorocroméforos.

Figura 54. Células teiidas con el kit LIVE/DEAD®. Tiempo= 2 horas 30 minutos. A) Células con y sin
tratamiento visualizadas con el filtro FITC-5050-A. En el canal derecho se observan células sin tratamiento
térmico. Nimero de células contabilizadas: 623. En el canal izquierdo se observan células sometidas a tratamiento
térmico. Numero de células contabilizadas: 82. B) Células con y sin tratamiento visualizadas con el filtro LF
561/LP-C. En el canal derecho se observan células sin tratamiento térmico. Nimero de células contabilizadas: 12. En

el canal izquierdo se aprecian células tratadas con calentamiento. Nimero de células contabilizadas 397.

Por otro lado, la figura 54 muestra un gran aumento en la fluorescencia de los canales,
tanto dentro del canal, como afuera. El numero de células observado en cada foto

también disminuye en comparacion con la figura 53.

Al analizar los resultados obtenidos por el par DAPI-BE y el kit LIVE/DEAD®, en dénde
se observd una disminucion en el numero de células de los canales en funcién del
tiempo y un aumento en la fluorescencia dentro y fuera del canal se pensé en la
posibilidad de que las tintas permearan las paredes de PDMS del canal, provocando un
aumento de fluorescencia en el exterior y una disminucion en la cantidad de moléculas

disponibles que permitiera mantener la tincion de las células equilibrada.

Debido a esto se realizd6 un ensayo en el que se llenaron dos de los canales del
microchip con tintas y dos se mantuvieron vacios. Se tomaron fotos cada hora y los

resultados obtenidos son los que se muestran a continuacion.
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Figura 55. Canales con el par de tintas DAPI-BE. Tiempo= 30 minutos. Visualizados con el set de filtros DAPI-
50LP-A (izquierda) y LF 561/LP-C (derecha).

| ——— 28/01/21

Figura 56. Canales con el par de tintas DAPI-BE. Tiempo= 1 hora 30 minutos. Visualizados con el set de filtros
DAPI-50LP-A (izquierda) y LF 561/LP-C (derecha).

Figura 57. Canales con el par de tintas DAPI-BE. Tiempo= 2 horas 30 minutos. Visualizados con el set de filtros
DAPI-50LP-A (izquierda) y LF 561/LP-C (derecha).
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En las figuras 55, 56 y 57 se observa un aumento en la fluorescencia dentro y fuera del

canal en funcion del tiempo.

28/01/2

Figura 58. Canales sin tintas. Tiempo= 30 minutos. Visualizados con el set de filtros DAPI-50LP-A (izquierda) y LF
561/LP-C (derecha).

Figura 59. Canales sin tintas. Tiempo= 1 hora 30 minutos. Visualizados con el set de filtros DAPI-50LP-A
(izquierda) y LF 561/LP-C (derecha).
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Figura 60. Canales sin tintas. Tiempo= 2 horas 30 minutos. Visualizados con el set de filtros DAPI-50LP-A
(izquierda) y LF 561/LP-C (derecha).

En las figuras 58, 59 y 60 no se observa un aumento de fluorescencia dentro o fuera del
canal en funcién del tiempo debido a que estos canales no se llenaron con las tintas.
Los resultados obtenidos en éste experimento permiten concluir que el PDMS puede
adsorber las tintas, lo que imposibilita el seguimiento de viabilidad celular por medio de
tincion. Los resultados concuerdan con distintas fuentes que reportan que el PDMS
puede adsorber distintos compuestos organicos especialmente compuestos
hidrofébicos, incluyendo tintas fluorescentes, debido a su alta porosidad e
hidrofobicidad.[31, 32]133][34]Asi mismo, se reporta que los tratamientos para recubrir
las superficies no son biocompatibles, por lo tanto, no son satisfactorios puesto que se
observa una interaccion entre estos compuestos y las células o moléculas bioldgicas

sujetas a andlisis.[31, 32]

Como consecuencia a los resultados obtenidos, se penso la formacion de microgotas
dentro de los canales del dispositivo de microfluidica, como una forma eficiente para

aislar las células dentro de micro-reactores.
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4.4 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA DE
ANTIBIOTICOS CONOCIDOS EN MICROCHIPS DE FLUJO CONTINUO

4.4.1 VALIDACION DEL MONITOREO DE LA ACTIVIDAD
BACTERICIDA POR MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA CON EL
METODO CLASICO DE MICRODILUCION

Se realizaron dos ensayos para validar el método de monitoreo de la actividad
bactericida dentro de chips de microfluidica con formacién de microgotas. Para lo cudl,
se us6é como referencia el método clasico de microdilucién. En éste ensayo se
determind si la concentracién de antibiético a usar era la adecuada; para la cantidad de
células en el cultivo y para el tiempo de analisis previsto. Por otro lado, permitié evaluar

el efecto que tenian los componentes del sistema sobre la viabilidad de células.

Para esto, se utilizaron cultivos con y sin antibiético, de los cuales se tomaron alicuotas
cada dos horas y se sembraron en placas de agar con medio LB. Después de 16 horas
se contaron las colonias crecidas en las placas. El par de tintas utilizado para realizar
los experimentos de validacién fue el par DAPI-BE. El antibidtico usado para éste
andlisis fue el ciprofloxacino a una concentracion de 500 pg/mL.

En las Gréaficas 14 y 15 se muestran los resultados del primer ensayo realizado usando
el método de monitoreo por microscopia de fluorescencia expresado como numero de

células promedio azules y rojas de tres fotos distintas.

PROMEDIO DEL NUMERO DE CELULAS AZULES Y ROJAS SIN
CIPROFLOXACINO
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Grafica 14. Promedio del nimero de células azules y rojas sin ciprofloxacino. Las lineas azules representan el
promedio del nimero de células viables tefiidas con DAPI. Las lineas rojas representan el promedio del nimero de

células no viables tefidas con bromuro de etidio.
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En la gréfica 14 se observa el comportamiento de las células monitoreadas, sin
ciprofloxacino, en las primeras 5 horas se observa un aumento del numero de células
no viables de 15.33 a 78.67 células. En las ultimas dos horas el numero de células rojas
aumentd a 286.67. El numero de células totales tefiidas de color azul fluctué en un

rango de 562 y 863 células

PROMEDIO DEL NUMERO DE CELULAS AZULES Y ROJAS TRATADAS CON
CIPROFLOXACINO
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Gréfica 15. Promedio del niumero de células azules y rojas tratadas con ciprofloxacino a 500 pg/mL. Las lineas
azules representan el promedio del nimero de células viables tefiidas con DAPI. Las lineas rojas representan el

promedio del nimero de células no viables tefiidas con bromuro de etidio.

El comportamiento observado en la grafica de células tratadas con ciprofloxacino
muestra ser por completo diferente a las células sin tratamiento con el antibiético. Se
aprecia una aumento de 202.67 a 537.67 células no viables tefidas de color rojo, en las
siguientes dos horas se observa un aumento a 635.67 células. Al finalizar el
experimento se observé una mayor cantidad de células tefiidas con bromuro de etidio

(745 células) que las tefiidas con DAPI (725 células).

Las gréaficas 16 y 17 expresan los mismos resultados en forma de porcentaje para una

mayor claridad.
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PORCENTAJE DE CELULAS VIABLES Y NO VIABLES SIN CIPROFLOXACINO
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Grafica 16. Porcentaje de células viables y no viables sin ciprofloxacino. Las lineas azules representan el
porcentaje de células viables. Las lineas rojas representan el porcentaje del nimero de células no viables tefiidas
con bromuro de etidio.

PORCENTAJE DE CELULAS VIABLES Y NO VIABLES TRATADAS CON
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Gréfica 17. Porcentaje de células viables y no viables con ciprofloxacino a 500 pg/mL. Se observan los datos
de los dos ensayos realizados. Las lineas azules representan el porcentaje de células viables. Las lineas rojas

representan el porcentaje del niumero de células no viables tefiidas con bromuro de etidio.

La grafica 16 muestra un aumento en el porcentaje de células no viables sin
ciprofloxacino de 33.22%. Por otro lado, la grafica 17 muestra que el porcentaje de
células no viables tratadas con ciprofloxacino inicia en 32.36 % en la primera hora;
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después de siete horas se observa un aumento mayor al 100% que puede deberse a
que las moléculas de bromuro de etidio han reemplazado a las moléculas de DAPI

unidas al material genético.

En la Tabla 2 se muestran los resultados del conteo en placas realizado. Los cultivos
etiquetados como células “con ciprofloxacino” y “sin ciprofloxacino” también fueron
sometidas al monitoreo por microscopia de fluorescencia. Las células “sin tintas”
pertenecen al control en solucion salina al 0.85% m/v que no fue tefiido ni sometido a

monitoreo.

Tabla 2. Control en placas por microdilucion.

Con Sin Sin

Ciprofloxacino Ciprofloxacino Ciprofloxacino

y con tintas y con tintas y sin tintas
10 57 70
5 53 68
2 48 65
0 43 52

Se contabiliz6 un numero maximo de 70 colonias provenientes del control de células sin
tintas, 57 colonias en el cultivo sin ciprofloxacino y 10 colonias en el cultivo con
ciprofloxacino. De los tres microtubos se observé una disminucion continua en el
namero de colonias contabilizadas. Después de seis horas no se observé crecimiento
de ninguna colonia de la placa con ciprofloxacino. En las otras dos placas si se observé

el crecimiento de colonias.

En la Tabla 3 se expresa el nUumero de colonias en forma de porcentaje, el 100% de
células se tomd como el maximo contabilizado, 70 colonias en éste ensayo, a partir de
ése numero se calcul6 el porcentaje del resto de los controles a diferentes tiempos, de
ésta forma se aprecia mejor la disminucién propiciada por el antibiético y por el método
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experimental. Este porcentaje corresponde a las células viables que atin mantenian la

capacidad de reproducirse.

Asi mismo, se observa el porcentaje de células viables obtenidos mediante el método

de monitoreo por microscopia de fluorescencia.

Tabla 3. Porcentaje de células viables obtenidos por el método de microdilucion y por el método

de monitoreo por microscopia de fluorescencia.

