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Microfluidica: llevando la
experimentacion a la escala y diversidad
de microorganismos

No podemos ver los microbios. ¢ COmo podemos
encontrarlos? ¢ Que son especiales entre millones
de otros?

© Sundar Hengoju (Leibniz-HKI)

Encontrar la aguja en el pajar: se separaron millones de variantes genéticas de una cepa
microbiana en pequefias gotas y se dejo que crecieran individualmente. Luego se utilizé una
sefial luminosa para identificar las pocas células raras que tienen una actividad particular.
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Microfluidica

Sinopsis

La microfluidica es el estudio y la manipulacion de fluidos a escala submilimétrica. Esta
tecnologia permite el analisis y el control de células microbianas individuales, lo cual es
esencial dada la gran diversidad e importancia de los microorganismos. Los métodos
tradicionales de cultivo en masa son inadecuados para estudiar el comportamiento microbiano
individual y descubrir nuevos productos naturales.

La microfluidica ofrece numerosas ventajas, entre ellas, volumenes de muestra
reducidos, tiempos experimentales mas rapidos y la capacidad de realizar experimentos
complejos en un solo chip. Técnicas como la microfluidica de flujo continuo y la microfluidica
de gotas permiten un control preciso y una alta paralelizacion de los cultivos microbianos.

Las aplicaciones de la microfluidica en microbiologia incluyen el estudio del
crecimiento, el comportamiento y las interacciones microbianas a nivel de células individuales,
la deteccion de nuevos productos naturales y la optimizacion de procesos biotecnoldgicos. La
tecnologia también es prometedora para la medicina personalizada, el diagndstico en el punto
de atencidn y la deteccion rapida de la resistencia a los antibioticos. Los futuros avances en
microfluidica tienen potencial para realizar contribuciones significativas a la atencion sanitaria,
el control medioambiental y las précticas industriales sostenibles.

La microbiologia y el contexto social

La microbiologia: Comprensién de los microorganismos, descubrimiento de nuevos productos
naturales, analisis de células individuales, soluciones a problemas de salud, diagnostico en el
punto de atencion. Cuestiones de sostenibilidad: tecnologia de ahorro de recursos, bioeconomia.
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Microfluidica: la microbiologia

1. ¢Por qué necesitamos nuevos métodos para estudiar los microbios? Los
microorganismos son los organismos mas comunes en la biosfera. Incluyen principalmente
organismos unicelulares de los tres dominios de la vida (Archaea, Bacteria y Eukarya) y son
extremadamente diversos. Genéticamente hablando, los humanos estan mas estrechamente
relacionados con otras especies animales, como las vacas, que incluso dos cepas de la misma
especie bacteriana. Hoy sabemos que estos microorganismos son extremadamente importantes
para nosotros los humanos. Llevamos en nuestro cuerpo al menos tantas células de
microorganismos como células humanas reales. Nos ayudan a mantenernos sanos y a digerir
nuestros alimentos.

Los microorganismos también pueden producir productos naturales que son vitales para
el desarrollo de farmacos, como antibidticos, agentes anticancerigenos, vitaminas y vacunas.
Los productos naturales como polimeros, surfactantes y bioherbicidas también son relevantes
para los procesos industriales. Para entender como los microbios también pueden enfermarnos
y para encontrar nuevos productos naturales, necesitamos estudiar los microbios.

La gran mayoria de los microorganismos son aun desconocidos. Se calcula que hay
alrededor de un billén de especies de microbios en la Tierra'y el 99,999 por ciento aln no se ha
descubierto ni estudiado en el laboratorio. Incluso las propiedades fisioldgicas y ecoldgicas de
los pocos microbios conocidos son en su mayoria poco conocidas. La razon principal de esto es
que los microbios son en su mayoria unicelulares, por lo que un organismo no proporciona
mucho material para el estudio. Debido a esto, los microbi6logos tienden a estudiar no un
organismo, sino millones o miles de millones que producen mediante cultivo: permitiendo que
un solo microbio se reproduzca muchas, muchas veces. Este es el procedimiento estandar para
amplificar el material microbiano para su estudio. El problema, entonces, es que los
microbi6logos tienden a estudiar las propiedades no de un organismo, sino de muchos,
suponiendo que todos son iguales y tienen propiedades y comportamiento idénticos, por
ejemplo, si crecen bien o qué moléculas se estan produciendo en qué condiciones de nutrientes
y oxigeno.

