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Resumen
La contaminacién del agua es un importante problemade salud piblica en todo el mundo, y los métodos de
deteccion eficientes, precisos y rapidos son esenciales para garantizar un suministro de agua seguroy para
monitorear el vertido de efluentes industriales. Los métodos tradicionales de deteccidén de contaminacién
guimica o microbiolégica a menudo consumen mucho tiempo, son costosos, requieren de un equipo espe-
cializado, y de personal capacitado. Los biosensores dpticos ofrecen una alternativa prometedora, de alta
sensibilidad, selectividad y de un rapido tiempo de respuesta. El Biospeckle laser es una técnica 6ptica que
ha demostrado un gran potencial y sensibilidad en la deteccién de cambios biolégicos en la muestra. En
este estudio, presentamos esta técnica novedosa apuntando al desarrollo de un biosensor éptico capaz de
detectar contaminacién microbiolégica y quimica en aguas y efluentes. El biosensor utilizara la movilidad
de los microorganismos como indicadores de carga microbiana viable y contaminacién quimica, permi-
tiendo establecer el grado de contaminacién del agua segin el grado de movimiento de los microbios.
Nuestros resultados indican que los biosensores basados en speckle laser ofrecen un método potencial-
mente automatizado, no invasivo y representativo para detectar la contaminacién en agua y efluentes.
Este enfoque tiene un significativo potencial para el monitoreo de la calidad del agua y efluentes en entor-
nos industriales o municipales, y contribuye a reducir el riesgo de enfermedades transmitidas por aguas
contaminadas.
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1. Introduccion

La calidad del agua potable y recreativa es fundamental para promover el crecimiento econémicoyy la pre-
servacion del medio ambiente (UNESCO, Programa Mundial de Evaluacién de los Recursos Hidricos de las
Naciones Unidas, 2015). No obstante, en los paises que carecen de infraestructura adecuada, la evaluacién
de la calidad del agua es un verdadero desafio (Adu-Manu et al., 2018). Junto con programas efectivos de
saneamientoy tratamiento de aguas residuales, es extremadamente importante establecer métodos para
el andlisis de la calidad del agua que no requieran equipos de laboratorio costosos y/o personal calificado,
pero que brinden una respuesta rapida y tengan funcionalidad en el sitio (United Nations Environment
Programme, 2010).

Existen métodos directos e indirectos para determinar la presencia de microorganismos en el agua. Los
métodos directos incluyen el recuento de células al microscopio, el recuento de unidades formadoras de
colonias (UFC) (Contois, 1959) y el nimero mas probable (NMP) (Madigan, 2009). Sin embargo, estos méto-
dostienen limitaciones en términos de tiempo, medios de cultivo selectivos y recuento de microorganismos
no cultivables (Meyer et al., 1985). Por otro lado se han desarrollado métodos rapidos e indirectos, como la
estimacion de bacterias a través de la densidad dptica (Myers et al., 2013). Las técnicas de dispersion de luz

(turbidimetria) son herramientas (tiles, pero presentan limitaciones en respuesta lineal e interferencias.
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Para el monitoreo de contaminantes ambientales existen métodos quimicos, fisicos y bioldgicos. Los
métodos quimicos ofrecen una deteccién cualitativay cuantitativa, pero no reflejan directamente el efecto
toxico ni permiten el monitoreo en tiempo real. Los métodos fisicos son complejos y costosos, y se utilizan
principalmente en sensores remotos (Glasgow et al., 2004). Los métodos bioldgicos utilizan organismos
para evaluar sustancias téxicas, como microorganismos, plantas, invertebrados y peces. Estos métodos son
ampliamente utilizados debido a su simplicidad, rapidez y reproducibilidad. La eleccion de un bioensayo
depende de la sensibilidad, el costo y la respuesta requerida.

Desde la invencion del microscopio, las técnicas 6pticas han sido instrumentos fundamentales para ob-
servar, analizary prever comportamientos biolégicos en distintos tipos de muestras (Havlik etal., 2022; Lei
etal., 2022; Teague et al.,, 2022). Los métodos dpticos resultan una herramienta con gran potencial, dada
su facil aplicacién, economicidad, y rapida velocidad de respuesta, siendo no destructivos y disminuyendo
el contacto operador-muestra. El speckle de laser dinamico (BSL) es un fendémeno dptico que ocurre cuando
la luz coherente de un laser interacttia con una superficie rugosa o una muestra que varia en el tiempo, ge-
nerando un patrén de interferencia aleatorio y granulado. Este efecto se utiliza para obtener informacién
sobre propiedades estructurales y funcionales de tejidos biologicos (biospeckle) de alta resolucién y a tiem-
po real (Rabal y Braga, 2009). La capacidad de medir la actividad biolégica a través de indices indirectos
que superan el consumo de tiempo, las pruebas fisico/quimicas, y el juicio humano, definidas como Gold
Standards (BragaJanior, 2017), es una fortaleza destacada.