Con Ciprofloxacino y con Sin Ciprofloxacino y con Sin

tintas tintas Ciprofloxacino
y sin tintas

Microdilucién Microscopia Microdilucion Microscopia Microdiluciéon

14.29 67.64 81.43 97.27 100
7.14 29.07 75.71 94.67 97.14
2.86 12.24 68.57 89.13 92.86
0.00 0 61.43 66.78 74.29

El porcentaje maximo de células viables obtenido por el método de microdilucion se
presentd a los 30 minutos en el plato de células sin tintas, después de seis horas de
experimentacion el porcentaje desciende a 74.29 %, lo que corresponde a una
disminucién del 25.71%. EIl conteo inicial de células tefidas sin ciprofloxacino pero con
tintas fue de 81.43%, después de seis horas se observé una disminucion de 20%, por lo
que al final del experimento se calculd un porcentaje de 61.43%. Por otro lado, el
porcentaje de colonias con ciprofloxacino y con tintas a los 30 minutos fue de 14.29%,
que disminuyo a 0% después de seis horas.

Se observa una buena correlacién en la disminucién del porcentaje de células viables
en los métodos de microdilucion y microscopia de fluorescencia. Sin embargo, en todos
los casos el porcentaje de células viables calculado es mayor por el método de
microscopia que por el método de microdilucion. Este efecto puede deberse a que, a
pesar de que las células ya no sean cultivables, no se refleja inmediatamente por el
método de microscopia de fluorescencia debido a que la tinta bromuro de etidio no ha
penetrado la membrana celular, por lo que no se observan ésas células tefiidas de color
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rojo. A pesar de esta desventaja, el método de microscopia de fluorescencia ofrece

resultados a las 7 horas de ensayo, mientras que para el método de microdilucion se

requiere de al menos 16 horas para apreciar las colonias de las células.

A continuacion se presentan los resultados del segundo ensayo realizado. En las

graficas 18 y 19 se observa el promedio del nimero de células con y sin ciprofloxacino.
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Gréfica 18. Promedio del numero de células azules y rojas sin ciprofloxacino. Las lineas azules representan el

promedio del nimero de células viables tefiidas con DAPI. Las lineas rojas representan el promedio del nUmero de

células no viables tefidas con bromuro de etidio.
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Grafica 19. Promedio del nimero de células azules y rojas tratadas con ciprofloxacino a 500 pg/mL. Las lineas

azules representan el promedio del nimero de células viables tefiidas con DAPI. Las lineas rojas representan el

promedio del nimero de células no viables tefiidas con bromuro de etidio.
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En las graficas 20 y 21 se muestran los mismos datos en forma de porcentaje, de ésta

forma se aprecian las siguientes tendencias.

PORCENTAJE DE CELULAS VIABLES Y NO VIABLES SIN CIPROFLOXACINO
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Grafica 20. Porcentaje de células viables y no viables sin ciprofloxacino. Las lineas azules representan el
porcentaje de células viables. Las lineas rojas representan el porcentaje del nimero de células no viables tefiidas
con bromuro de etidio.
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Gréafica 21. Porcentaje de células viables y no viables tratadas con ciprofloxacino. Las lineas azules
representan el porcentaje de células viables. Las lineas rojas representan el porcentaje del nUmero de células no

viables tefiidas con bromuro de etidio.
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En las graficas 18 y 20 se observa el comportamiento de las células sin ciprofloxacino,
se aprecia que las células no viables tefiidas de color rojo aumentan en funcion del
tiempo; de 16.67 a 339 células que se traducen a un porcentaje inicial de 2.33% y un
porcentaje final de 35.27%. A pesar de que el aumento producido es muy apreciable
durante todo el experimento, el aumento observado en las células tratadas con
ciprofloxacino es notoriamente mayor, por lo que pueden diferenciarse de forma

eficiente.

En las gréficas 19 y 21 se observa el comportamiento de células tratadas con
ciprofloxacino, se aprecia un aumento en el promedio del nUmero de células no viables
de 325 a 696.33; expresadas en porcentaje, se observé un porcentaje inicial de 33.64%
y un porcentaje final que supera el 100% de células.

En la Tabla 4 se muestran los resultados obtenidos por el método de microdilucion.

Tabla 4. Control en placas por microdilucion.

Con Sin Sin

Ciprofloxacino Ciprofloxacino Ciprofloxacino

y con tintas y con tintas y sin tintas
15 157 121
3 107 109
1 81 85
0 79 81

La Tabla 4 muestra que el nUmero maximo de colonias contabilizadas fue de 157 en el
control de células tefidas sin ciprofloxacino, se contabilizaron 121 colonias en el control
de células sin tintas y 15 colonias en el control de células con ciprofloxacino. Se
observo una disminucién continua en el nimero de colonias contabilizadas en funcién

del tiempo.
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En la Tabla 5 se muestra el nimero de colonias expresado en porcentaje, el mayor
namero de colonias contabilizadas fue de 157, por lo que éste nimero se tomo6 cémo el
100% y a partir del mismo se calculd el resto de los porcentajes. También se muestra el
porcentaje de células viables obtenido por el método de microscopia para comparar los

resultados obtenidos por ambos métodos.

Tabla 5. Porcentaje de células viables obtenidos por el método de microdilucion y por el método

de monitoreo por microscopia de fluorescencia.

Con Ciprofloxacino y con Sin Ciprofloxacino y con Sin

tintas tintas Ciprofloxacino
y sin tintas

Microdilucién Microscopia Microdilucion Microscopia Microdilucidon

12.40 66.36 100.00 97.67 77.07
2.48 31.69 68.15 86.15 69.43
0.86 9.31 51.59 79.94 54.24

0 0 50.32 64.73 51.59

Al igual que en el ensayo anterior, se observa una disminucién en el porcentaje de
células viables por ambos métodos, sin embargo se aprecia una disminucién mayor en
el conteo en placas que en el método de microscopia. Es posible que esto se deba a
que, a pesar de que las células ya no son viables, aun no se aprecia fluorescencia
puesto que la membrana de la célula ain no permite que el bromuro de etidio penetre a
la célula.

También se aprecia una disminucién en el porcentaje de células viables sin tintas, lo
gue demuestra que las tintas no provocan una toxicidad tan elevada en las células y
sugiere que la muerte de las mismas esta mas relacionada al método experimental. Es
probable que esto se deba al proceso de centrifugacion inicial y posteriormente, a la

falta de nutrientes en el medio, en el que permanecen mas de siete horas.
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A pesar de que los porcentajes de células viables no son los mismos por ambos

métodos, se aprecia una relacién entre la disminucion observada en los dos métodos.

4.4.2 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE VIABILIDAD CELULAR EN
MICROGOTAS CON CELULAS E. coli BL21 Y CIPROFLOXACINO

La molécula de ciprofloxacino (Figura 61) pertenece a la clase de compuestos
organicos conocidos como acidos quinolinicos; quinolonas con un grupo carboxilico

como sustituyente en una o mas posiciones del anillo.[35]
O O

HO

Figura 61. Ciprofloxacino.
Acido-1-ciclopropil-6-fluoro-4-oxo-7-(piperazin-1-il)-1,4-dihidroquinolin-3-carboxilico. [35]
El ciprofloxacino es un antibiotico de amplio espectro que forma parte del grupo de las
fluoroquinolonas, especificamente de las carboxifluoroquinolonas. Prescrito para el
tratamiento de infecciones urinarias, respiratorias, gastrointestinales, cutaneas, entre
otras. Presenta actividad contra microorganismos gram-positivos y gram-negativos. [35]
Su mecanismo de accion consiste en la inhibicién de las enzimas topoisomerasa Il o
ADN girasa y topoisomerasa |IV. El ciprofloxacino presenta una afinidad por el ADN
bacteriano 100 veces mayor que por el ADN de células mamiferas. Estas enzimas son
indispensables para la replicacion del ADN, transcripcion, reparacion,
superenrrollamiento y recombinacion, por lo que, tras el tratamiento con éste antibidtico,

la célula bacteriana queda inhabilitada para dividirse y replicarse. [35]

4.4.2.1 CELULAS TENIDAS CON DAPI Y BROMURO DE ETIDIO

Para realizar el monitoreo de la actividad bactericida de éste antibitico, se tomo6 un
video cada hora en la camara de reaccién del microchip de las células control y otro
video en la camara de reaccion de las células tratadas con gentamicina. De cada video

adquirido se obtuvieron seis imagenes instantaneas, tres con el set de filtros DAPI-
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50LP-A con el que es posible observar el total de células presentes en la camara
tefiidas por la tinta DAPI; y tres con el set de filtros LF 561/LP-C que permite monitorear
el aumento de células no viables teflidas con bromuro de etidio. Cada foto fue analizada
con el programa Image J usando los comandos mencionados en la seccion de
Metodologia. Este procedimiento se siguié tanto para las células con antibi6tico como
para el control. En la tabla 6 se observa un ejemplo del comportamiento de las células
sin antibiotico y con ciprofloxacino a una concentracion de 500 pg/mL al inicio del

experimento y después de 7 horas.

Tabla 6. Imagenes del monitoreo del efecto bactericida de ciprofloxacino a 500 pg/mL y el

monitoreo de células sin antibi6tico.

DAPI-50LP-A LF 561/LP-C

Control
(0.5 horas)

9 células

Control

(6.5 horas)

693 células 53 células
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Ciprofloxacino
(0.5 horas)

553 células 21 células

Ciprofloxacino

(6.5 horas)

659 células 544 células

En las imagenes anteriores puede apreciarse un aumento notorio de células no viables
tratadas con ciprofloxacino. Se observa un porcentaje inicial de 3.79 %, pero después
de seis horas y media el porcentaje de células no viables tratadas con ciprofloxacino se
eleva a 82 %. Por otro lado, se observa que el porcentaje de células no viables del
control sin antibidtico al inicio del experimento es de 1.59 % y que después de seis

horas y media aumenta a 7.6 %.

El ensayo se llevd a cabo por duplicado, por lo que la grafica 22 y 23 muestra dos
lineas de tendencia, tanto para el total de células como para el nimero de células no
viables, que describen el comportamiento de células E. coli BL21 ante el efecto de la
gentamicina. De cada ensayo se obtuvo el promedio de las tres imagenes instantaneas
adquiridas con el filtro DAPI-50LP-A vy las tres fotos obtenidas con el filtro LF 561/LP-C.
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PROMEDIO DEL NUMERO DE CELULAS SIN CIPROFLOXACINO
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Gréfica 22. Promedio del numero de células azules y rojas sin ciprofloxacino. Se observan los datos de los dos
ensayos realizados. Las lineas azules representan el promedio del niumero de células totales tefiidas con DAPI. Las

lineas rojas representan el promedio del niUmero de células no viables tefiidas con bromuro de etidio.

