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Resumen

El objetivo de este trabajo es demostrar la regularidad y confiabilidad en el
crecimiento de las colonias de ciertos microorganismos, usando el
biospequelometro laser. Este prototipo fue construido sobre una mesa anti
vibratoria con materiales y accesorios de bajo costo y ensayado utilizando
diferentes microorganismos cultivados en Agar Mueller Hinton. Se instalaron
tres laseres (azul, verde y rojo), asi como dos camaras web y una camara
CCD. En este trabajo solo se utilizo el laser verde en videos de 5 a 30
segundos. Se tomaron videos o fotografias de luz reflejada. El procesamiento
de video o foto se realizo con el Método de Diferencias Temporales (ImageJ)
o Diferencias Generalizadas (ImageDP). Teniendo estos fotogramas en el
programa de Excel, se obtuvieron graficas para asi proceder a hacer sus
respectivos calculos matematicos en la seccidon unidimensional, obteniendo
los resultados esperados para este trabajo. Resultando que en la seccion
unidimensional se observa el comportamiento de las colonias demostrando
ser un excelente método para ver la variabilidad, confiabilidad y regularidad
de las colonias teniendo como criterio de inclusiébn un margen de error de un
10%, siendo los otros métodos mas complejos y mas variables, pero no es
materia de este trabajo de investigacion.

Palabras claves: Prototipo, Biospequelometro, seccion unidimensional,
regularidad, confiabilidad.
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Introduccién

La evaluacion de microorganismos es un tema de gran interés en
microbiologia, biotecnologia, sistemas de salud e industria alimentaria. Una
identificacion rapida y precisa de los patdgenos es crucial para prevenir la
contaminacién de los productos del comercio y el consumo de la vida
cotidiana y para desarrollar protocolos de atencion sanitaria preventiva
(Ramirez, E. et al. 2017)

A medida que transcurre el tiempo se hace necesario la utilizacion y
optimizacion de nuevas técnicas de mayor sensibilidad y mas rapida para la
deteccion de posibles actividades microbianas usando nuevos sistemas
como es en el caso del "Biospeckle”

El patron de "Speckle” es un patron de interferencia originado por una luz
coherente reflejada o dispersada desde distinta partes de una superficie
iluminada. Como resultado emergen ondas que se interfieren y dan origen al
aspecto que se semeja agua hirviendo (Diaz k. y Gallego K., 2013)

El método de analisis de contraste de Speckle Laser es uno de los mas
utilizados en la deteccion de movimiento de fluidos en secuencia de
imagenes. (Briers & Webster 1996)

Cabe mencionar que speckle dinamico o interferometria de moteado,
consiste en el analisis de patrones de intensidad producidos por la
interferencia mutua entre frentes de ondas coherentes que son sujetas a
diferencias de fase o fluctuaciones de intensidad. Este trabajo de
investigacion busca demostrar ciertos parametros de regularidad que puede
presentar las colonias de varios microorganismos empleando técnicas
modernas como la del biospeckle laser.

Para ello se va a realizar un respectivo analisis de la actividad en
patrones de speckle dinAmico, empleando un prototipo de biospeckle que

cuenta con un laser; que permite la determinacion de los parametros que



puedan presentarse en las colonias de ciertos microorganismos. Cabe
sefialar que se procesaran videos que fueron tomados por otros autores
llevado a cabo en una anterior investigacion, lo cual permitio realizar el
procesamientos de todos los fotogramas que fueron seleccionados sin
ningun tipo de vibracion, se graficaran y finalmente se procedera a una
confrontacion del espectro de la molécula con los resultados obtenidos.

El estudio realizado se estructuro de la siguiente manera: Capitulo | (El
problema) integrado por el planteamiento de problema, justificacién, objetivos
(general y especificos), alcance y limitaciones de la investigacion. Capitulo Il
(Marco tedrico): constituido por trabajos previos, antecedentes histéricos,
antecedentes teoricos, definicion de términos, Operacionalizacion de las
variables y sistema de hipétesis. Capitulo 11l (Marco metodolégico): formado
por enfoque, tipo y disefio de investigacion, poblacién, muestra, sistema de
variable, técnicas e instrumentos de recoleccién de datos, procedimiento o
metodologia disefio de analisis. Capitulo IV (Resultados y discusiones).
Capitulo V (Conclusiones y recomendaciones). Biblihemerografia y anexos.