Aunque el potencial del BSL es altoy la demanda crece en la industria, se ha investigado poco su aplica-
ciénen laevaluacion de la calidad del agua. En este trabajo mencionamos las investigaciones que se estan
Ilevando a cabo en nuestro grupo de investigacion para la determinacion de la calidad microbioldgica y

quimica del agua utilizando BSLy la bacteria Pseudomonas aeruginosa como bioindicador.

2. Metodologia

Los arreglos basicos de laser y dptica para conseguir la sefal de biospeckle son: 1) dispersién frontal
(fowardscattering) y 2) retrodispersion (backscattering) (Figura 1). La configuracién de dispersion frontal
solo es posible cuando la muestra es transparente y el laser la puede atravesar, llevando informacién a la
camara. Sin embargo, esta configuracion presenta una menor sensibilidad que la configuracién de retro-
dispersion (Rabal y Braga Jr., 2009), que se puede aplicar tanto a muestras transparentes como opacas. La
evolucion de esta actividad se caracteriza por mltiples descriptores, que aportan informacién cualitativay
cuantitativa sobre los procesos que provocan cambios dindmicos en la muestra objeto de estudio (Ansari et
al., 2016). Los fotones retrodispersados son registrados por una cdmara equipada con un sensor de imagen
sensible en el rango de onda corta visible e infrarrojo cercano del espectro electromagnético. La idea prin-
cipal de utilizar el fendmeno biospeckle para monitorear la actividad biolégica es la creacion de un indice
(indice de biospeckle), que indirectamente puede coincidir con los movimientos biolégicos, quimicos o
fisicos de los dispersores en las muestras iluminadas (Braga et al., 2016).
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FIGURA 1. Arreglos laser para captura de imagenes de biospeckle. 1zquierda: dispersion frontal o
fowardscattering; derecha: retrodispersion o backscattering

Las técnicas de adquisicion y procesamiento de videos de speckle laser dindmico (SLD) se utilizan am-
pliamente en muchas aplicaciones en biologia, biomedicina, industria, etc. Las sefiales generadas por los
cambios de intensidad en cada pixel a través de la secuencia de imagenes de speckle se procesan para iden-
tificar la actividad subyacente de la muestra. en este trabajo se utiliza una placa de Petri con la solucién a
testear. Se iluminé con un laser de HeNe expandido y atenuado, desde |a parte inferior a través de un di-
fusor de vidrio esmerilado. Una cdmara CCD conectada a una PC registra la secuencia de imagenes de 400

framesy la almacena en la computadora.

3. Desarrollo
3.1. Preparacion de muestrasy adquisicion de imagenes
Se utilizaron cultivos puros de bacterias (Pseudomonas aeruginosa) en fase exponencial de crecimiento. A
partir de un cultivo madre se prepararon distintas concentraciones de células, utilizando solucién fisio-
|6gica (SF, NaCl 0.9% (v/v)) estéril como diluyente y como blanco, utilizando un espectrofotémetro UV/
Vis a 600 nm (0OD600). Una vez procesados estos datos se eligié una concentracion de microorganismos a
utilizar para evaluar su actividad (movilidad y viabilidad) en presencia de las siguientes sustancias toxicas
(kerosene, deceno, undeceno, dodeceno, pentaclorofenol, 2,4,5-triclorophenol, 2,4,5,6-tetraclorofenol y
2,4,6-triclorofenol).

Para tomar las imagenes de estas muestras se colocaron 5 ml de cultivo de cada concentracion a medir

en una placa Petri de 55 mm de diametro.

3.2. Metodologia de procesamiento del video
A partir de las secuencias de imagenes de los patrones de speckle generados por las muestras, se ensam-
blaron las series temporales correspondientes al nivel de intensidad de cada pixel (tantas series como la
resolucion de laimagen = 640 x 480 pixeles).

Los resultados fueron procesados utilizando diversos algoritmos y posteriormente se compararon esta-
disticamente, contrastando la actividad de speckle en las muestras con la medicién de solucién fisiolégica
estéril o la presencia de microorganismos en un medio no téxico como control.
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4.Resultados

4.1. Aplicacion en biospeckle a la determinacion de concentraciones bacterianas en agua

La evaluacion de muestras de agua con distintas concentraciones bacterianas medidas en un espectrofoté-
metro a 600 nm. y su correlacion con la actividad de speckle laser dindmico monitoreada se muestra en la
Figura 2. Se observa una muy buena correlacién de la actividad medida entre 0 y 1 unidad de absorbancia
a 600 nm. Esta técnica permite discernir inequivocamente entre agua estéril y agua contaminada con mi-
croorganismos, lo cual en un principio esta técnica 6ptica serviria como sensor de esterilidad en liquidos. La
actividad medida con la configuraciény el procesamiento utilizado seria apta para determinar la densidad
de microorganismos en muestras de agua. Por otro lado, las muestras se evaluaron con un algoritmo alter-
nativo para obtener imagenes cualitativas y pseudo coloreadas que indican la contaminacién microbiana
en agua (Figura 3). Estos ensayos se llevaron a cabo con dos microorganismos distintos: Pseudomonas aeru-
ginosa (PSA) y Staphilococcus aureus (STA). Se puede observar que cualitativamente se observan imagenes
similares a una misma concentracién microbiana para ambas bacterias. Asi mismo, también se observa en
colores una mayor carga microbiana en las fotografias a OD=0.8 que a OD=0.2.

