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Se presentan los resultados experimentales de la apiicdeila écnica de speckle damico para describir actividad délalas bacterianas

de la especi&scherichia coli (ATCC 25922)ultivadas en placas de Petri de dos compartimientos, empleando uno de ellos como control
no inoculado. En los experimentos se registraroaigemes de cuadros de speckle que se procesaron y posteriormente, se obtiiadeen se
opticas de la actividad bacteriana utilizando umméca concentradin de iroculo y dos configuraciones diferentes de incidencia del haz de
luz laser sobre el medio bajo estudio. Los resultados obtenidos para ambas configuraciones son discutidos. Se concligtedpudal m
instalacon disdiada y montada y el procesamiento d@gmnes asociado, permitieron detectar y describir la actividad bacteriana.

Descriptores: Speckle diamico; actividad bacteriana;éoulo; UFC; procesamiento de agenes.

We present the experimental results of applying the laser dynamic speckle technique to describe bacterial cells activity corresponding to the
speciesEscherichia coli (ATCC 259223)ultivated in two-compartment Petri dishes, using one of them as a non-inoculated control blank.

In the experimental series we registered speckled images and after processing them, we obtained optical signals of the bacterial activity
corresponding to a single cell concentration and two different laser beam impact configurations. The results for both configurations are
discussed. We conclude that the method, the designed and mounted set-up and the associated image processing allowed the detection and
description of the bacterial activity.

Keywords: Dynamic speckle; bacterial activity; inoculum; CFU; image processing.
PACS: 42.30.Ms; 42.62.Be

1. Introduccion En este trabajo se presentan los resultados obtenidos a
partir de experimentos que permitieron detectar actividad

Algunos medios bidigicos y no biobgicos como las frutas, bacteriana de cepas Eescherichiarc_o_li(E. COI_D emple_a_ndo

las plantas, las semillas o los microorganismos y las pintura@S Propiedades de los specklesaimcos. Dicha actividad

o las superficies sometidas a coréwsi presentan cambios PUdO describirse mediante el empleo de un procesamiento

en la textura superficial y fluctuaciones en odices de re- digital de imagenes basado en ebtodo de las diferencias

fraccion. Estos efectos producen que cuando las superficid€MpPorales [13]. Algunos trabajos previos tratan los sistemas
de estos medios son iluminadas, la luz se disperse [1-15 acterianos utilizandcetnicas de speckle [20-21]. Sin em-

Los procesos que ocurren en estos medios han sido descP@r90: el tratamiento tiene un enfoque diferente desde el pun-
tos mediante diferentesé&todos, entre ellos la termogiaf to de vista cuantitativo y cualitativo, no siendo un objetivo la
infrarroja [16-17], la tomograé optica [18] o la microcalori- determinadn en el tiempo del momento a partir del cual el

metiia [19] y su empleo muchas veces requiere de una instaistema biddgico comienza a comportarse significativamente

lacion sofisticada o de condiciones de trabajo bien controlag'ferente'

das. La E. coli constituye un modelo experimental atractivo y
Cuando incide luz coherente sobre una superficie se pr@_xtensamente empleado en la literatura. Las bacterias de esta

duce una distribuéin de irradiancia aleatoria denominada pa-€SPeci€ habitarigicamente en los intestinos de mitenos y

tron de speckle [1-15]. La formami de estos patrones vie- POT €nde en las aguas negras y su presencaassciada al

ne dada por la distribugh aleatoria de fases que se produceestablecimiento de algunos @&stlares higinicos sanitarios

cuando la luz se refleja en la superficie y aparecen puntd¥! S responsables de enfermedades heterdpatag, he-
claros y oscurosipicos de un cuadro de interferencia. Si la t€rotoxigenicas, heteroinvasivas y hemagicas [22-24,27].