También lo vemos en la historia: hemos utilizado los procesos masivos de los microbios
durante millones de afios para fermentar cerveza o queso sin siquiera saber que se trata de
reacciones microbianas. Solo descubrimos que los microbios estan detras de estas reacciones
cuando los cientificos pudieron usar un microscopio para observar directamente estas diminutas
celulas.

Sin embargo, estudios recientes han demostrado que las diferentes células de un cultivo
microbiano se comportan de manera diferente y que es incorrecto suponer que todas las células
microbianas descendientes de una célula parental tendran el mismo comportamiento o uno
similar al mismo tiempo. Por lo tanto, a pesar de que las técnicas de cultivo en masa (por
ejemplo, en un matraz o botella) siguen utilizandose ampliamente, no son adecuadas para buscar
de manera eficiente nuevos productos naturales, cultivar organismos desconocidos con
necesidades muy especificas o estudiar propiedades especificas de los microbios. Para ello,
necesitamos analizar los organismos a nivel individual, unicelular, y la microfluidica es una
gran herramienta para hacerlo.

2. ¢Qué es la microfluidica? La microfluidica describe el comportamiento, el control y
la manipulacién de liquidos y gases en el rango submilimétrico. Por lo general, los liquidos se
bombean a traves de pequefias estructuras de canales que se crean en un chip microfluidico.
Este chip microfluidico generalmente se conecta a bombas para hacer pasar los fluidos a través
de los canales y se coloca bajo un microscopio o sensor para observar el contenido y realizar
analisis. La mayor ventaja de la microfluidica para la microbiologia sobre los métodos de
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cultivo estandar, como un biorreactor, es que podemos estudiar una sola célula microbianay su
descendencia a la vez. Otra ventaja obvia es la reduccion de tamafio, lo que minimiza la muestra,
los reactivos y los volumenes quimicos necesarios. Pero también, se pueden realizar muchas
operaciones simultaneamente debido al tamafio compacto, lo que reduce el tiempo necesario
para los experimentos.

AR~ oo

: >

Volumen 1-1000L 0.01-1L Mas pequefios que 0.000001 L
(10> —-10°1)

Costo alto medio bajo

Experimentos en paralelo pocos pocas docenas millones

Método analitico analisis masivo andlisis masivo estudios de (nica célula

Los chips microfluidicos pueden tener mas que canales o estructuras de captura. La
combinacion de diferentes elementos funcionales como valvulas diminutas, electrodos o lentes
permite disefiar experimentos e investigaciones complejos en un solo chip, como en un
laboratorio completamente equipado. Por lo tanto, los chips microfluidicos en los que se pueden
realizar uno o varios procesos de analisis suelen denominarse dispositivos de laboratorio en un
chip. El nombre se origina a partir de uno de los objetivos de la microfluidica: miniaturizar un
proceso de laboratorio completo al tamafio de un chip para, por ejemplo, analizar rapidamente
muestras ambientales en el campo o0 muestras humanas en un entorno clinico.

En el caso mas simple, los chips microfluidicos no necesitan ninglin equipo externo,
salvo una pipeta para introducir la muestra en el chip. Sin embargo, este nivel de simplificacién
de la operacion es todavia bastante raro. Los dispositivos microfluidicos actuales suelen ser mas
bien un chip en un laboratorio que un laboratorio en un chip, ya que la mayoria de las veces se
necesitan muchos equipos externos como bombas, conectores, microscopios voluminosos y
sensores.

3. Cientos de millones de pequefios biorreactores. Las células individuales pueden
quedar atrapadas en estructuras microfluidicas como camaras o gotitas, incubarse y visualizarse
mediante, por ejemplo, métodos microscéopicos. Por lo tanto, se pueden estudiar células
individuales y colonias isoclonales derivadas de una sola célula. Esto es una enorme ventaja,
ya que diferentes células de una cepa pueden mostrar un comportamiento molecular y
fisiologico diferente, al igual que varian los hermanos humanos. Para poder estudiar tales
diferencias de comportamiento de las células, es necesario separarlas fisicamente y esto solo es
posible en tales estructuras microfluidicas.