Se observa una diferencia, entre ambos ensayos, en el nimero de células totales
contabilizadas de alrededor de 300 células. Lo cual puede atribuirse a un error
experimental. Se aprecia que el numero de células totales contabilizadas no varia
significativamente en funcién del tiempo. Por otro lado, el promedio de células no
viables aumenta ligeramente después de seis horas y media de un promedio de 11.33 y

12.00 al inicio del experimento a un promedio de 67.33 y 72.67 al finalizar.
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Gréafica 23. Promedio del numero de células azules y rojas tratadas con ciprofloxacino a 500 pg/mL. Se
observan los datos de los dos ensayos realizados. Las lineas azules representan el promedio del nimero de células
totales tefiidas con DAPI. Las lineas rojas representan el promedio del nimero de células no viables tefiidas con
bromuro de etidio.
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En la Gréfica 23 se observan el promedio del nimero de células azules y rojas tratadas
con ciprofloxacino, se aprecia una diferencia en el numero de células totales
aproximadamente de 300 células entre los dos ensayos realizados. ElI promedio del
namero de células azules se mantiene relativamente constante en funcion del tiempo.
Se observa un comportamiento distinto en las células no viables tefiidas de color rojo
debido a que, en ambos ensayos, se aprecia un aumento en funcion del tiempo. Al
inicio del experimento se tiene un promedio de 6.33 y 22.67 células no viables que,
después de seis horas y media, aumentan a un promedio de 509 y 284.6 células no

viables.

En las gréficas 24 y 25 se muestran los datos de las células sin ciprofloxacino y con
ciprofloxacino expresados en forma de porcentaje lo cual nos da una visibn mas clara

de los resultados obtenidos.
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100.00 —— —_

90.00 KM %
80.00

70.00
60.00
50.00
40.00
30.00

20.00
10.00 w

0.00
0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (horas)

%

Gréfica 24. Porcentaje de células viables y no viables sin ciprofloxacino. Se observan los datos de los dos
ensayos realizados. Las lineas azules representan el porcentaje de células viables. Las lineas rojas representan el

porcentaje del nimero de células no viables tefiidas con bromuro de etidio.
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PORCENTAJE DE CELULAS VIABLES Y NO VIABLES TRATADAS CON
CIPROFLOXACINO
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Gréfica 25. Porcentaje de células viables y no viables con ciprofloxacino a 500 pg/mL. Se observan los datos
de los dos ensayos realizados. Las lineas azules representan el porcentaje de células viables. Las lineas rojas

representan el porcentaje de células no viables tefiidas con bromuro de etidio.

Las graficas 24 y 25 muestran claramente un comportamiento distinto entre las células
tratadas con ciprofloxacino y las células sin antibiético. Las células que fueron
sometidas al efecto bactericida del antibiético muestran un aumento en la cantidad de
células no viables, que después de cinco horas y media llega al 50% en ambos
experimentos. Por otro lado, las células sin tratamiento con antibiotico presentaron un
comportamiento practicamente constante iniciando con un porcentaje de células no

viables de 2.20 y 3.78 % que después de seis horas y media aument6 a 17.40 y 9.94%.

Las condiciones del experimento con este par de tintas permitieron monitorear el efecto
bactericida del ciprofloxacino observando un aumento continuo de células no viables en
funcién del tiempo. Durante las primeras dos horas y media se observa un aumento de
células no viables con una ligera pendiente. Después de tres horas y media se observa
un aumento en la pendiente del porcentaje de células no viables que se mantiene hasta

llegar a 83.03 y 71.89 % de células no viables en ambos experimentos.
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4.4.2.2 CELULAS TENIDAS CON DAPI Y SYTOX GREEN®

De cada video adquirido con la camara digital se seleccionaron seis imagenes
instantaneas, tres con el set de filtros DAPI-50LP-A para observar el total de células
presentes y tres con el set de filtros FITC-5050A para contabilizar el nimero de células
no viables tefiidas con Sytox Green®. En la Tabla 7 se observa un ejemplo del
comportamiento de las células sin antibidtico y con ciprofloxacino a una concentracion

de 500 pg/mL al inicio del experimento y después de 7 horas.

Tabla 7. Imagenes del monitoreo del efecto bactericida de ciprofloxacino a 500 ug/mL y el

monitoreo de células sin antibiotico.

DAPI-50LP-A FITC-5050A

Control
(0.5 horas)

94 células

Control

(6.5 horas)

556 células 121 células
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Ciprofloxacino
(0.5 horas)

342 células

Ciprofloxacino
(6.5 horas)

498 células 179 células

Las imagenes de células sin ciprofloxacino no muestran un aumento en la cantidad de
células no viables tefiidas con Sytox Green®. En las fotos aqui mostradas se aprecia
que al inicio del experimento se obtuvo un porcentaje de 23.44 %, después de seis
horas y media se observa 21.76 % de células no viables.

En las células tratadas con ciprofloxacino se aprecian 33.04 % de células no viables al
inicio del experimento. Después de seis horas y media se observa un ligero aumento a
35.94%.

Las fotos aqui mostradas representan una parte minima del total de datos obtenidos
durante los ensayos. Para observar todos los datos recopilados, se muestran las
graficas 26 y 27 en donde se presenta el promedio de las seis fotos contabilizadas cada

hora para las células tratadas con ciprofloxacino y las células sin tratamiento.
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PROMEDIO DEL NUMERO DE CELULAS SIN CIPROFLOXACINO
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Grafica 26. Promedio del nUmero de células azules y verdes sin ciprofloxacino. Se observan los datos de los
dos ensayos realizados. Las lineas azules representan el promedio del niumero de células totales tefiidas con DAPI.

Las lineas verdes representan el promedio del nimero de células no viables tefiidas con Sytox Green®.
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Gréfica 27. Promedio del nimero de células azules y verdes tratadas con ciprofloxacino a 500 pg/mL. Se
observan los datos de los dos ensayos realizados. Las lineas azules representan el promedio del nimero de células
totales tefiidas con DAPI. Las lineas verdes representan el promedio del nimero de células no viables tefiidas con

Sytox Green®.

La grafica 26 muestra un promedio de células totales entre 413 y 621 para ambos

ensayos. El promedio del nuimero de células no viables sin tratamiento con
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ciprofloxacino inicia en 97.33 y 100.33. Después de 7 seis horas y media aumentan
Unicamente a 136 y 152 respectivamente.

La gréfica 27 muestra que el promedio del total de células tratadas con ciprofloxacino
presenta una mayor aleatoriedad que las células sin antibiético, manteniéndose en un
rango de 318 y 555 células. Se observa un ligero aumento en el promedio del nimero
de células no viables, al inicio del experimento se visualizdé un promedio de 110 y 200
células no viables, que después de seis horas y media aumentan a 225 y 281

respectivamente.

En las gréficas 28 y 29 se presentan los datos de los ensayos realizados expresados en

porcentaje.
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Gréfica 28. Porcentaje de células viables y no viables sin ciprofloxacino. Se observan los datos de los dos
ensayos realizados. Las lineas azules representan el porcentaje de células viables. Las lineas verdes representan el

porcentaje de células no viables tefiidas con Sytox Green®.

Los datos obtenidos del control muestran un porcentaje de células no viables al inicio
del experimento de 22.78 y 23.12%, al finalizar el experimento se observa un ligero

aumento a 30.06 y 31.16 % respectivamente.

113



PORCENTAIJE DE CELULAS VIABLES Y NO VIABLES TRATADAS CON
CIPROFLOXACINO
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Grafica 29. Porcentaje de células viables y no viables tratadas con ciprofloxacino a 500 pug/mL. Se observan
los datos de los dos ensayos realizados. Las lineas azules representan el porcentaje de células viables. Las lineas
verdes representan el porcentaje de células no viables tefiidas con Sytox Green®.

Los ensayos realizados con células tratadas con ciprofloxacino muestran dos resultados
distintos. En el primero se observa que el porcentaje de células no viables se mantiene
practicamente constante en funcion del tiempo pues parte de 34.59% y aumenta
anicamente a 44.44%, quedando por debajo del porcentaje de células totales tefiidas de
color azul. En el segundo experimento se observa un porcentaje inicial, de células no
viables, de 36.11% que después de seis horas y media alcanza un porcentaje de
66.48%.

Los resultados obtenidos con el par de tintas DAPI-SX no mostraron ser reproducibles
puesto que sblo en un ensayo se logré monitorear apropiadamente el efecto bactericida
del ciprofloxacino. Por lo que no resultd ser un par de tintas eficiente para monitorear la

actividad bactericida de éste antibidtico.
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4.4.2.3 CELULAS TENIDAS CON SYTO 9° Y YODURO DE
PROPIDIO

De cada video capturado se obtuvieron seis imagenes instantaneas, tres con el set de
filtros FITC-5050A para visualizar las células viables tefiidas con Syto 9% y tres con el
set de filtros LF561/LP-C que permite observar las células no viables tefiidas con
yoduro de propidio. En la tabla 8 se observa un ejemplo del comportamiento de las
células sin antibidtico y con ciprofloxacino a una concentracion de 500 pg/mL al inicio

del experimento y después de 7 horas.

Tabla 8. Imagenes del monitoreo del efecto bactericida de ciprofloxacino a 500 pg/mL y el

monitoreo de células sin antibiotico.

FITC-5050A LF561/LP-C

Control
(0.5 horas)

852 células 60 células

Control

(6.5 horas)

973 células 159 células
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Ciprofloxacino
(0.5 horas)

1203 células 112 células

Ciprofloxacino
(6.5 horas)

986 células 235 células

Las imagenes de células sin ciprofloxacino muestran un ligero aumento en la cantidad
de células no viables tefiidas con yoduro de propidio. En las fotos presentadas se
aprecia un porcentaje de 7.04 % al inicio del experimento, después de seis horas y

media se observa 16.34 % de células no viables.

Las células tratadas con ciprofloxacino muestran 9.31 % de células no viables al inicio

del experimento que después de seis horas y media aumenta a 23.83 %

El total de datos recopilados se muestra en las graficas 30 y 31 en donde se presenta el
promedio del numero de células de las seis fotos contabilizadas cada hora para las

células tratadas con ciprofloxacino y las células sin antibiético.
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PROMEDIO DEL NUMERO DE CELULAS VERDES Y ROJAS SIN
CIPROFLOXACINO
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Grafica 30. Promedio del nimero de células verdes y rojas sin ciprofloxacino. Se observan los datos de los dos
ensayos realizados. Las lineas verdes representan el promedio del nimero de células viables tefiidas con Syto 9®.
Las lineas rojas representan el promedio del nimero de células no viables tefiidas con yoduro de propidio.

El promedio del nimero de células viables contabilizadas en ambos ensayos se
mantuvo relativamente constante en funcion del tiempo en un intervalo entre 853 y 1026
células. El nimero de células no viables tefildas de color rojo por el yoduro de propidio
inici6 en 101.33 y 60.67, se observa un ligero aumento al final del experimento

contabilizandose 169 y 126.33 respectivamente.