En este trabajo de investigacion hay que determinar los parametros de
regularidad que puede presentar las colonias de varios microorganismos
empleando técnicas modernas como la del biospeckle laser usando el

biospequelometro.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del problema

Las bacterias son responsables de millones de muertes de personas a
nivel mundial, siendo las causantes de algunas enfermedades mas
importantes asi como muchas otras de menor gravedad. Es mas frecuente
gue un microorganismo dado, origine la aparicion de numerosas
manifestaciones clinicas de enfermedad, a que varios produzcan una misma
enfermedad. (Diaz, K. y Gallego K. 2013)

Para dar respuestas a estas enfermedades se debe indicar una terapia
adecuada en base a la sensibilidad a los antibioticos para asi lograr
identificar en forma rapida y correcta el agente causal de la infeccion. Las
herramientas mas empleadas para su diagnoéstico, siguen siendo la
observacion directa, con o sin tincion y las técnicas de cultivo. Considerando
gue estos ultimos suelen demorar algunos dias, se esta estudiando la

posibilidad de poder implementar el sistema “Biospeckle”.

Se debe mencionar que el biospeckle es un fenémeno de granularidad
Optica debido a interferencia aleatoria entre ondas provenientes de un objeto
iluminado con luz laser (coherente) y cuya rugosidad es comparable a la
longitud de onda. Cuando la superficie que lo origina varia con el tiempo, el

resultado es una imagen llamada “speckle dinamico” o “biospeckle”



El andlisis de las imagenes de Biospeckle de la superficie de liquidos de bajo
volumen se ha desarrollado utilizando los pozos de placas VDRL para
ensayos de efectos microbioldgicos y farmacolbgicos [Grassi et al 2016,
Grassi et al 2019]. Ademas, el crecimiento de colonias bacterianas ha sido
evaluado por estos métodos [RamirezMiquet et al 2017].

Por tal motivo se ha demostrado que el speckle es una de las técnicas
gue en la actualidad estd dando muy buenos resultados, ya que aporta
informacion relevante de los componentes presentes en diversos
microorganismos, por lo tanto es necesario que para comprender el
fendmeno de speckle es conveniente analizar a la luz desde el punto de vista
ondulatorio.

Por consiguiente se plantea la siguiente interrogante:

¢ Existe regularidad y confiabilidad en el crecimiento de las colonias de

ciertos microorganismos, usando el biospequelometro laser para nuevos

trabajos de investigacion?

Justificacion

Se debe sefalar que este prototipo de estudio realizado por la Profesora
Cristina Grassi, es un dispositivo tecnologico en el que con tan solo, con
accesorios y piezas de bajo costo se puede tener un analisis y deteccidén de
microorganismos mas eficaces, teniendo como resultados una confiabilidad
en el uso de este prototipo y en el continuo uso de ese equipo a los

estudiantes de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis.



Objetivos de la investigacion

Objetivo general

v Determinar la regularidad de las colonias de microorganismo usando

el biospequelometro laser.

Objetivos especificos

v' Obtener la matriz y explicar los perfiles unidimensionales de las

colonias.

v' Evaluar los valores de maximos y minimos; y diferencia de ambos de

cada colonia.

v/ Comparar tabla de los valores de diferencia de maximos y minimos,

ecuacion polinomial y relacién porcentual del perfil unidimensional.
v Evaluar criterios de inclusion y exclusion porcentuales.

v' Explicar los perfiles bidimensional y tridimensional.

Alcance y limitaciones

Alcance

Desde el punto de vista bacterioldgico, los microorganismos como las

bacterias y los hongos poseen componentes esenciales que han demostrado



tener cierto grado de actividad cuando son expuestos a exposicion de luz
emitida por un laser; por los que son generalmente Optimas para realizar

extensos y atractivos experimentos.

Cabe la posibilidad de aprovechar las estructuras de estos
microorganismos para observar sus respuestas a diversos parametros

estudiados en este experimento.