Ademas, se puede lograr un control preciso del entorno inmediato cuando las células se
encuentran atrapadas en pequefias camaras y el medio pasa continuamente a través del chip
(microfluidica de flujo continuo). De este modo, se puede observar directamente el crecimiento,
la division y el destino de una sola célula. En este caso, incluso se puede controlar el tiempo de
exposicion de las células a diferentes sustancias quimicas que se bombean a través de ellas y se
puede estudiar la respuesta directa de los microorganismos a las sustancias quimicas, ya sean
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estimulantes o toxinas. Un ejemplo de aplicacion es encontrar la mejor composicion del medio
para una respuesta celular especifica (por ejemplo, crecimiento o produccion de sustancias).
Cientos de estas pequefias estructuras de captura se pueden operar en paralelo en un chip
microfluidico.

En un modo de operacion diferente, las células pueden quedar atrapadas dentro de
pequefias gotas de femto a microlitros (10-15 — 10-6 litros) que fluyen con la corriente fluidica
(microfluidica de gotas). Las gotas se crean cuando dos fluidos inmiscibles (fluidos que no se
mezclan) entran en contacto, generalmente agua y aceite. Esto permite una paralelizacion
mucho mayor de las condiciones experimentales, porque cada gota acuosa puede ser un
biorreactor miniaturizado con su propia condicién ambiental o un diferente contenido
microbiano: en otras palabras, cada microbio tiene su propia casa para crecer no tienen que
compartir recursos con otros, solo con sus propios descendientes.

Para la mayoria de los microorganismos, se desconocen las condiciones ideales en las que
creceran mejor. Gracias a la alta paralelizaciéon de las gotitas, se pueden analizar miles de
condiciones y distintas cepas en un solo experimento. Si bien las gotitas imitan las condiciones
de un biorreactor, el entorno dentro de cada gotita no se puede controlar con tanta precision
como con la microfluidica de flujo continuo.

Gotas Céamaras de crecimiento Canales de crecimiento

——— =

© Martina Graf (Leibniz-HK1)

© Martina Graf (Leibniz-HKI) A ©Luisa Blébaum (Uni Bielefeld)

. Estudios posibles de tnica célula + Tt tit
. Paralelizacion / capacidad para experimentos de pantalla S 0 +
. Control ambiental para cada célula T +4++ +4++
. Tiempo de resolucién

. 0 +++ +++

Recuperacion de células interesantes
+++ - -

Esquema de gradiente: - imposible, 0- nivel basico, comparado al cultivo masivo, +/++/+++ grado de caracteristica mejorada en comparacién con el cultivo a granel

4. Aplicaciones de la microfluidica en microbiologia. Los chips microfluidicos se
utilizan para abordar muchos tipos diferentes de cuestiones de investigacion microbioldgica.
Podemos elegir entre operaciones que atrapan una sola célula y permiten su observacion
continua y directa, u operaciones de millones de cultivos paralelos en gotas que nos permiten
examinar una gran cantidad de células para una determinada funcion.

En la microfluidica basada en células individuales, el comportamiento de crecimiento
de una célula, cudndo y como se divide una célula, los procesos de envejecimiento y las
interacciones entre células se pueden estudiar directamente observando la célula a través de un
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microscopio. De este modo, podemos aprender muchos detalles sobre la vida y las interacciones
de un determinado microorganismo. Dado que muchos microorganismos pueden vivir en
condiciones muy extremas, como un alto nivel de sal, un pH bajo o con compuestos tdxicos,
nos interesa comprender sus estilos de vida con mas detalle. E incluso si parecen muy diferentes
de nosotros, los humanos, podemos aprender sobre los procesos fisioldgicos y bioquimicos
béasicos de estas diminutas células que también son importantes para comprender las funciones
bioldgicas en general (como dijo una vez Jacques Monod: Lo que es cierto para E. coli es cierto
para el elefante™). Por lo tanto, estas células microbianas representan excelentes modelos para
estudios bioldgicos en fisiologia o genetica.