PROMEDIO DEL NUMERO DE CELULAS NO VIABLES TRATADAS CON
CIPROFLOXACINO
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Gréfica 31. Promedio del numero de células verdes y rojas con ciprofloxacino 500 pg/mL. Se observan los
datos de los dos ensayos realizados. Las lineas verdes representan el promedio del nimero de células viables
tefiidas con Syto 9®. Las lineas rojas representan el promedio del nimero de células no viables tefiidas con yoduro

de propidio.
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El nuimero de células viables contabilizadas con ciprofloxacino muestra un
comportamiento de mayor aleatoriedad. Sélo en uno de los ensayos realizados se
observd la disminucion de células viables esperada por las especificaciones del
fabricante. El numero de células viables tefiidas de color verde fluctio en un intervalo
de 737 y 1065 células en ambos ensayos. El promedio del nimero de células no viables
aumenta de 52 'y 122 a 461 y 259 respectivamente.

PORCENTAJE ABSOLUTO DE CELULAS VIABLES Y NO VIABLES SIN
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Grafica 32. Porcentaje absoluto de células viables y no viables sin ciprofloxacino. Se observan los datos de los
dos ensayos realizados. Las lineas verdes representan el porcentaje absoluto de células viables tefiidas con Syto 9®.

Las lineas rojas representan el porcentaje absoluto de células no viables teflidas con yoduro de propidio.

Al analizar la grafica 32 se observa un porcentaje de células no viables relativamente
constante a lo largo del experimento. El porcentaje absoluto inicial fue de 9.95y 6.64 %

gue después de seis horas y media aumenta ligeramente a 11.61 y 14.49 %.

En la Grafica 33, que se muestra a continuacion, se aprecia que en ninguno de los
experimentos realizados con ciprofloxacino, el porcentaje de células no viables supero

el porcentaje de células viables.
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PORCENTAJE ABSOLUTO DE CELULAS VIABLES Y NO VIABLES TRATADAS
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Grafica 33. Porcentaje absoluto de células viables y no viables con ciprofloxacino 500 pg/mL. Se observan los
datos de los dos ensayos realizados. Las lineas verdes representan el porcentaje absoluto de células viables tefiidas
con Syto 9®. Las lineas rojas representan el porcentaje absoluto de células no viables tefiidas con yoduro de
propidio.

El conteo celular con el kit de tintas LIVE/DEAD® resulta dificil de interpretar debido a
gue, en algunos ensayos si se observa la disminucion de la fluorescencia del Syto 9®
en células no viables tratadas con antibiético, sin embargo en otros ensayos no se
presenta ésta tendencia de disminucion. Debido a esto, es dificil establecer el tipo de

analisis que debe llevarse a cabo.

4.4.2.4 ANALISIS Y COMPARACION DE LOS TRES METODOS
DE TINCION

Los resultados obtenidos para el monitoreo de la actividad bactericida del ciprofloxacino
a 500 pg/mL con los pares de tintas DAPI-BE, DAPI-SX y LIVE/DEAD® permitieron
concluir que el par de tintas mas efectivo para realizar el monitoreo fue DAPI-BE puesto
que los dos ensayos realizados con éstas tintas mostraron una reproducibilidad en el
aumento continuo del nimero de células no viables de 81.7 y 65.85 unidades
porcentuales. En éstos ensayos se observd un porcentaje final de células no viables de
83.03 % y 71.89 % respectivamente.

Las células tefiidas con el par de tintas DAPI-SX no mostraron reproducibilidad en los

ensayos realizados. En el primer experimento se partio de un porcentaje de células no
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viables de 34.6% que después de seis horas y media aumenté 9.8 unidades
porcentuales para llegar a 44.4%. Dicho aumento es muy bajo en comparacion a lo
observado con la tinta bromuro de etidio. En el segundo ensayo se observé un mayor
aumento de células no viables. En éste caso, al inicio del experimentd se calculé un
porcentaje de 36.11 % que aument6 30.37 unidades porcentuales en funcion del tiempo
para alcanzar un porcentaje de 66.48% al finalizar el experimento.

El kit de tintas LIVE/DEAD® también arrojé resultados relativamente favorables en uno
de los ensayos realizados; se observd un porcentaje absoluto inicial de 6.6 % que
después de seis horas y media llegd a 36.5 %, aumentando 29.9 unidades
porcentuales. Este aumento de 29.9 unidades es cercano al observado con Sytox
Green® de 30.37. Sin embargo, en las gréficas respectivas es mas notorio el cambio
producido por la tinta Sytox Green® ya que su porcentaje inicial es también mas alto, no
obstante, ambos resultados son comparables. A pesar de mostrar un aumento en el
porcentaje de células no viables, no es un aumento tan favorable como el observado
con el par DAPI-BE.

En cuanto al control de células sin tratamiento con antibidtico, se observé un
comportamiento muy similar con las tres tintas. En donde el aumento de células no
viables fue muy pequefio. EI mayor aumento en unidades porcentuales fue de 15.2
unidades con el par DAPI-BE. EL menor aumento observado fue del kit LIVE/DEAD®
con 4.97 unidades porcentuales.

A pesar de que el par DAPI-BE presentd un mayor aumento en el numero de células
muertas del control, no es comparable con los porcentajes de células no viables tefiidas

de rojo, observados en células tratadas con ciprofloxacino.
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4.4.3 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE VIABILIDAD CELULAR EN
MICROGOTAS CON CELULAS E. coli BL21 Y GENTAMICINA

La molécula de gentamicina (Figura 62) es un aminoglucosido. Es un antibiético de
amplio espectro proveniente de la bacteria Micromonospora purplrea y de otras
especies relacionadas. Su uso esta indicado para el tratamiento de infecciones serias
causadas por los siguientes géneros de bacterias: P. aeruginosa, E. coli, Proteus,

Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter y Staphylococcus.[36]

Figura 62. Gentamicina.
2-[4,6-diamino-3- [3-amino-6-(1-metilaminoetil) tetrahidropiran-2-il] oxi-2-hidroxi- ciclohexoxi]-5-metil- 4-
metilamino-tetrahidropiran-3,5-diol [36]
Los aminoglucésidos se unen a la subunidad ribosomal 30S, ocasionando lecturas
incorrectas del mMRNA. Esto provoca que los amino &cidos incorrectos sean insertados
al polipéptido, lo que resulta en la sintesis de péptidos tdxicos o no funcionales en lugar

de proteinas vitales para el crecimiento de los microorganismos.[36]

4.4.3.1 CELULAS TENIDAS DAPI Y BROMURO DE ETIDIO
En la Tabla 9 se observa un ejemplo del comportamiento de las células sin antibiotico y

con gentamicina a una concentracion de 500 pg/mL al inicio del experimento y después

de 7 horas.
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Tabla 9. Imagenes del monitoreo del efecto bactericida de gentamicina a 500 pg/mL y el monitoreo

de células sin antibiético.

DAPI-50LP-A LF 561/LP-C

Control
(0.5 horas)

622 células 22 células

Control
(7 horas)

715 células 175 células

Gentamicina
(0.5 horas)

336 células 42 células
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Gentamicina

(7 horas)

387 células 284 células

En las imagenes mostradas se puede observar un aumento del nimero de células no
viables después de 7 horas tanto en el control como en las células con antibiético. Sin
embargo, el aumento de células no viables, tefiidas con la tinta bromuro de etidio, es
mayor en las células con gentamicina. Si se compara el total de células presentes
tefiidas con DAPI con las células no viables contabilizadas al final del experimento, se
puede observar que después de 7 horas, 24.47% de las células control han dejado de
ser viables, mientras que en las células con gentamicina se aprecia un 73% de células

no viables.

Por otro lado, se observa que el numero de células presentes en el control es
aproximadamente 2 veces mayor al numero de células contabilizadas en presencia de
gentamicina, a su vez, se puede observar que el tamafio de las células en el control es
menor al tamafio de las células con gentamicina. Por ésta razon se plantea la
posibilidad de una aglomeracion de células de E. coli debido al efecto bactericida de la
gentamicina. Las graficas 34 y 35 muestran el promedio del nimero de células sin y con

gentamicina respectivamente.
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PROMEDIO DEL NUMERO DE CELULAS AZULES Y ROJAS SIN GENTAMICINA
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Gréfica 34. Promedio del numero de células azules y rojas sin gentamicina. Se observan los datos de los dos
ensayos realizados. Las lineas azules representan el promedio del nimero de células totales tefiidas con DAPI. Las

lineas rojas representan el promedio del nimero de células no viables tefiidas con bromuro de etidio.
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Grafica 35. Promedio del numero de células azules y rojas tratadas con gentamicina a 500 pg/mL. Se observan
los datos de los dos ensayos realizados. Las lineas azules representan el promedio del nimero de células totales
tefiidas con DAPI. Las lineas rojas representan el promedio del nimero de células no viables tefiidas con bromuro de

etidio.

Las Graficas 34 y 35 muestran que el numero de células azules no cambia en el tiempo,
mientras que las células no viables tefiidas con bromuro de etidio aumentan en funcion

del tiempo en ambos casos. Es claro que las células tratadas con gentamicina
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presentan un aumento mayor (de aprox. 35 a 250), con respecto a las células sin
antibiético (de aprox. 45 a 190).

La Grafica 36 muestra el porcentaje de células viables y no viables sin gentamicina en
funcién del tiempo. Al inicio del experimento el porcentaje de células no viables es de
7.5y 3.9 %, después de 6 y 7 horas el porcentaje de células no viables alcanza un

maximo de 18.4 % y 27.5% respectivamente.
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Grafica 36. Porcentaje de células viables y no viables sin gentamicina. Se observan los datos de los dos
ensayos realizados. Los datos azules representan el porcentaje de células viables. Los datos rojos representan el
porcentaje de células no viables tefiidas con bromuro de etidio.

La Gréafica 37 muestra el comportamiento del porcentaje de células viables y no viables
tratadas con gentamicina a una concentracién de 500 pg/mL. Al inicio del experimento
se observa un porcentaje de células no viables de 7.6 y 9.7 % que aumenta de forma
continua en funcion del tiempo. Después de 6 horas el porcentaje de células no viables

es de 50.9 % y, después de 7 horas, es de 70.5%.
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PORCENTAJE DE CELULAS VIABLES Y NO VIABLES TRATADAS CON
GENTAMICINA
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Grafica 37. Porcentaje de células viables y no viables tratadas con gentamicina. Se observan los datos de los
dos ensayos realizados. Los datos azules representan el porcentaje de células viables. Los datos rojos representan
el porcentaje de células no viables tefiidas con bromuro de etidio.