Limitaciones

Experimentalmente en cualquier experimento va haber algo que limita el
desarrollo del trabajo ya que por tal motivo se escapa del control del
investigador, pudiéndose encontrar variables extraiias en el experimento que
sea dificil controlar los efectos que se puedan producir en el desarrollo del
mismo.

Para desarrollar el trabajo, se ha supuesto que la técnica de speckle laser
podria descubrir la actividad bacteriana en diversos microorganismos que
han sido procesados con anterioridad para que no exista ningun tipo de

interferencia.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

Trabajos previos

Si bien es cierto que hay investigaciones donde se probaron una técnica
optica de imagenes de speckle laser sin contacto para la identificacion
temprana de unidades formadoras de colonias bacterianas, la finalidad del
trabajo es comparar el método de imagenes de speckle laser para la
evaluacion temprana de la actividad microbiana con la inspecciéon visual

estandar bajo iluminacion de luz blanca (Balmages, I. et al. 2021)

Es por ello que (Ramirez, E. et al 2017) informaron sobre el
procesamiento de biospeckle de la actividad biolégica utilizando un esquema
de visualizacion basado en la tecnologia de informacion de imagenes
digitales, obteniendo como resultados que se ha encontrado adecuada para
monitorear la motilidad y los cambios morfologicos en la poblacidén bacteriana
a lo largo del tiempo y para detectar y distinguir una accion farmacologica a
corto plazo sobre los parasitos.

En la seccion de Biotecnologia de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis
de la Universidad de Los Andes, se ha implementado la técnica de
biospeckle en diversos trabajos.

(Garcia, L., 2011) estandarizo el uso de speckle dinAmico para detectar la
presencia de parasitos, para ello realizo el ensayo en una placa de V.D.R.L y
efectlo grabaciones de cada pozo realizando videos de 60 segundos. Esos

videos se procesaron con un programa disefiado, elaborado y ejecutado de



(Andrade, F., 2011) usando el método de Diferencias Temporales. Los
resultados indican que los parasitos en presencia de los diversos farmacos
ensayados alcanzan un valor de Media arrojado por el programa de
(Andrade, F., 2011), mayor que en ausencia de farmacos, estimulandose el
patrén de speckle bajo estas condiciones, asimismo, esta relacion es
dependiente de la concentracion de farmaco. Finalmente, demostré que esta
técnica puede sustituir los ensayos in vitro e in vivo, ya que es mas rapida y
se evita la contaminacién de medio.

Simultdneamente (Lobo, L., 2011), corrobor6 este planteamiento,
utilizando el biospeckle para medir la actividad de diversos farmacos sobre T.
cruzi, de esta manera se puede hacer una prediccion rapida del efecto a
corto plazo de los farmacos sobre los parasitos, produciéndose un efecto
instantaneo cuando se emplea Tofranil y Triptanol. En este trabajo no solo se
utilizaron nuevas propuestas de farmacos (antidepresivos triciclicos) como
trypanocidas, sino también se evalué el valor predictivo del biospeckle al
comparar los resultados con experiencias desarrolladas in vitro e in vivo.

(Belandria, O., 2011), disefio experiencias de biospeckle tomando en
cuenta los resultados de otros investigadores, (Garcia, L., 2011) y (Lobo, L.,
2011), pero aplicadas a E. coli. El disefio consistié en evaluar tanto el efecto
de la concentracion de antibiotico sobre la bacteria, como el tiempo de accion
del mismo, tratando de encontrar tanto la concentracion optima como el
tiempo minimo para la deteccion de Biospeckle.

Para ello desarrollo el Biospeckle con medio de cultivo, medio mas
bacterias, medio mas bacterias mas antibioticos y medio mas antibioticos,
inicialmente se observd que la presencia de bacterias aumenta el patron de
speckle, ademas se decidié esperar un tiempo prudencial de 15 minutos, y
asi evitar los efectos por movimiento, mezcla y difusién. Los resultados
demuestran que el biospeckle es mas eficiente con respecto a tiempos que

técnicas tradicionales como macro dilucién y difusibn en agar, por tanto



representa un método que tiene un valor predictivo para obtener
concentracion minima inhibitoria de un antibiético (Belandria, O., 2011).