FIGURA 2. Correlacién entre la actividad de biospeckle y las concentraciones bacterianas testeadas. Las
mismas fueron determinadas por turbidez en un espectrofotometro a 600 nm.
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FIGURA 3. Imagenes cualitativas que representan la concentracion de bacterias en medio acuoso coloca-
das en dos pocillos de placa de Elisa. A. concentracion bacteriana 0D600=0.2. B. concentracion bacteria-
na OD600=0.2. Los pocillos de la izquierda contienen solucién salina con Pseudomonas aeruginosa. Los
pocillos de la derecha contienen solucién salina con Staphilococcus aureus. La barra de color indica la
mayor actividad (concentracion bacteriana) en rojoy la menor en azul.

4.2. Aplicacion del BSL a la determinacion de toxicidad quimica en agua con Pseudomonas aeruginosa
como bioindicador

La natacién y la quimiotaxis bacteriana (la atraccién positiva o negativa hacia determinados compuestos)
permite a las bacterias dirigir su movimiento de acuerdo con el entorno quimico. Pseudomonas aeruginosa es
quimiotactica y degradadora de hidrocarburos y clorofenoles (Nisenbaum et al., 2013; Okada et al., 2017),
porello se eligieron estos sustratos para testear la aplicacién del SLD al monitoreo del movimiento de estos
microorganismos es presencia o ausencia de estos toxicos. En la Figura 4 se observa la actividad de biospec-
kle medida para una misma concentracion de bacteria (OD=0.4nm) en presencia o ausencia de distintos
hidrocarburos y clorofenoles. Se puede observar que el speckle laser es capaz de evaluar diferencias de
movilidad de estos microorganismos en distintos sustratos. Con estos resultados parciales podemos supo-
ner que esta técnica serfa (til para poder desarrollar un sensor de toxicidad quimica con el uso de bacterias
moviles adecuadas.
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FIGURA 4. Actividad de biospeckle medida para muestras con Pseudomonas aeruginosa (OD=0.4nm) en
presencia o ausencia de distintos contaminantes.

Escala de actividad (movimiento bacteriano):

5. Discusion y analisis

Nuestro grupo se encuentra investigando recientemente la implementacién del biospeckle en el monito-
reo microbiano de muestras de agua a nivel de laboratorio. En particular, nos enfocamos en el monitoreo
microbioldgico utilizando Pseudomonas aeruginosa como microorganismo modelo. Mediante esta técni-
ca hemos logrado discriminar entre muestras de agua estéril y aquellas con concentraciones minimas de
bacterias. También estamos avanzando con el uso de esta técnica para el desarrollo de un bioensayo para la
deteccién de contaminantes en el agua mediante el uso de un microorganismo como bioindicador.

Viana y colaboradores (2017) aplicaron el biospeckle para evaluar la eficiencia de la desinfeccion de
efluentes mediante cloracién. Pero a pesar de las muchas aplicaciones reportadas (Braga Jdnior, 2017; Zdu-
nek y Herppich, 2012), la principal limitacién del uso de SLD es su uso limitado en laboratorios 6pticos y,
por lo tanto, la baja accesibilidad para los usuarios finales. Por lo tanto, el principal desafio es trasladar los
equipos SLD de los laboratorios 6pticos al disefio de dispositivos portatiles. El desarrollo de la electrénica
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digital y de las fuentes laser abrié nuevas puertas con respecto al fenémeno del laser biospeckle y a las
posibilidades de construir equipos confiables. Catalano y col. (2019) reportaron recientemente las condi-
ciones clave para adoptar el SLD utilizando un dispositivo mévil, un teléfono inteligente, para capturary
analizar los datos. Las pruebas demostraron que el SLD se puede implementar de manera factible en los
teléfonos inteligentes, pudiendo ensamblar imagenes con la calidad y la velocidad necesarias, asi como
también, pudiendo ejecutar los métodos principales en un tiempo razonable, sin interrupciones. Por lo
tanto, presentado todos estos esfuerzos cientificos, el principal desafio de utilizar sistemas laser biospec-
kle es sumigracién al campo o incluso su uso fuera de los laboratorios 6pticos.

6. Conclusiones

Segln la bibliografia citada, la técnica de monitoreo de biospeckle laser ha demostrado tener una amplia
gamade aplicaciones con un enorme potencial en el monitoreo ambiental y el analisis de aguas. En este ar-
ticulo, nos enfocamos en explorar los principios y las aplicaciones limitadas del método en el monitoreo del
agua, y presentamos nuestra contribucién al desarrollo de esta aplicaciény los principales desafios asocia-
dos. Nuestra investigacion demuestra el gran potencial de esta técnica para el monitoreo microbiolégicoy
de toxicidad en agua, utilizando movilidad bacteriana como indicadores. Esto hace que la técnica sea alta-

mente prometedora para el desarrollo de biosensores dedicados al monitoreo ambiental en tiempo real.
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