4.4.3.2 CELULAS TENIDAS CON DAPI Y SYTOX GREEN®

En la Tabla 10 se muestra el comportamiento de las células control y las células con

gentamicina al inicio del ensayo y después de 7 horas.

Tabla 10. Imagenes del monitoreo del efecto bactericida de gentamicina a 500 pg/mL vy el

monitoreo de células sin antibi6tico.

DAPI-50LP-A FITC-5050A

Control
(0.5 horas)

775 células 92 células
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Control
(7 horas)

802 células 184 células

Gentamicina

(0.5 horas)

282 células 49 células

Gentamicina
(7 horas)

308 células 132 células

Las imagenes anteriores muestran el comportamiento observado al inicio del
experimento y después de 7 horas. En las imagenes instantaneas del control se puede
observar que después de 7 horas se presenté un aumento en el numero de células no

viables que representa el 22.9 % del total tefido de células tefiidas con DAPI. De igual
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manera, las fotos de las células tratadas con gentamicina a una concentracion de 500
pug/mL presentan también un aumento en el nimero de células no viables tefiidas con
Sytox Green ®, sin embargo el porcentaje con respecto al nimero de células totales es
mayor que en el control pues alcanza 42.8% de células no viables. En las graficas 38 y
39 se muestra de forma mas detallada el comportamiento de las células azules y verdes

con y sin gentamicina en funcién del tiempo.
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Gréfica 38. Promedio del numero de células azules y verdes sin gentamicina. Se observan los datos de los dos
ensayos realizados. Las lineas azules representan el promedio del nimero de células totales tefiidas con DAPI. Las

lineas verdes representan el promedio del nimero de células no viables tefiidas con Sytox Green®.
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Gréafica 39. Promedio del numero de células azules y verdes tratadas con gentamicina a 500 pg/mL. Se
observan los datos de los dos ensayos realizados. Las lineas azules representan el promedio del nimero de células
totales tefiidas con DAPI. Las lineas verdes representan el promedio del nimero de células no viables tefiidas con

Sytox Green®.
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Por un lado, en la Gréfica 38 (células sin gentamicina) puede observarse un promedio
del numero total de células que fluctia entre 560 y 849 células a lo largo de los dos
experimentos. Las células no viables, tefiidas de verde con Sytox green®, parten de 84

células llegando a un maximo de 211 células.

Por otro lado, la grafica del monitoreo de células con gentamicina a 500 pg/mL (Grafica
39) muestra un promedio del nimero total de células en un rango de 253 y 394 células
a lo largo de ambos experimentos. Estos datos son considerablemente menores que el
total de células contabilizadas en el control, lo anterior coincide con los resultados
obtenidos previamente descritos en los ensayos con el par DAPI-BE. ElI nimero de
células no viables inician con un minimo de 52 células y aumentan a 187 células al final

del experimento.

Debido a ésta aleatoriedad entre los datos del numero de células, se presentan las
graficas 40 y 41 que muestran el porcentaje de células viables y no viables tratadas sin
y con gentamicina para apreciar de forma mas clara los datos obtenidos durante el

monitoreo.
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Grafica 40. Porcentaje de células viables y no viables sin gentamicina. Se observan los datos de los dos
ensayos independientes. Los datos azules representan el porcentaje de células viables. Los datos verdes

representan el porcentaje de células no viables tefiidas con Sytox Green®.
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El monitoreo de las células control muestra un porcentaje de 11.71 y 14.98 % de células
no viables al inicio del ensayo. Después de 6.5 y 7 horas se observé un aumento de
31.22 y 19.04% respectivamente.
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Grafica 41. Porcentaje de células viables y no viables tratadas con gentamicina a 500 pg/mL. Se observan los
datos de los dos ensayos independientes. Los datos azules representan el porcentaje de células viables. Los datos

verdes representan el porcentaje de células no viables tefiidas con Sytox Green®.

En la Gréfica 41 se observa el monitoreo de las células con gentamicina en funcién del
tiempo. Al tiempo 0.5 horas el porcentaje de células no viables es de 18.26 y 21.05 %
aumentando de forma continua, Después de 6.5 y 7 horas se observa 55.64 y 42.79 %

de células no viables respectivamente.

4.4.3.3 CELULAS TENIDAS CON SYTO 9° Y YODURO DE
PROPIDIO

En la Tabla 11 se muestra un ejemplo de las fotos obtenidas para realizar el monitoreo

de la actividad bactericida con el par de tintas Syto 9®y yoduro de propidio.
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Tabla 11. Imagenes del monitoreo del efecto bactericida de gentamicina a 500 ug/mL y el

monitoreo de células sin antibi6tico.

FITC-5050A LF561/LP-C

Control
(0.5 horas)

998 células 145 células

Control
(7 horas)

926 células 267 células

Gentamicina
(0.5 horas)

464 células 59 celulas
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Gentamicina

(7 horas)

178 células 71 células

Estas imagenes muestran una visible diferencia en la cantidad de células contabilizadas
con gentamicina en comparacion con el control. Siendo menor la cantidad de bacterias
observadas con gentamicina que en el control. A su vez, las células con gentamicina
muestran un tamafio mayor. Lo cual sigue el patron observado con los dos pares de

tinta anteriores.

Por otro lado, se observa un aumento en el numero de células no viables después de 7
horas tanto en el control, como en las bacterias con gentamicina a 500 pg/mL. Para
realizar una comparacion efectiva entre éstos dos resultados se presentan las graficas
30 y 31 que muestran el monitoreo del nimero de células contabilizadas a lo largo del

experimento y el tratamiento de datos llevado a cabo.
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Grafica 42. Promedio del nimero de células verdes y rojas sin gentamicina. Se observan los datos de los dos
ensayos independientes. Los datos verdes representan el promedio del nUmero de células viables tefiidas con Syto
9®. Los datos rojas representan el promedio del nimero de células no viables tefiidas con yoduro de propidio.
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El nimero de bacterias viables tefiidas con Syto 9® al inicio del experimento es de 972y
997 células, al final de ambos experimentos, disminuyen ligeramente a 883 y 972
bacterias respectivamente. El conteo del numero de células no viables tefiidas con

yoduro de propidio inicia en 158 y 122, después de 7 horas aumentan a 204 y 258.
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Grafica 43. Promedio del nimero de células verdes y rojas tratadas con gentamicina a 500 pg/mL. Se
observan los datos de los dos ensayos independientes. Los datos verdes representan el promedio del nimero de
células viables tefiidas con Syto 9®. Los datos rojas representan el promedio del nimero de células no viables

tefiidas con yoduro de propidio.

Las células viables con gentamicina presentan un comportamiento distinto al control
pues al inicio de ambos ensayos se observa un promedio de 456 y 690 células que
disminuyen notablemente después de 7 horas a un promedio de 185 y 223 bacterias
viables respectivamente. Las células no viables se encuentran en un promedio de 82y
62 bacterias al iniciar el experimento, después de 7 horas no se observo un aumento
realmente considerable pues el promedio del numero de bacterias no viables de las

fotos analizadas aumentd Unicamente a 94 y 74 células respectivamente.

La grafica 44 muestra el porcentaje absoluto de células viables y no viables que no
fueron tratadas con gentamicina. Se observa que el porcentaje de células no viables en
uno de los ensayos parte de 10.9% y en otro de 14%, después de 7 horas el porcentaje
de células no viables alcanza 18.8 y 21% respectivamente.
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Grafica 44. Porcentaje absoluto de células viables y no viables sin gentamicina. Se observan los datos de los
dos ensayos independientes. Los datos verdes representan el porcentaje absoluto de células viables tefiidas con
Syto 9®. Los datos rojos representan el porcentaje absoluto de células no viables tefiidas con yoduro de propidio.

La gréfica 45 muestra el comportamiento porcentual, en funcién del tiempo, de células
viables y no viables que fueron tratadas con gentamicina. El porcentaje absoluto de
células no viables al inicio del experimento fue de 10.7 y 12.0% aumentando en funcién

del tiempo a 28.7 y 29.6% después de 7 horas.
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Grafica 45. Porcentaje absoluto de células viables y no viables tratadas con gentamicina a 500 pg/mL. Se
observan los datos de los dos ensayos realizados. Los datos verdes representan el porcentaje absoluto de células
viables tefiidas con Syto 9®. Los datos rojos representan el porcentaje absoluto de células no viables tefiidas con

yoduro de propidio.
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Comparando el porcentaje absoluto de células no viables entre el control (18.8 y 21 %)
y las células tratadas con gentamicina (28.7 y 29.6 %), se aprecia una diferencia poco

cuantitativa.

4.4.3.4 ANALISIS Y COMPARACION DE LOS TRES METODOS
DE TINCION

El monitoreo del efecto bactericida de la molécula de gentamicina sobre células
bacterianas E. coli BL21, arrojé resultados positivos ya que a partir del aumento de
células no viables fue posible seguir el efecto bactericida de éste antibidtico y

diferenciarlo del comportamiento observado en las bacterias control.

Los resultados obtenidos con éste antibidtico resultan ser mas favorables para los pares
de tintas DAPI-BE y DAPI-SX que para el kit Live and Dead® debido a que se observo
un mayor aumento en el porcentaje de células no viables que permite realizar un

monitoreo mas efectivo del efecto bactericida.

Por otro lado, con los tres métodos de tincion se observé una menor cantidad de células
presentes en la cAmara de reaccion del microchip cuando se suministré gentamicina a
500 pg/mL en comparacion a la cantidad de bacterias observadas en el control.
También se observd que el tamafio de las bacterias con gentamicina fue méas grande
que las visualizadas en el control. La gentamicina actla sobre la unidad ribosomal S de
las bacterias inhibiendo la sintesis de proteinas vitales, algunas de ellas proteinas de
membrana. Al verse afectada la constitucion de su membrana es posible que se

aglomeren resultando en una menor cantidad de células visibles pero de mayor tamario.

Para corroborar ésta observacion, se analizaron 5 fotos obtenidas al inicio del
experimento con gentamicina y 5 fotos sin gentamicina. Usando el programa Image J se
midieron 5 células bacterianas en cada foto y posteriormente se promediaron. EI mismo
procedimiento se siguioé en 5 fotos con gentamicina y 5 fotos sin gentamicina obtenidas

después de 7 horas. En la Tabla 12 se muestran los resultados obtenidos.
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Tabla 12. Comparacidn del diametro de células con y sin gentamicina

Tiempo Gentamicina Sin gentamicina
0.5 horas 6.94 + 2.54 ym 1.91+0.70 pym
7 horas 7.25+1.79 pm 1.93+0.67 pm

Algo interesante es que esta aglomeracion (aumento en el tamafio) se da desde la
primera media hora, mientras que el cambio en el color de las tintas ocurre en un
periodo prolongado de 7 horas, por lo que el tamafio de las bacterias 0 sus
aglomerados pudiera ser utilizado como un criterio de viabilidad (al menos para este

tipo de antibidtico).