superficie iluminada presenta alggrado de actividad, co- Para desarrollar el trabajo experimental que se pretende
mo en el caso de los medios antes mencionados, se obsermfaordar, se ha supuesto qued@artica de speckle damico

un patbn de speckle diamico. Este feomeno se manifies- podia describir la actividad bacteriana relativa a cepak.de

ta como un cambio en la estructura del patde moteado coli. Esta hipptesis se basa en varios elementos. La actividad
en el tiempo y se relaciona con la evolutidel medio dis- que describe la damica del sistema se manifiesta cuando el
persor, por lo que la caracterizanide la evolu@n de dicho  cuadro de interferencia aleatorio cambia su estructura debi-
patton, puede suministrar informdagi acerca de los procesos do al movimiento de las zonas dispersoras, en este caso las
gue tienen lugar en el medio. células de las bacterias y sus asociaciones. Por otra parte los
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cambios en eindice de refrac@n que se producen, generan
variaciones en el camir@ptico e imprimen diamica al siste-
ma. Si un haz de luz coherente atraviesa un medio poblado di
bacterias o se refleja en su superficie, experimamambios
de fase, cambios de direba de propagadin, cambios de
polarizacbn y cambios de atenu&ci que podan utilizarse
para describir la actividad bacteriana. El registro dagemes
de speckle de&ulas bacterianas debe brindar inforngeci
sobre su actividad, debido a que los cambios que experimenti
la fase de la onda luminosa producen cambios de la estructu \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
ra del cuadro de speckle que pueden a su vez, asociarse a lc
procesos que tienen lugar en el medio bajo estudio.
Partiendo de las evidencias enunciadas, esta investiga
cibn se propone como objetivo probar &chica de speck-
le dinamico y determinar sus posibilidades para describir la
actividad de élulas de la especie. coli, utilizando dos con-
figuraciones diferentes en la forma de iluminar la muestra.
Se pretende comprobar experimentalmente si: &claita es
capaz de detectar actividad relativa&utasE. coli, b) los N
valores de actividad obtenidos responden a la confighmaci \“\“\“\
utilizada para iluminar la placa de Petri y c) el tiempo en que )
se detecta la actividad diferenciada entre el medio de cultiv&icura 1. Configuraciones utilizadas en la realiZatide los ex-
y las bacterias es o0 no dependiente de la configbmadili- perimentos.
zada.
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estabilizado en temperatura. El objetivo fot@figo (4)
2. Materiales y metodos (Krasnogorsky factory S. A. Sverey, Industar 61 L/D) tiene
una distancia focal de 50 mm y asicoplado a unaatnara

En los experimentos se utilizaron placas de Petri de dos conMOS USB Vimicro ZC0301PLH (5).
partimientos. Ambos compartimientos contienen medio de El dispositivo anteriormente descrito se coloca en el inte-
cultivo lido (Agar Mueller Hinton IMHA), Oxoid) pero so-  rior de una incubadora (6) estabilizada at875°C, tempe-
lo uno de ellos fue inoculado coklulas bacterianas utilizan- ratura que se reporta comodatima para que se produzca el
do el netodo de hisopo calibrado [25], con el que se logra unarecimiento de I&. coli[26-27].
distribucbn homo@nea de las cepas bacterianas en el medio La sdial de la @mara se introduce en el computador (7)
de cultivo. De esta forma, por un lado se logra un registro denediante una interfaz USB. El ordenador se encarga de con-
la actividad de fondo inherente al medio de cultivo, mientragrolar la captura de los cuadros de speckle resultantes de la
en el otro compartimiento se registra la actividad bacteriandnstalacon y de procesarlos empleando unodigos progra-
El medio de cultivo es de color verde mugliglo, piactica-  mados en Matlab R2009a.
mente transparente, de manera que es posible monitorear un |os experimentos se llevaron a cabo utilizando 0,7 Mc-
proceso que ocurre a nivel superficial Farland como concentrai de irbculo, la cual es equivalen-