En estos tres trabajos, los videos se procesaron por el Programa de
(Andrade, F., 2011), por el cual fue disefiado por el método de las diferencias
temporales tomadas de (Pomarico, J., et al 2004). Este Programa hace la
resta de las matrices de fotogramas consecutivos, y luego calcula la media
de cada matriz de diferencia, obteniendo un solo valor de Intensidad Media
Final. Este método tiene la particularidad de "normalizar” y disminuir las
diferencias. En los trabajos sucesivos se ha cambiado el andlisis hacia un
sistema de auto correlacién comparado cada matriz con una matriz constante
y tomando el cambio que ocurre en funcién del tiempo o pendiente, lo que ha
mejorado las diferencias entre videos. Este método ha sido denominado por
nosotros como comparacion de base contante.

En un estudio similar, realizado por (Diaz, K. y Gallego. K., 2013), se
utilizd biospeckle para medir el efecto de ciprofloxacina sobre E. coli, los
resultados permite inferir que se puede distinguir materia viva de materia
muerta, ademas se encontré con una posible correlacion entre la pendiente
de la tendencia lineal, la concentracién bacteriana y la concentracion del
antibidtico, tendiendo a ser mayor la pendiente cuando aumenta la
concentracion de bacterias, mientras que disminuye cuando aumenta el
antibidtico. En este trabajo los videos también se procesaron manualmente
por el método de comparacion con base constante.

Recientemente se han desarrollado dos trabajos el de (Méndez, R., 2015)
y (Abche, S., 2015) que han conducido al avance de procesamiento de
imagenes. (Méndez, R., 2015), examino las ecuaciones y los algoritmos
utilizados en el procesamiento y propuso nuevo meétodo basados en los
conceptos de flujo éptico, que denominamos flujo 6ptico IDAVB. (Abche, S.,
2015), tomo esa propuesta y reproceso los videos obtenidos por (Belandria,

0., 2011) y tomando en consideracién el modo de accién de los antibioticos



utilizados, contribuyo a constatar que ese nuevo procesamiento es mas
adecuado.

Todos los trabajos anteriores se llevaron a cabo con un ensamble manual
de laser, cadmara y porta muestras, que se armaba en un cuarto oscuro. A
partir del afio 2012 se comenzé a elaborar un prototipo de Biospeckle en el
contexto del Proyecto de Innovacion del Poder Popular para la Ciencia, la
Tecnologia y la Innovacién, intitulado: "Producto y proceso “para medir el
efecto de antibiéticos sobre microorganismos en un tiempo corto y utilizando
Biospeckle” Proyecto No. 2012001862.

(Bricefio, M. y Angel, A. 2013), utilizando el Prototipo de Biospeckle en
sus primeras etapas de fabricacion, también aplicaron Biospeckle en el
estudio de bacterias, para ello emplearon métodos de atenuacion de laser
con el objetivo de detectar la presencia de la misma, usando laser rojo, verde
y azul con vidrios o filtros como atenuadores. Los resultados indican que el
vidrio es buen atenuador cuando las bacterias estdn muy diluidas, sin
embargo ocurre saturacion de la imagen y afecta la camara, por lo que
recomienda usar filtros.

Asi mismo demostraron que empleando el laser verde se detecta solo
efecto antibidtico cuando se usa vidrio como atenuador, mientras que si se
usa un filtro se detectan solo bacterias. En el caso del laser azul se obtienen
resultados similares aunque es mucho mas versatil para detectar bacterias
concentradas y diluidas en presencia y ausencia de antibiéticos si se atenta
con filtro. En este trabajo los videos se procesaron manualmente por el
momento de comparacién con base constante (Bricefio, M. y Angel, A. 2013).