Por otro lado, tenemos esta gigantesca diversidad de propiedades y metabolitos
potenciales en el mundo microbiano y existe un gran interés en los procesos de cribado, donde
se buscan células con un comportamiento especifico entre millones de otras células. Este
cribado se puede realizar de manera efectiva en sistemas microfluidicos como las gotas debido
a la alta paralelizacion y alto rendimiento: en pocas horas se pueden cultivar y analizar millones
de microbios individuales. Un comportamiento especifico puede ser la formacién de un
producto natural hasta ahora desconocido.

Tenemos una necesidad urgente de encontrar nuevos productos naturales, especialmente
antibidticos, ya que los antibioticos existentes estan perdiendo su eficacia. La mayoria de los
antibiéticos comunes tienen su origen en microorganismos. Los microorganismos patdégenos son
muy activos en el desarrollo de resistencias contra estos antibidticos comunes, lo que nos deja
cada vez con menos estrategias de defensa contra enfermedades microbianas como la neumonia
o la tuberculosis. Con la microfluidica, podemos ser mas eficaces en la deteccion de la gran
mayoria del mundo microbiano desconocido para posibles nuevos farmacos candidatos.

Ademas, podriamos querer seleccionar un cultivo microbiano para los mejores
productores de una enzima altamente activa, lo cual es de interés para la biotecnologia, por
ejemplo, en detergentes para ropa, o en la fabricacion de productos quimicos para reemplazar
reacciones no sostenibles. O podemos extraer toda la comunidad de microorganismos de ciertos
entornos como el suelo, el agua o el intestino de un animal y utilizar la microfluidica de gotas
para separarlos y cultivarlos en el laboratorio para estudios futuros. Las técnicas de cultivo
tradicionales no son muy exitosas en esta tarea y solo cultivan entre el 3 y el 5 % de los
diferentes miembros de la comunidad. Con la microfluidica de gotas, cada célula tiene su propio
entorno y tiene una mejor oportunidad de crecer porque no tiene competidores.

También se pueden realizar estudios evolutivos. Las camaras microfluidicas con
diferentes condiciones de crecimiento se conectan a través de corredores que imitan diferentes
paisajes ambientales. Las poblaciones bacterianas en estos habitats interactlan entre si a través
de procesos de extincion y colonizacion. Por lo tanto, se puede estudiar la adaptacion bacteriana
a nuevos nichos ecoldgicos.

5. Perspectivas (Aplicaciones futuras). EI campo de la microfluidica se ha convertido en un
campo de rapido crecimiento. campo desde sus inicios a principios de la década de 1980. Los
sistemas sin células vivas ya son una parte central de muchos procesos analiticos, por ejemplo,
los dispositivos de medicion de azucar en sangre o cuando se analiza sangre y orina en un
laboratorio.

Debido a su manejo sencillo, rentabilidad y rapida ejecucion, los sistemas microfluidicos
tienen. El desarrollo de métodos para capturar células individuales, combinados con la
manipulacion precisa de fluidos, ha traido consigo un enorme potencial para el diagndstico en
el punto de atencion. Las aplicaciones potenciales de los diagndsticos en el punto de atencion
basados en células se encontrarian en el campo de la medicina personalizada. Las células
tumorales podrian tratarse con diferentes farmacos y combinaciones de ellos en dispositivos
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microfluidicos, para analizar qué farmaco tiene el mayor potencial de tratamiento antes de
administrarlo al paciente. De manera similar, la microfluidica también podria utilizarse para la
deteccidn rapida de sepsis y resistencia a los antibioticos. Se podrian analizar muestras de
pacientes para detectar resistencias bacterianas a todos los antibi6ticos disponibles en un solo
experimento. Se podria elegir un tratamiento réapido y eficaz, lo que reduciria la mortalidad de
los pacientes y la propagacion de resistencias a los antibidticos.

Otra forma de combatir la amenaza de la resistencia a los antibidticos es encontrar
nuevos antibioticos mediante el analisis de organismos conocidos y desconocidos. Con la
posibilidad de una paralelizacion extremadamente alta, la microfluidica tiene el potencial de
desempefiar un papel importante en el descubrimiento de nuevos productos naturales.