4.4.4 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE VIABILIDAD CELULAR EN
MICROGOTAS CON CELULAS DE E. coli BL21 Y FOSFOMICINA

La molécula de fosfomicina (Figura 63) pertenece a la clase de compuestos organicos
conocidos como acidos organicos fosfonicos sintetizado a partir de bacterias del género

Streptomyces. [37]

OH
T//)'Il:’—OH
: 1
e °
3

Figura 63. Fosfomicina
Acido-cis-(1R,2S)-epoxipropilfosfénico [37]

La fosfomicina es un antibidtico de amplio espectro que se concentra en los rifiones y la
vejiga y es recetado para tratar infecciones urinarias. Este compuesto es un analogo del
fosfoenolpiruvato por lo que inactiva la enzima UDP-N-acetilglucosamina-3-0-enolpiruvil
transferasa (MurA) por medio de la alquilacion del sitio activo correspondiente a un
residuo de cisteina Cys 115 de la enzima. De ésta forma se inhibe la sintesis del acido

N-acetilmuramico, componente esencial de la pared celular de peptidoglicano. [37]
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4.4.4.1 CELULAS TENIDAS CON DAPI Y BROMURO DE ETIDIO

En primera instancia se plane6 un experimento a una concentracion de 500 pg/mL de
fosfomicina, sin embargo, desde el inicio del monitoreo se observé una gran cantidad
de células no viables tratadas con fosfomicina (Ver seccion 4.8), por lo que se
disminuyo la concentracion del antibiotico a 250 pg/mL. Esta concentracion se us6 con
los tres pares de tintas evaluados. En la Tabla 13 se observa un ejemplo del
comportamiento de las células sin antibidtico y con fosfomicina a una concentracion de

250 pg/mL al inicio del experimento y después de 7 horas.

Tabla 13. Imagenes del monitoreo del efecto bactericida de fosfomicina a 250 ug/mL y el

monitoreo de células sin antibiético.

DAPI-50LP-A LF 561/LP-C

Control
(0.5 horas)

525 células 45 células

Control

(7 horas)

423 células 107 células
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Fosfomicina
(0.5 horas)

85 células

560 células

Fosfomicina (7

horas)

746 células 362 células

Las imagenes anteriores son un ejemplo de como se observan las células de E. coli
tefiidas con el par de tintas DAPI-BE con y sin antibiético al inicio del experimento y
después de 7 horas de tratamiento. En la foto que representa el total de células con
fosfomicina después de 7 horas, puede observarse que algunas células han adquirido
una fluorescencia en tonalidades rojas, esto se debe a que el bromuro de etidio ha
penetrado a la célula y su fluorescencia puede observarse en el set de filtros DAPI-
50LP-A. Este efecto se debe a que el filtro de emisién de dicho set de filtros se
encuentra abierto desde los 420 nm en adelante (Ver figura 15. Seccion de
Antecedentes); el bromuro de etidio emite a una longitud de onda de 603 nm por lo que

es posible visualizar su fluorescencia dentro del filtro de emision del set DAPI-50LP-A.

138



Dicho efecto puede observarse en algunas de las fotos capturadas, no obstante, es

mas facil de apreciar al observar los videos.

Por otro lado, se observa que el porcentaje de células no viables en el control sin
antibiotico al inicio del experimento es de 8.57 %, que después de siete horas aumenta
a 25.29 %. Asi mismo, se aprecia un gran aumento en la cantidad de células no viables
que fueron tratadas con fosfomicina. Se observa un porcentaje inicial de 15.17 %,

después de siete horas el porcentaje de células no viables se eleva a 48.52 %.

Las imagenes mostradas en la tabla anterior no representan el total de datos

recopilados ni el comportamiento observado cada hora.

En las siguientes gréficas (46 y 47) se muestra el promedio del nimero de células
azules y rojas contabilizadas en todas las fotos adquiridas durante las siete horas del
experimento. El ensayo se llevé a cabo por duplicado por lo que en las siguientes
graficas se observan dos pares de datos (células azules y células rojas) que

representan cada uno de los ensayos.

PROMEDIO DEL NUMERO DE CELULAS AZULES Y ROJAS SIN FOSFOMICINA
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Grafica 46. Promedio del nimero de células azules y rojas sin fosfomicina. Se observan los datos de los dos
ensayos realizados. Las lineas azules representan el promedio del nimero de células totales tefiidas con DAPI. Las

lineas rojas representan el promedio del nimero de células no viables tefiidas con bromuro de etidio.
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La grafica 46 muestra el promedio del niumero de células totales tefiidas de color azul
sin presencia de fosfomicina. El promedio total se mantiene entre 411 y 638 células. Se
observa un ligero aumento en el nimero de células no viables, al inicio de los
experimentos se observé un promedio de 76 y 59 células que después de siete horas

aumentan a 234 y 104 respectivamente.
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Gréfica 47. Promedio del nimero de células azules y rojas tratadas con fosfomicina a 250 pg/mL. Se observan
los datos de los dos ensayos realizados. Las lineas azules representan el promedio del nimero de células totales
tefiidas con DAPI. Las lineas rojas representan el promedio del nimero de células no viables tefiidas con bromuro de
etidio.

En la gréfica 47 se presentan los datos recopilados en siete horas de experimentacion
con células de E. coli tratadas con fosfomicina. Se observa que en los dos ensayos
realizados existe una variacion aleatoria en el numero total de células presentes, esto

debido al nimero de gotas observadas durante cada experimento.

El promedio del nimero de células no viables muestra un aumento después de siete
horas de experimentacion. Al inicio de los experimentos se observaron 238 y 90 células,
la grafica muestra un aumento continuo del nimero de células no viables llegando a un

promedio de 471 y 362 células respectivamente.
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El nimero de células observado en cada punto varia en cada experimento debido al
flujo continuo de células encapsuladas en microgotas. Las graficas 48 y 49 muestran
los datos anteriores expresados en porcentaje, éstas graficas permiten apreciar mejor
las tendencias presentadas durante el experimento, ya que toman en cuenta las

variaciones ya mencionadas del niumero de células.
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Gréfica 48. Porcentaje de células viables y no viables sin fosfomicina. Se observan los datos de los dos ensayos
realizados. Las lineas azules representan el porcentaje de células viables. Las lineas rojas representan el porcentaje

del nimero de células no viables tefiidas con bromuro de etidio.

La Gréfica 48 muestra un aumento de células no viables de 22.5 y 13.8 unidades
porcentuales en los dos ensayos realizados. Alcanzando un porcentaje de 36.8% y

25.4% respectivamente.
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Grafica 49. Porcentaje de células viables y no viables con fosfomicina a 250 pg/mL. Se observan los datos de
los dos ensayos realizados. Las lineas azules representan el porcentaje de células viables. Las lineas rojas

representan el porcentaje del niUmero de células no viables teflidas con bromuro de etidio.

En la Gréfica 49 se observa un porcentaje inicial de células no viables de 30.7 y 17.7 %,
que aumentan en funcion del tiempo, al finalizar el experimento se observa un

porcentaje final de células no viables de 56.4 y 54.5 % respectivamente.

Los porcentajes iniciales observados en las células tratadas con fosfomicina son
mayores a los calculados en el control de células sin tratamiento con antibiético. Esto
puede deberse a que el efecto bactericida de la fosfomicina se presentd desde la
primera media hora del ensayo. Esto no se observo en los ensayos llevados a cabo con
ciprofloxacino y gentamicina que incluso fueron administrados en una dosis dos veces

mayor a la concentracion de fosfomicina.

La fosfomicina ataca directamente la sintesis de la pared celular de las bacterias, y el
bromuro de etidio permite detectar células con la integridad de la membrana
comprometida, ambos efectos se encuentran directamente relacionados, por lo que es
posible que a esto se deba un porcentaje mayor de células no viables al inicio del

experimento en comparaciéon con los otros dos antibioticos probados.
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4.4.4.2 CELULAS TENIDAS CON DAPI Y SYTOX GREEN®

En la Tabla 14 se observa un ejemplo del comportamiento de las células sin antibiético
y de células tratadas con fosfomicina a una concentracion de 250 pg/mL al inicio del

experimento y después de 7 horas.

Tabla 14. Imagenes del monitoreo del efecto bactericida de fosfomicina a 250 pg/mL y el

monitoreo de células sin antibioético.

DAPI-50LP-A FITC-5050A

Control
(0.5 horas)

782 células 205 células

Control

(7 horas)

1132 células 479 células
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Fosfomicina
(0.5 horas)

Fosfomicina
(7 horas)

975 células 571 células

En las imagenes de células que no fueron tratadas con fosfomicina se aprecia un
aumento significativo en la cantidad de células no viables tefiidas con Sytox Green®. En
las fotos aqui mostradas se aprecia que al inicio del experimento hay un porcentaje de
células no viables de 26.21%, después de siete horas éste porcentaje aumenta a

42.3% de células no viables.

Las imagenes de células tratadas con fosfomicina muestran un mayor aumento en la
cantidad de células no viables. Al inicio del experimento se aprecia un porcentaje de
43.22% de células no viables. Después de siete horas se observa un aumento a
58.56%. La grafica 50 muestra el promedio, del numero total de células y del nUmero de

células no viables, contabilizadas durante siete horas de experimentacion.
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Grafica 50 Promedio del nimero de células azules y verdes sin fosfomicina. Se observan los datos de los dos
ensayos realizados. Las lineas azules representan el promedio del nUmero de células viables tefiidas con DAPI. Las

lineas verdes representan el promedio del nimero de células no viables tefiidas con Sytox Green®.