(Moreno. N., 2015), reunié las experiencias anteriores para mejorar los
datos de biospeckle. Para ellos se ha evaluado el efecto del antibiotico
Ampicilina -Sulbactam sobre E. coli, por Biospeckle, usando laser verde en el
prototipo construido y se han evaluado variables que inciden sobre este
sistema, tales como camara, resolucion, aumento, etapa del crecimiento,

presencia de antibidtico, etc. El procesamiento de videos se ha realizado por
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el método de comparacién con base constante y por el método 6ptico IDABV.
En ese contexto se ha logrado poner a punto una metodologia de
“Antibiograma de Biospeckle” y se ha evaluado la presencia de sistemas
articulados para aumentar la diferencia entre muestras vivas y aquellas
afectadas por el antibiotico.

Todo este sistema de deteccion de microorganismo por Biospeckle se
aplic6 a muestras de orina de pacientes que clinicamente tenian infeccion
urinaria y sus muestras se analizaron por VITEK y por Biospeckle, en el
Biospequelometro (Muiioz, O., 2015). Los resultados obtenidos en la
comparacién de coincidencia paciente por paciente, Vitek-biospeckle, es de
75%, concluyendo que el biospeckle es capaz de detectar actividad biologica
en muestras de orina y que pudiera llegar a ser una prueba complementaria
el analisis microbioldgico tradicional, tal como cultivo, antibiograma y VITEK,
ya que en un tiempo muy corto, podria dar una indicacion al médico para
iniciar el tratamiento, que luego se confirmaria por los métodos tradicionales.

(Griffin, K., 2015), aplico el analisis de imagenes por IDABV a videos que
tomaron la imagen de la placa completa, por lo que se disefié un sistema de
recorte de los pozos para poder hacer el analisis de imagenes de los pozos
individuales. Esta metodologia tiene la ventaja de asegurar condiciones
equivalentes para todas las muestras. En este caso se pudo determinar la
actividad de celebrex y EDTA pero dipirona no arrojo actividad, a pesar de
haber demostrado actividad por ensayos in vitro e in vivo.

(Arrieche, A., 2016), aplico el analisis de imagenes por IDABV a ensayos
realizados en medio liquido pero en viales de cultivos y cuyos videos se
tomaron de cuatro viales de manera simultdnea. En este trabajo se aplicaron
los métodos de IDABV, la separacién de imagenes dentro de un video y el
efecto de dipirona (que en ese caso dio los resultados esperados),
encontrdndose que el sistema arroj0 resultados adecuados y que este

enfoque podria ser utilizado.
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(Contreras R. 2016), determino la actividad del Trypanosoma cruzi en
presencia de farmacos usando la técnica de biospeckle laser usando dos
modalidades de procesamientos de imagenes. Se observaron 35 videos en
experiencias previamente realizadas, los cuales se corresponde a dos
tiempos (t0- t15); tomados a cada pozo con su respectiva droga en una placa
de VDRL. Como resultaron sugirieron las siguientes drogas (Dipirona,
Alopurinol, Alendronato + ketazol, Alendronato y Alendronato + Alopurinol)
por ser el mas potente para matar el parasito a los 15 min. Para el caso de
(0) min minimo solo 13 drogas generaron un efecto instantdneo cuando
entran en contacto con el parasito

Aunque otros autores tales como (Ramirez, E., Matrti, L., y Contreras, O.,
2011), También desarrollaron Biospeckle sobre bacterias, nuestro trabajo ha
resultado ser novedoso y original por usar bacterias en medios liquidos y
evaluar el efecto de antibidticos y lograr detectar pequefios cambios en la

actividad bacteriana en tiempo corto.

Antecedentes historicos

En la década del 60, especificamente el 16 de mayo de 1960; Theodore
Maiman, jefe de los Laboratorios de Investigacion Hughes, consigui6 fabricar
el primer laser operativo. El logro de este laser puso fin a una carrera que
habia ocupado a investigadores y laboratorios durante varios afios. Por otra
parte segun la version de los Laboratorios Bell, el acontecimiento clave se
remonta a 1958.

Sin embargo en aquel entonces (Gould G., 1.957) estudiante de
doctorado de la Universidad de Columbia en Nueva York, ya habia
desarrollado sus propias ideas para la fabricaciéon de un laser. Su trabajo

data de 1957, como demuestra el registro notarial que hizo de sus apuntes,

12



donde acufiaba el término "laser" como termino esencial de Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation.