Hay grandes esperanzas de que las aplicaciones mencionadas anteriormente y muchas
més hagan avanzar la ciencia, revolucionen el diagnostico y lleguen al mercado en la proxima
década.

Relevancia para los Objetivos de Desarrollo Sostenible y los Grandes Desafios

La necesidad de nuevos métodos para estudiar los microbios y los avances en la tecnologia de
microfluidos tienen una relevancia significativa para varios Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ODS):

e Objetivo 2: Poner fin al hambre, lograr la seguridad alimentaria y la mejora de la
nutricion y promover la agricultura sostenible La microfluidica puede mejorar
nuestra comprension del suelo. Microbiomas, mejorando la productividad agricola al
optimizar la salud de los cultivos y la fertilidad del suelo. Ademas, la identificacion de microbios
gue producen bioherbicidas o biofertilizantes naturales puede reducir la dependencia de insumos
guimicos, promoviendo la agricultura sostenible.

e Objetivo 3: Garantizar una vida sana y promover el bienestar de todos en todas las
edades La microfluidica es la tecnologia es fundamental para descubrir nuevos
antibidticos y otros medicamentos. También ayuda a la medicina personalizada al
permitir la realizacion de pruebas precisas de medicamentos en células individuales, lo
que conduce a tratamientos més eficaces para enfermedades como el cancer y la sepsis.

o Objetivo 6: Garantizar la disponibilidad de agua y su gestion sostenible y el saneamiento
para todos. Comprender las comunidades microbianas en el agua a traves de técnicas de
microfluidos puede mejorar los procesos de purificacion de agua y el tratamiento de
aguas residuales, garantizando una mejor calidad del agua y reduciendo la
contaminacion.

o Objetivo 9: Construir infraestructura resiliente, promover la industrializacién
inclusiva y sostenible y fomentar la innovacién La microfluidica representa una
innovacion tecnoldgica importante que ofrece herramientas de analisis répidas y
rentables para diversas industrias. Esto fomenta précticas industriales sostenibles al
permitir procesos de produccion mas eficientes y reducir el consumo de recursos.

e Objetivo 12: Garantizar modalidades de consumo y produccion sostenibles Al
permitir la deteccion eficiente de microorganismos para aplicaciones industriales, la
microfluidica puede identificar procesos microbianos que reemplazan los procesos
quimicos, lo que conduce a meétodos de produccion mas sostenibles y reduce los
contaminantes ambientales.

e Objetivo 13: Adoptar medidas urgentes para combatir el cambio climatico y sus
efectos La microfluidica puede permitir el descubrimiento de microorganismos
productores de biocatalizadores. Estos biocatalizadores puedenpueden utilizarse en
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aplicaciones de bioeconomia, reduciendo la dependencia de productos derivados del
petréleo y mitigando asi las emisiones de gases de efecto invernadero.

Posibles implicaciones para las decisiones

Institutos de Investigacion e Industria

a.
b.

Costo de inversion inicial para equipo microfluidico necesario

Los experimentos de microfluidos son muy baratos en comparacion con los
experimentos en masa.

Se necesitan conocimientos técnicos especiales: invertir en programas de
educacion y capacitacion para equipar cientificos/personal de laboratorio con
habilidades en tecnologia microfluidica

La microfluidica es una tecnologia de vanguardia que podria ayudar a asignar
fondos.

La microfluidica podria acelerar la produccion del descubrimiento de
medicamentos

2. Trascendencia global

a.

La microfluidica permite una medicina personalizada y un diagndstico en el
punto de atencion rentables que pueden reducir el uso excesivo y el uso indebido
de medicamentos como los antibidticos. Esto podria ayudar, por ejemplo, a
desactivar la crisis mundial de resistencia a los antibioticos.

El cribado de alto rendimiento de cepas microbianas podria dar lugar a nuevos
productos naturales respetuosos con el medio ambiente, como bioherbicidas o
polimeros biodegradables. También podrian descubrirse nuevos antibidticos y
otros productos terapéuticos.

Una mayor capacidad para estudiar las comunidades microbianas en diversos
entornos conduce a una mejor comprension y posiblemente a una mejor gestion
de los ecosistemas.