Como puede verse, los datos muestran una gran variacion en el promedio de ambos
ensayos. Se aprecia una diferencia de hasta 598 células. Esta variacidon puede
atribuirse al nimero de gotas presentes en cada ensayo. El sistema es muy sensible a
cualquier cambio en el sistema de introduccion; el ensayo que presenta una menor
cantidad de células fue llevado a cabo con bombas de infusion distintas a las usadas en

el resto de los ensayos debido a que no se encontraban disponibles.
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Grafica 51. Promedio del nimero de células azules y verdes tratadas con fosfomicina a 250 pg/mL. Se
observan los datos de los dos ensayos realizados. Las lineas azules representan el promedio del nimero de células
totales tefiidas con DAPI. Las lineas verdes representan el promedio del nimero de células no viables tefiidas con

Sytox Green®.
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En la gréfica 51 también puede apreciarse una variacion grande en la cantidad de
células presentes por las razones anteriormente mencionadas. Por otro lado, se
observa que el nimero de células no viables no aumenta de manera significativa en
funcién del tiempo, si no que se mantiene practicamente en el mismo rango de valores

promedio.

Las gréficas 52 y 53 muestran los datos de células tratadas con fosfomicina y sin

fosfomicina expresadas en porcentaje.
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Gréfica 52. Porcentaje de células viables y no viables sin fosfomicina. Se observan los datos de los dos ensayos
realizados. Las lineas azules representan el porcentaje de células viables tefiidas con DAPI. Las lineas verdes

representan el porcentaje de células no viables tefiidas con Sytox Green®.

La grafica 51 muestra un ensayo no favorable en el que las células no viables
aumentan hasta llegar a un porcentaje de células no viables de 51%, éste
comportamiento sOlo se esperaba para células tratadas con antibiético. EI segundo
ensayo muestra el comportamiento esperado en donde el porcentaje de células no

viables se mantiene relativamente constante en 22.8 y 14.7%.
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Grafica 53. Porcentaje de células viables y no viables tratadas con fosfomicina a 250 pg/mL. Se observan los
datos de los dos ensayos realizados. Las lineas azules representan el porcentaje de células viables tefiidas con
DAPI. Las lineas verdes representan el porcentaje de células no viables tefiidas con Sytox Green®.

La grafica 57 muestra el porcentaje de células tratadas con fosfomicina. Se observa que
en ninguno de los ensayos se observdé un aumento considerable en el porcentaje de
células no viables. En el primer ensayo se observd un porcentaje inicial de 47.6% que
aumenté Unicamente 16.2 unidades porcentuales para alcanzar un porcentaje final de
63.8%. El segundo experimento mostrd un porcentaje de células no viables de 23.9%
que después de siete horas llegé a 36.2%, aumentando Unicamente 12.3 unidades

porcentuales.

El par de tintas DAPI-SX no resultd ser un par adecuado para el monitoreo de la
actividad bactericida de células E. coli tratadas con fosfomicina, debido a que, por un
lado no se observé reproducibilidad en los experimentos realizados, y por otro no se
aprecio un aumento considerable de células no viables tratadas con fosfomicina durante
el experimento. Aunado a esto, no se observo una discriminacion satisfactoria entre

células con fosfomicina y células sin tratamiento.
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4.4.4.3 CELULAS TENIDAS CON SYTO 9®° Y YODURO DE
PROPIDIO
En la Tabla 15 se observa un ejemplo del comportamiento de las células sin antibiético
y con ciprofloxacino a una concentraciéon de 250 pug/mL al inicio del experimento y

después de 7 horas.

Tabla 15. Imagenes del monitoreo del efecto bactericida de fosfomicina a 250 ug/mL vy el

monitoreo de células sin antibiotico.

FITC-5050A LF561/LP-C

Control
(0.5 horas)

15 células

995 células

Control

(7 horas)

762 células 215 células

148



Fosfomicina
(0.5 horas)

79 células

Fosfomicina (7

horas)

615 células 233 células

Las fotos mostradas en la Tabla 14 son un ejemplo de como se observaron las células
al microscopio al minuto 30 y después de 7 horas del ensayo. Como puede observarse,
las imagenes de células sin fosfomicina muestran un aumento en la cantidad de células
no viables después de 7 horas de experimentacion. Al inicio del experimento se observa
un porcentaje de células no viables de 1.5%, después de 7 horas, el porcentaje de

células no viables aument6 a 28.21%.

Las células tratadas con fosfomicina mostraron un porcentaje inicial de células no

viables de 12.24% al finalizar el experimento, se observa un porcentaje de 37.88%

Las imagenes aqui mostradas no representan el total de datos recopilados, por lo que
las gréaficas 54 y 55 muestran un resumen del promedio del nUmero de células viables y

no viables tefiidas con Syto 9® y yoduro de propidio respectivamente.
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Grafica 54. Promedio del numero de células verdes y rojas sin fosfomicina. Se observan los datos de los dos
ensayos realizados. Las lineas verdes representan el promedio del nimero de células viables tefiidas con Syto 9®.
Las lineas rojas representan el promedio del nimero de células no viables tefiidas con yoduro de propidio.

La Grafica 54 muestra las tendencias de los dos experimentos realizados sin
fosfomicina. Se aprecia un promedio del numero de células viables que se mantiene
entre 676 y 923 durante todo el experimento. El promedio del nimero de células no
viables aumenta en uno de los ensayos, de 30 a 206, mientras que el otro ensayo

muestra un comportamiento practicamente constante de 23 a 39 células.
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Grafica 55. Promedio del numero de células verdes y rojas con fosfomicina 250 pg/mL. Se observan los datos
de los dos ensayos realizados. Las lineas verdes representan el promedio del nimero de células viables tefiidas con
Syto 9®. Las lineas rojas representan el promedio del nimero de células no viables tefiidas con yoduro de propidio.
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La Gréafica 55 muestra el comportamiento de células tratadas con fosfomicina. Se
observa que el numero de células viables tefiidas por Syto 9®, contrastando con
especificaciones del fabricante, no tienden a disminuir de manera significativa en uno
de los ensayos se observa un numero inicial de 619 y un namero final de 634 células
viables, en el segundo experimento se aprecian 562 células viables al inicio y 481 al

final del ensayo.

Por otro lado, se observa un ligero aumento del nimero de células no viables, de 55 a
249 en el primer ensayo y de 23 a 87 en el segundo, éste aumento es muy bajo para

células tratadas con un antibiético.

Las graficas 56 y 57 muestran el porcentaje absoluto de células viables y no viables con
y sin fosfomicina, en éstas graficas se calculd el total de células presentes en la
muestra al sumar las células viables mas las células no viables. A partir de éste total de

células se obtuvo el porcentaje de células muertas en cada punto.

PORCENTAJE ABSOLUTO DE CELULAS VIABLES Y NO VIABLES SIN
FOSFOMICINA
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Grafica 56. Porcentaje absoluto de células viables y no viables sin fosfomicina. Se observan los datos de los
dos ensayos realizados. Las lineas verdes representan el porcentaje absoluto de células viables tefiidas con Syto 9®.

Las lineas rojas representan el porcentaje absoluto de células no viables teflidas con yoduro de propidio.
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PORCENTAJE ABSOLUTO DE CELULAS VIABLES Y NO VIABLES TRATADAS
CON FOSFOMICINA
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Grafica 57. Porcentaje absoluto de células viables y no viables con fosfomicina 250 pg/mL. Se observan los
datos de los dos ensayos realizados. Las lineas verdes representan el porcentaje absoluto de células viables tefiidas
con Syto 9®. Las lineas rojas representan el porcentaje absoluto de células no viables teflidas con yoduro de
propidio.

En la grafica 57 se puede apreciar que las células no viables aumentan de forma poco
significativa. Al inicio del experimento se observa un porcentaje de 3.6% que aumenta a
19.2% al finalizar el experimento. Este aumento de 15.6 unidades porcentuales es muy
bajo para poder monitorear el efecto bactericida.

El kit LIVE/DEAD® no permitio realizar un monitoreo satisfactorio del efecto bactericida
de la fosfomicina, debido a que por un lado, después de 7 horas no se observo el
aumento esperado de células rojas tratadas con fosfomicina, el incremento observado
es comparable incluso con el calculado para las células sin fosfomicina por lo que
tampoco permite realizar una discriminacion aceptable entre células tratadas con algun

compuesto bactericida y células sin tratamiento.

4.4.4.4 ANALISIS Y COMPARACION DE LOS TRES METODOS
DE TINCION

Los resultados obtenidos para el monitoreo de la actividad bactericida de la molécula de

fosfomicina, a una concentracion de 250 pg/mL, con los pares de tintas DAPI-BE, DAPI-

SX'y el kit LIVE/DEAD® mostraron grandes diferencias en su efectividad, al realizar una
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comparacion en los resultados es posible concluir que el par DAPI-BE permitié un

monitoreo mas efectivo.

Los dos ensayos realizados con el par DAPI-BE mostraron reproducibilidad y
permitieron apreciar el aumento de células no viables esperado. En éstos ensayos se
observdé aumento de 25.7 y 37.4 unidades porcentuales alcanzando un porcentaje final
de células no viables de 56.4 % y 54.5 %. Se observo un porcentaje inicial de células no
viables relativamente alto (30.7% y 17.7% respectivamente). No obstante, éste efecto
no se observo en las células sin fosfomicina (11.6% y 14.3%) por lo que es atribuible a

un efecto bactericida desde los primero minutos.

Las células del control presentaron un aumento de 22 y 13 unidades porcentuales, sin
embargo no se acercaron al porcentaje obtenido en células tratadas con fosfomicina en

ninguno de los ensayos.

El par DAPI-SX no mostr6 un aumento considerable en el porcentaje de células no
viables en ninguno de los ensayos realizados. A pesar de que en el primer ensayo se
observd un porcentaje final de 63.8 %, el aumento presentado fue unicamente de 16.2
unidades porcentuales, esto debido a que los ensayos iniciaron en un porcentaje alto de
células no viables (47.6%). Sin embargo, a diferencia de lo observado con el par de
tintas DAPI-BE, éste porcentaje inicial alto también se observé en células sin
tratamiento con antibiético (porcentajes iniciales; 19.8% y 35.5%) por lo que no podria
atribuirse a un efecto bactericida de la fosfomicina desde el minuto 30. Aunado a esto,

no se observo reproducibilidad en los experimentos realizados.

Las células del control tefiidas con DAPI-SX mostraron un porcentaje final de 51% en
uno de los ensayos, el cual es muy alto y seria esperado Unicamente en células
tratadas con antibidtico, por lo que tampoco permite una discriminacion efectiva entre

células vivas y muertas.