En un principio Gould no solicité la patente, convencido de que antes
debia fabricar un modelo experimental. Cuando lo hizo, en 1959, la Oficina
de Patentes estadounidense ya se hallaba deliberando sobre la solicitud de
los Laboratorios Bell. Habrian de transcurrir veinte afios de amargas disputas
hasta que Gould lograse la adjudicacion de varias licencias relacionadas con
el invento, (Gould G., 1.957).

Una revision completa del campo complejo de la estadistica de “Speckle”
es el aportado por Goodman (1984), donde especifica que el “Speckle” es un
fenomeno aleatorio y puede describirse inicamente en forma estadistica.

Por lo tanto, es importante destacar que el método de andlisis de
contraste de Speckle laser propuesto por Briers & Webster (1996), es uno de
los mas utilizados en la deteccion de movimientos de fluidos en secuencias
de imagenes.

Desde entonces, se han vuelto indispensables en los laboratorios que
emplean métodos espectrofotomeétricos; actualmente pueden encontrarse en
miles de aplicaciones, en campos muy variados, como la electronica de
consumo, la tecnologia de la informacion, la investigacion cientifica, la

medicina, la industria y el sector militar.(Podesta M. 2002).

Antecedentes tedéricos

Biospeckle o speckle dinamico

Es una técnica basada en el empleo de un laser (HeNe), que interactla a
través de un medio biolégico, determinando los cambios en las propiedades

Opticas del medio mediante un indice de refraccion, atenuacion, polarizacion;
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los cuales presentan valores temporales de irradiacion. (Gonzalez J. y col.,
2.011).

Laser

Es un instrumento que utiliza un efecto de la mecanica cuéantica, la
emision inducida o estimulada, para generar un haz de luz coherente tanto
espacial como temporalmente. La coherencia espacial se corresponde con la
capacidad de un haz para permanecer con un pequefio tamafio al
transmitirse por el vacio en largas distancias y la coherencia temporal se
relaciona con la capacidad para concentrar la emision en un rango espectral

muy estrecho. (Maiman T., 1.960).

Microorganismos

Los microbios, también llamados microorganismos, son seres Vivos
diminutos que individualmente son demasiados pequefios para ser
observados a simple vista. El grupo incluye las bacterias, los hongos, las
levaduras, los mohos, los protozoarios y las algas microscopicas. También

incluye los virus. (Tortora, G. y col. 2007)

Colonia de microorganismo

Son clones de células suficientemente numerosos como para que sea visible

en un medio sdlido. Practicamente todos los microorganismos (bacterias,
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hongos, protozoarios y algas) pueden crecer formando colonias. (Tortora, G.
y col. 2007).

Agente Etioldgico

Segun (Reyes A., 2.011):

Escherichia coli

Clasificacion taxondmica

Reino:Bacteria
Filo:Proteobacteria
Clase:Gammaproteobacteria
Orden:Enterobacteriales
Familia:Enterobacteriaceae

Género:Escherichia

YV V V V.V V V

Especie:E. coli (E. freundi)

Caracteristicas morfologicas y nutricionales

Son Bacilo Gram negativo. No forma esporas. Moéviles. Miden 0.5 p de
ancho por 3 u de largo. Catalasa positiva. Oxidasa negativos. Reducen
nitratos a nitritos. Producen vitamina B y K. Fermenta glucosa y lactosa con

produccion de gas. Es anaerobio facultativo
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Caracteristicas coloniales

Las colonias de E. coli en agar E.M.B. (eosina y azul de metileno), tienen
2 a 4 mm de didmetro, un centro grande de color oscuro e incluso negro, y
tienen brillo verde metalico cuando se observan con luz. En agar MacConkey

las colonias son rojas con halo turbio.

Estructura antigénica

Antigeno capsular (antigeno “K”)
Antigeno somatico (antigeno “O”)

Antigeno flagelar (antigeno “H”)

Y V V V

Antigenos menores como proteinas de membrana externa y

fimbrias.

Epidemiologia Cuadro Clinico

» Se presenta como una enfermedad de nifios menores de 2
afos.

» Afecta la mucosa intestinal.

» Perdida de disacaridasas.