La Fig. 1 muestra un esquema simplificado de la instate a 2,1x 10°® UFC/mL. Dicha concentragn se determin uti-
lacion experimental con dos configuraciones diferentes parizando el sistema Diramic [28] que proporciona un resultado
iluminar la muestra objeto de estudio. En la configwa@), de UFC/mL utilizando la turbidez del medio de cultivo pobla-
la placa de Petri eatcolocada de manera que el haz incidedo con bacterias. Cada experimento para cada configuraci
directamente sobre el medio de cultivo. En el esquema reprge repitb seis veces.
sentado en b) se muestra otra forma de iluminar la placa; en E| medio de cultivo se prepam partir de bases deshidra-
este caso el haz incide por la parte inferior, de manera que agadas, siguiendo las especificaciones de los fabricantes [29].
cede indirectamente al medio de cultivo dezpde atravesar E| medio esh compuesto por infush de carne (2 g/L), al-
un volumen del material de la placa. midon (1,5 g/L), peptona de cdsa H (17,5 g/L) y agar bac-

El esquema de la instaléci se describe a continuaaoi teriologico (17 g/L) y fue comprado por el Biocen al fabrican-

La muestra (1) eéten una placa de Petri 90 mm de te alenan SIFIN Institut fir Immunpéparate und Bhrme-
diametro que contiene medio de cultivo. El diodsédr (2) dien GmbH Berlin. Inmediatamente degsude un proceso
(Sanyo, DL3147-060) emite luz de 650 nm de longitud dede esterilizadin, se dejaron enfriar las bases hasta 4850
onda con una potencia luminosa de 10 mW. A su vez, estuego se coloraron las placas de Petri en el equipo de flujo
ta fuente de luzdser est acoplada a una lente convexa (3) laminar y se les agrégel medio de cultivo hasta una altu-
gue ilumina cada uno de los compartimientos de la placa dea de 1 mm, se déjsolidificar y se incub durante 24 horas
Petri con un haz divergente de 12%¢yrtrabaja en unggimen  a 37C.
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El procedimiento utilizado para la ejec@nide los expe- dondem y n son losindices espacialesifgeles) de laimagen

rimentos es el siguiente: y k 'y p representan la componente temporal de la secuencia

B _ que contienen la informaan de la diamica del sistema. Pa-

1. Se esteriliza la incubadora con alcohol al 90% de PUrta el caso esp@‘mo del procesamiento de estaémnes se

reza. utilizé p = 1 que permite procesar dos éigenes consecuti-
vas.

2. Se prepara la placa de Petri con medio de cultivo. Se . ) ,
siembran las @ulas de las bacteriag. coli (ATCC En el procesamiento de las@genes resultantes de la ins-
talacbn se ha definido la actividad media como:

25922, en el medio de cultivo de uno de los comparti-

mentos. N u
1
3. Se energizan el diodaser y la incubadora. Dupan(k) = 315 > 2. Dlmn.k) ©)
n=1m=1

4. Inmediatamente se coloca la placa de Petri adecuada-
mente en la parte inferior del equipo de manera que Los valores de la media de la diferencia de la distribu-
gueden iluminados ambos compartimientos. Se verificion de irradiancia son utilizados para determinar cuantitati-

ca utilizando el programa controlador que En@ara  vamente la actividad bacteriana en ambas configuraciones. Si

esk bien enfocada y con amnetros que permitan cap- los valores medios d®(m,n, k) cambian en el tiempo, es
turar una imagen de un cuadro de speckle completaporque los bacterias @st experimentando una actividad que
mente desarrollado. el sistema puede detectar y el procesamiento de lagem

nes puede diferenciar de la actividad inherente al medio de

5. Se cierra la incubadora heéticamente y se esperan ¢jtivo.

25 segundos hasta que se estabilice la temperatura. Si se utiliza un criterio de acumul#@ci de la actividad,

6. Se ejecuta el programa de las capturas. A partir de e$le manera que las fluctuaciones en los valores no se tengan

te instante y durante 24 horas, se captura una image#! CUenta, si no que se sumen para analizar énfiemo de
de la placa de Petri cada 15 minutos, para un total dé'anera global, entonces la defidicide actividad acumulada
96 imagenes. El programa indica que las capturas haMiene dada por la exprési:

terminado 24 horas despst K

7. Se verifica que no se hayan formado colonias en el Dcum(m,n, k) = ZDMEAN(m,n,k) (4)
compartimiento de control para garantizar que no se k=1
contamird la placa con otras bacterias que pudieran

poblar el interior de la incubadora. _ .
3. Resultados y discusiones
8. Se procesa la informamn obtenida de la instalam.