El kit de tintas LIVE/DEAD® no mostré resultados satisfactorios en ninguno de los
ensayos puesto que el aumento de células no viables tratadas con fosfomicina fue muy
pequefio, alcanzé un porcentaje maximo de 28.2 y 19.2 %. Estos porcentajes son muy

bajos y no permiten observar el efecto bactericida del antibidtico.
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4.4.5 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA
CON CELULAS E. coli BL21 A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
FOSFOMICINA

Los experimentos de monitoreo de la actividad bactericida de la fosfomicina a diferentes
concentraciones se realizaron con el fin de conocer si el método desarrollado permite
observar diferencias en el efecto del antibiético a diferentes concentraciones. Se eligié
el método de tincion DAPI-BE porque se observo una mayor reproducibilidad entre los
ensayos realizados. Se eligio el antibiético fosfomicina debido a que el primer ensayo
realizado a una concentracién de 500 pg/mL mostré una gran cantidad de células no
viables desde el primer monitoreo realizado a los 30 minutos. Por lo tanto, se probaron
concentraciones mas bajas para determinar el comportamiento a menores cantidades

de antibidtico.

En la Grafica 58 se muestra el porcentaje de células no viables obtenido después de 7

horas de experimentacion en las cuatro concentraciones evaluadas.

EFECTO BACTERICIDA A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
FOSFOMICINA
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Grafica 58. Efecto bactericida de fosfomicina a diferentes concentraciones después de 7 horas. Cada simbolo
representa un ensayo independiente. Para cada concentracion se grafica Unicamente el maximo porcentaje de

células no viables alcanzado después de 7 horas de experimentacion.

Se aprecia un aumento en el porcentaje de células no viables en funcion de la
concentracion de fosfomicina analizada. Se observa un aumento con una pendiente
pronunciada entre las concentraciones 50 a 250 pyg/mL, posteriormente se aprecia una
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pendiente menor entre las concentraciones 250 a 375 pg/mL vy finalmente un aumento

pronunciado en el porcentaje de células no viables entre 375 pg/mL y 500 pg/mL.

Los resultados mostrados en la grafica anterior permiten concluir que el método
utilizado es util para identificar el efecto bactericida a diferentes concentraciones de
antibidtico.
4.4.6 EXPERIMENTOS DE MONITOREO DE LA ACTIVIDAD
BACTERICIDA CON CELULAS E. coli BL21 A 24 HORAS

Se realiz6 el monitoreo de la actividad bactericida de los tres antibidticos en estudio
usando el par de tintas DAPI-BE. El objetivo de éste ensayo consistio en analizar un
intervalo de tiempo mayor y observar si se alcanzaba el 100% de células no viables en
todos los antibitticos o si se observaba un comportamiento constante después de llegar
a un punto maximo. En las siguientes graficas (59, 60, 61, 62) se muestra el promedio
del nimero de células azules y rojas, obtenido en el monitoreo de células sin antibiotico,

con gentamicina, fosfomicina y ciprofloxacino.

PROMEDIO DEL NUMERO DE CELULAS AZULES Y ROJAS SIN ANTIBIOTICO
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Grafica 59. Promedio del numero de células azules y rojas sin antibiotico. Las lineas azules representan el
promedio del nimero de células viables tefiidas con DAPI. Las lineas rojas representan el promedio del nimero de

células no viables tefidas con bromuro de etidio.
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Grafica 60. Promedio del nimero de células azules y rojas tratadas con gentamicina 500 pg/mL. Las lineas

azules representan el promedio del nimero de células viables tefiidas con DAPI. Las lineas rojas representan el

promedio del nimero de células no viables tefiidas con bromuro de etidio.
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Grafica 61. Promedio del numero de células azules y rojas tratadas con fosfomicina 250 pg/mL. Las lineas

azules representan el promedio del nimero de células viables teflidas con DAPI. Las lineas rojas representan el

promedio del nimero de células no viables tefiidas con bromuro de etidio.
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PROMEDIO DEL NUMERO DE CELULAS AZULES Y ROJAS TRATADAS CON
CIPROFLOXACINO
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Grafica 62. Promedio del numero de células azules y rojas tratadas con ciprofloxacino 500 pg/mL. Las lineas
azules representan el promedio del nimero de células viables tefiidas con DAPI. Las lineas rojas representan el
promedio del nimero de células no viables tefiidas con bromuro de etidio.

En las graficas anteriores se observa que el promedio del nimero de células totales
tefiidas de color azul se mantiene relativamente constante, mientras que las células no

viables tefiidas de color rojo aumentan en funcién del tiempo.

La grafica 59, a diferencia de las otras tres gréficas, no muestra un aumento tan
pronunciado en el nimero de células no viables puesto que, después de 24 horas
aumenta Unicamente a 214 células no viables. En contraste, las gréficas 60, 61 y 762
muestran un aumento mucho mayor, en las tres graficas se observa que, después de
24 horas, el promedio del nUmero de células rojas iguala el total de células observadas
de color azul. Las siguientes graficas (63, 64, 65, 66) presentan los datos obtenidos en

forma de porcentaje.
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PORCENTAJE DE CELULAS VIABLES Y NO VIABLES SIN ANTIBIOTICO

100.00 \
80.00
\ __.
60.00
X
40.00
el ——
/
20.00 l/./
0.00
0 5 10 15 20 25

Tiempo (horas)

Gréfica 63. Porcentaje de células viables y no viables sin antibiético Las lineas azules representan el porcentaje
de células viables. Las lineas rojas representan el porcentaje del nimero de células no viables tefiidas con bromuro
de etidio.

La gréfica 63 muestra un porcentaje maximo de células no viables de 32.55% a las 17
horas, posteriormente el Ultimo monitoreo llevado a cabo mostré 31% de células no
viables. Los resultados obtenidos a 17 y 24 horas sugieren que el porcentaje de células
no viables se mantiene constante de 17 horas en adelante, debido a ésta tendencia, es
posible sugerir que un monitoreo a tiempos mas largos probablemente arrojaria un

porcentaje de células no viables de alrededor de 31%.

PORCENTAJE DE CELULAS VIABLES Y NO VIABLES TRATADAS CON
GENTAMICINA
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Gréfica 64. Porcentaje de células viables y no viables tratadas con gentamicina 500 pyg/mL. Las lineas azules

representan el porcentaje de células viables. Las lineas rojas representan el porcentaje del nUmero de células no

viables tefiidas con bromuro de etidio.
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La Grafica 64 muestra el comportamiento de células tratadas con gentamicina,
expresado en forma de porcentaje. Se aprecia que, después de 24 horas, las células no

viables tefiidas de color rojo alcanzan 84.02 %.

Haciendo una comparacién con el monitoreo realizado durante siete horas con
gentamicina y el par DAPI-BE (ver Seccion 4.4.3.1) que mostré un porcentaje maximo
de células no viables de 70%; el aumento observado después de 24 horas no fue tan

grande coOmo se esperaba.

PORCENTAJE DE CELULAS VIABLES Y NO VIABLES TRATADAS CON
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Gréafica 65. Porcentaje de células viables y no viables tratadas con fosfomicina 250 pg/mL. Las lineas azules
representan el porcentaje de células viables. Las lineas rojas representan el porcentaje del nimero de células no

viables tefiidas con bromuro de etidio.

En la grafica anterior se muestra el comportamiento de células tratadas con fosfomicina
en dénde se aprecia un porcentaje maximo de células no viables de 98.54% después
de 24 horas. El porcentaje maximo presentado en el monitoreo de siete horas (ver
seccion 4.4.4.1) fue de 54%. En éste caso se distingue una diferencia de 44 unidades
porcentuales entre el ensayo de siete horas y el ensayo de 24 horas, lo cual es una

diferencia muy favorable.
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PORCENTAJE DE CELULAS VIABLES Y NO VIABLES TRATADAS CON
CIPROFLOXACINO
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Grafica 66. Porcentaje de células viables y no viables tratadas con ciprofloxacino 500 pg/mL. Las lineas azules
representan el porcentaje de células viables. Las lineas rojas representan el porcentaje del nimero de células no
viables tefiidas con bromuro de etidio.

En la Gréfica 66 se muestra el porcentaje de células viables y no viables tratadas con
ciprofloxacino. Después de 24 horas se presenta un porcentaje maximo de células no
viables de 98.82 %. Que comparado con el porcentaje maximo de 83% obtenido en el

ensayo de siete horas (ver seccion 4.4.2.1), no es un aumento muy significativo.

Los ensayos a 24 horas mostraron un aumento en el analisis de los tres antibiéticos, en
comparacion con los ensayos a siete horas. Sin embargo, Unicamente en la grafica del
comportamiento con fosfomicina se observd una diferencia grande entre el ensayo de
24 y de 7 horas. Los ensayos con ciprofloxacino y gentamicina no mostraron diferencias

de mas de 15 unidades porcentuales.

La informacion que aportan los ensayos a 24 horas es mas relevante cuando se estudia
un antibiético con una cinética mas lenta, 0 a una menor concentracién (como el caso
de la fosfomicina) que no muestra porcentajes mayores de 54 % en ensayos a siete

horas.

A pesar de que los experimentos a tiempos mas largos permiten apreciar cuando el
total de las células dejan de ser viables, no reemplazan en su efectividad a los ensayos
de siete horas, puesto que en éste intervalo de tiempo es posible observar las

tendencias del compuesto en estudio y concluir si se trata de una molécula con
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potencial bactericida o no. Uno de los objetivos de la implementacion de éste método
fue reducir los tiempos de andlisis, lo cual se logra favorablemente en ensayos de siete

horas en lugar de 16 horas minimas requeridas para el estudio por métodos clasicos.
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5. CONCLUSIONES

Las tintas DAPI y bromuro de etidio permitieron cuantificar el niumero total de células

presentes en una muestra y el nimero de células no viables.

La mezcla DAPI - bromuro de etidio empleada en este trabajo, hasta donde sabemos,
no ha sido reportada en la literatura, pero presenta una alternativa mas confiable para el
seguimiento de viabilidad celular por microscopia de fluorescencia que el Kit
Live/Dead®. Ademas de resultar 8.24 veces mas barato (Kit Live/Dead® = $8513.12
MXN + I.V.A. DAPI + BE = $1032.00 MXN + .V.A)).

La encapsulacion en microgotas, de células de E. coli previamente tefiidas, dentro de
los canales de un microchip de microfluidica permitio realizar un monitoreo eficiente de
la actividad bactericida de los antibiéticos; gentamicina, ciprofloxacino y fosfomicina, en

tiempos de 7 horas y utilizando un volumen maximo de 100 microlitros de cultivo.

El método disefiado es congruente con los resultados obtenidos usando métodos

clasicos, lo que corrobora su validez.
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6. TRABAJO A FUTURO

En el laboratorio 309 de Biofisicoquimica se trabaja en el acoplamiento de un microchip
de microfluidica a la salida de un equipo HPLC, lo que permitira separar los compuestos
de un extracto natural e identificar moléculas con potencial bactericida para lo cual, se

hara uso del método de tincion descrito en éste trabajo.
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