Participacion de los alumnos

¢Qué desafio ve usted al estudiar un microorganismo especifico?

¢Por qué es tan dificil cultivar la mayoria de los microorganismos en el laboratorio?
¢Qué te gustaria saber sobre un microorganismo?

¢Como intentarias estudiar este microorganismo?

¢ Por qué necesitamos buscar urgentemente nuevos productos naturales, como los
antibioticos?

¢ Conoces otros productos de microorganismos que podamos buscar mediante
microfluidica?

¢ Qué otras aplicaciones de la microfluidica imaginas?

La base de evidencia, lecturas complementarias y materiales didacticos
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Gotitamicro fluidica:

Shang, Luoran, Yao Cheng y Yuanjin Zhao. 2017. “Microfluidos de gotas emergentes”.

Resefias de productos quimicos117 (12): 7964-8040.

https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.6b00848. Joensson, Haakan N. y Helene Andersson

Svahn. 2012. “Microfluidica de gotas: una herramienta para la Andlisis."  Encantado
Quimica - Internacional Edicion 51 (49): 12176-92.

https://doi.org/10.1002/anie.201200460.

Célula unica:

Rosenthal, Katrin, Verena Oehling, Christian Dusny y Andreas Schmid. 2017. “Mas alla de la
masa: revelando la vida de células microbianas individuales”. FEMS Microbiology Reviews 41
(6): 751-80. https://doi.org/10.1093/femsre/fux044.

Laboratorio de chip en dispositivos:
Roszek, SAB Hermsen B. y AW van Drongelen RE Geertsma. 2013. “Dispositivos de
laboratorio en un chip para diagndsticos clinicos”. Informe del Instituto Nacional de Salud
Pablica y Medio Ambiente (RIVM).

YouTube:
e Copa Europea de Microfluidos del Mundo: Microfluidica y Microbiorreactor:
https://www.youtube.com/watch?v=zI0ZjKdZle4
e EI Lutecio Proyecto: Microfluidica Aventuras:
https://www.youtube.com/watch?v=EYuyRUjnTgc
e Gotitas programables: https://www.youtube.com/watch?v=z0NBsyhApvU

Glosario
Organismo También conocido como organismo unicelular. Organismo que consta
unicelular: Unicamente de una sola célula. Lo opuesto de organismo multicelular.
Arqueas: Dominio procariota de vida, sin membrana nuclear. La bioquimica y
los marcadores de ARN difieren de las bacterias
Bacterias: Dominio procariota de la vida, sin membrana nuclear, células con
bacterias ARNr
Eucariota: Ndcleo rodeado de membrana. Animales, hongos, plantas pero también

unicelulares. Los organismos pertenecen a este dominio


http://www.youtube.com/watch?v=zI0ZjKdZle4
http://www.youtube.com/watch?v=EYuyRUjnTgc
http://www.youtube.com/watch?v=z0NBsyhApvU
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Productos naturales: Compuesto quimico o sustancia producida por un organismo vivo. En
quimica médica, se hace referencia Unicamente a los metabolitos
secundarios (metabolitos que no son esenciales para la supervivencia
pero que producen alguna ventaja evolutiva).

Laboratorio en un chip: Una combinacién de maltiples funciones para el tratamiento y
analisis de una muestra en un chip microfluidico para realizar un
experimento completo

Isoclonal: Relativo al mismo clon, es decir, una célula con la misma identidad
genética.

Interaccion célula-célula: Se refiere a la interaccion directa entre células. Permiten que las
células se comuniquen entre si cuando se producen cambios en el
microambiente.

Nicho ecoldgico: describe como interactia una especie dentro de un ecosistema. El nicho de
una especie depende de la disponibilidad de recursos y
condiciones que le permitan sobrevivir.

Punto de Cualquier tipo de prueba diagndstica que no necesite realizarse en el
atencion laboratorio. Ejemplos: control de glucosa en sangre y pruebas de
diagnostico: embarazo.

Bioeconomia Transformacién de una economia basada en el petroleo a una

economia basada en combustibles fosiles Los recursos se sustituyen
por diversas materias primas renovables.
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