. , , , La secuencia de iagenes que se muestra en la Fig. 2 eviden-
El procesamiento de las &genes se basen el nétodo

de las diferencias temporales propuesto por Mabpezet
al. [13]. Este neétodo permite obtener la diferencia debdu-
lo de los valores de irradiancia normalizados respecto a la
potencia de dos cuadros de speckle consecuiMos, n, k).

Al sustraer estos valores pixel a pixel y hallar édualo de
la diferencia, se tiene un registro de lo que ha cambiado en e
paton de speckle como consecuencia de la actividad bacte
riana que tiene lugar en el compartimento de la placa de Petr
sembrado con&ulas deE. coli. De igual forma se puede

conocer 6mo se comporta la actividad del medio de cultivo.

La definicbn de irradiancia e&tdada por la expre&sn:

miento de la secuencia deagenes en los compartimientos

i horas

P 13 horas . 5horas
E=> (1)

dondeP representa la potencia luminosa del hat gl area

de irradiacon.

Teniendo en cuenta gque se registran los cambios en el pags 7o
tron de speckle, el odulo de la diferencia de los valores de

irradiancia viene dado por la exprési FIGURA 2. Secuencia temporal de agenes de a una placa de Pe-
tri de dos compartimentos. En el compartimento B se inocularon
D(m,n, k) =|E(m,n,k+p)— E(m,n, k)| (2) cepas bacterianas a una concenémacie 0,7 McFarland.
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cia que se ha detectado actividad. Al comparar el comporta-
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FIGURA 6. Actividad acumulada paradeulo a 0,7 McFarland con
la configuraddn de iluminadbn indirecta del medio de cultivo.

FIGURA 4. Actividad media para ioculo a 0,7 McFarland em-
pleando la configuraén de iluminaddn indirecta del medio de cul-
tivo.

tiene una decadencia en el compartimento donde se sembra-

A (medio de cultivo) yB (medio de cultivo inoculado con ron las &lulas deE. coli, mientras que en el compartimento
E. coli), se observa que la estructura del cuadro de speckidgonde $lo se &adib medio de cultivo, la actividad se mantie-
correspondiente al compartimieriBode la placa de Petri se ne péacticamente invariable durante el tiempo de inculraci
modifica en el tiempo, mientras que la del compartimigkto De estos resultados se deriva que la forma en que se repre-
permanece muy similar. senta la actividad bacteriana es independiente de la configu-
Este resultado constituye una evidencia cualitativa de queacion utilizada, empleando un haz de luz que incide directa
se ha detectado un cambio en la estructura del compartimien-indirectamente.
to inoculado que eatasociado a la actividad bacteriana inhe-  De igual forma, las Fig. 5y 6 muestran una actividad acu-
rente a las elulas deE. coli. mulada que evidencia una diferenctatien la forma en que
Luego de procesar las secuencias dagenes correspon- se comporta la actividad del medio inoculado y el no inocu-
dientes a ambos experimentos utilizando étado de las lado, que es independiente de la configuiade incidencia
diferencias temporales, se obtuvieron los resultados que skl haz de luz.
muestran en las Fig. 3 y 4 para las actividades medias de am- Para ambos compartimentos, el inoculado y el no inocu-
bas configuraciones. lado, resulb notable que los valores de actividad asociados
Para la actividad acumulada se obtuvieron los resultadoal experimento con la segunda configuéacifueron meno-
gue se muestran en las Fig. 5y Fig. 6. res como resultado de incidencia indirecta de la luz, lo que
Las g#éficas de la Fig. 3 (iluminaoh directa) y la Fig. 4 esh relacionado con la atenuéni que experimenta el haz
(iluminacion indirecta) muestran el comportamiento del pro-cuando tiene que atravesar un volumen del material de la pla-
medio de la actividad media de los experimentos, obtenidea, antes de incidir sobre la zona de estudio.
en ambos compartimentos de la placa Petri, el inoculado con Esto puede explicarse si se analiza la expreél). En el
células dekE. coli (grafico azul), y el que solo contiene me- caso en el que el haz incide indirectamente sobre el medio de
dio de cultivo (gafico rojo). En ambas configuraciones, secultivo, despés de atravesar un volumen de la placa de Pe-
detecta una actividad que se incrementa en el tiempo y luedd, los valores de actividad son menores porque la vanaci
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de la potencia del haaP =(P; — P,) es negativa debido a facilmente procesados por ebtndo de las diferencias tem-

que el haz se ha atenuado y en consecuencia la irradianciagrales para representaéficamente la evoluén de la acti-

parametro descriptor de la actividad, disminuye. vidad bacteriana. Por lo tanto puede decirse que la actividad
No obstante debe Balarse que el tiempo en el que se tiene lugar fundamentalmente a nivel superficial, donde la in-

produce la actividad diferenciada deHacoli respecto a la fluencia del medio en forma de agar, es poco significativa.

actividad del medio de cultivo es independiente de la con-

figuragbn de incidencia del haz. Estg 'fﬁ'rneno tiene Iuggr 4. Conclusiones

aproximadamente a las 5 horas de iniciados los experimen-

tos y tanto la actividad media como la acumulada lo hacemna instalacbn experimental y el procesamiento de lagg®e-

evidente. Esto demuestra que éznica de speckle dimi-  nes asociado, basados erdartica de speckle damico, per-

co empleada es consecuente con ebfeeno independien- miten la caracterizaon de la actividad bacteriana en placas

temente de las condiciones de incidencia o ateduadel  de Petriy la representasi de la evoludn de dicha actividad

haz, elemento que soporta el potencial que tiene éstaca  en el tiempo; no es posible la descripeide la actividad sin

para para describir fémenos en este tipo de medios. Estecontar con todos estos elementos.

resultado coincide con los reportes de Hatl en su tra- Se ha podido demostrar tanto cualitativamente como
bajo [16-17], donde detectaron presencia de bactEriasli  cuantitativamente que la actividad diferenciada detectada se
en aproximadamente 5 horas utilizand@genesérmicas. encuentra relacionada con eventos que ocurren en el medio

La forma en que se presenta la actividad puede encontrale cultivo, espéficamente en el compartimento inoculado y
una analoga en el trabajo de Monod [22]. En su publidgati  que el tiempo en gque se detecta esta actividad es indepen-
el explica que el crecimiento bacteriano ocurre por fases giente de la configuragn de incidencia directa o indirecta
los resultados que se han obtenido en esta serie experiment@é! haz.
pueden explicarse con el esquema de crecimiento planteado De los resultados obtenidos se deriva que los objetivos
por Monod. Primeramente, la actividad se manifiesta com@ropuestos han sido cumplimentados y que lateigis es-
una fase latente, posteriormente tiene un crecimiento hastablecida se ha comprobado, &hica de speckle damico
un valor maximo y, pordltimo, presenta un decaimiento. Las combinada con un procesamiento adecuado de lagenes
imagenes de los patrones de speckle combinados con el preermite detectar y describir la actividad de |atutas bacte-
cesamiento basado en ebtado de las diferencias temporales rianas dek. coli.
permitieron obtener un esquema de crecimiento muy pareci-
do al modelo utiIizagio en microbiol@ _Baémdonos en esa Agradecimientos
analoda puede decirse que el crecimiento bacteriano es la
mayor contribudn a la actividad que el sistema es capaz deviuchos agradecimientos a todos los miembros del Labora-
detectar. torio de Microbioloda de la Direcdin de Diag@stico del

Como las bacterias han sido distribuidas uniformement€NIC por toda su colaborami. Igualmente agradecer a la
en la superficie, los procesos ligados al crecimiento bacteriddra. Luz Marina Miquet, al Dr. Eén Andrade y a la Dra.
no modifican, en consecuencia, la estructura del cuadro deinorah Herindez por su ayuda. Poltimo, expresar nues-
speckle de manera igualmente uniforme. Estéifieeno per- tro agradecimiento a lo&rbitros y revisores por susiticas
mite que la distribuéin de irradiancia en drea de estudio constructivas y las preguntas interesantes que puedan hacer-
presente cambios estructurales hoérogps que pueden ser nos.
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