» Produce diarrea secretora y se puede asociar con fiebre y si no
se controla conduce a deshidratacién y finalmente la muerte.
o E. coli enteroinvasiva (EIEC):

» Presenta una distribucién mundial.

16



Se ha repostado como causa frecuente de diarrea en Brasil,
USA, y Europa.

Afectan la mucosa del colon.

Evacuaciones de poca cantidad acompafadas de moco y
sangre, dolor abdominal tipo célico y fiebre.

o E. coli enterohemorragica (EHEC):

Se da en paises de clima templado como USA, Canada,
Inglaterra, Argentina y Japon.

Los serotipos involucrados mas comunmente son: 026, O111,
0121, 0145y 0O157.

Colitis hemorragica:

Diarrea de inicio brusco con dolor abdominal.

Las evacuaciones liquidas se acompafian de una descarga
hemorragica.

Sindrome urémico hemolitico.

o E. coli enteroagregativa (EAEC):

Se ha caracterizado por cuadros de diarrea persistente (dura
mas de 14 dias) en nifios, de diversas regiones geograficas,
principalmente de paises en desarrollo.

Diarrea secretora acuosa con moco y sangre, con fiebre en bajo
grado.

o E. coli enterotoxigénica (ETEC):

Las cepas ETEC son una causa frecuente de diarrea en
lactantes de paises en desarrollo, asi como la causa mas
comun de diarrea en individuos de paises industrializados que
viajan a zonas menos desarrolladas del mundo.

Presenta de 8 a 12 evacuaciones al dia por un periodo de 4 a 5

dias.
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» Las cepas de ETEC son una causa importante de diarrea en
nifios menores de 5 afos de edad y la causa mas frecuencia de

diarrea del viajero.

Segun (Braun B., et al. 2.011):

Candida Albicans

Clasificacion taxondmica

Reino:Fungi
Clase:Saccharomycetes
Orden:Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae

Género:Candida

V.V V V V V

Especie:C. Albicans

Definicién

La Candida Albicans es un hongo diploide asexual (forma de levadura).
Ademas es un saproéfitode la familiafde los Saccharomycetaceae.
Normalmente se encuentra en la cavidad oral, en el tracto gastrointestinal y
en la vagina. Desempefa un rol relevante en la digestion de los azucares

mediante un proceso de fermentacion.
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Patologias conocidas

La Candida Albicans puede asumir patogenicidad provocando la
candidiasis; en ese caso se presenta como una afeccion vaginal (vaginitis),
de la cavidad oral (miquuet), del intestino o de la piel.

En un paciente inmunosuprimido o convaleciente, que haya recibido un
tratamiento antibiético de larga duracion; la Candida se multiplica en modo
anomalo y, atraviesa el intestino, para entrar al torrente sanguineo, donde
libera sus propias toxinas provocando la candidemia. Este fenbmeno da lugar
a algunos sintomas abdominales como: mala digestién, gases e hinchazon,
molestias intestinales (estrefiimiento o diarrea), intolerancia alimentaria,
irritabilidad, insomnio, pérdida de la memoria, dolores de cabeza y depresion.

La candidiasis induce también una disminucion de la absorcion de las
sustancias nutritivas por lo que se podria producir un estado de malnutricion

en los pacientes inmunosuprimidos.

Tratamientos

Segun la extension de la infeccion y el estado general del paciente se
decide un tratamiento tOpico o sistémico. Si es tdpicamente se puede
emplear clotrimazol al 1%, miconazol, ketoconazol, sertoconazol, terbinafina
o naftilina. Los tratamientos sistémicos mas frecuentemente empleados son
itraconazol o fluconazol. El pronéstico es bueno siendo curativos tanto los
tratamientos topicos como sistémicos. Pero si los factores predisponentes de

estas micosis no se corrigen es posible otra nueva infeccion.
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Asi mismo (Krone C., et al. 2.001), establecio:

Candida tropicalis

Clasificacién taxondmica

Reino:Fungi
Filo:Deuteromycota
Subfilo:Deuteromicotina
Clase.Deuteromycetes
Subclase.Blastomycetidae
Familia: Cryptococcaceae

YV V. V V V V V

Género:Candida

Definicién

Este tipo de Candidaes un género de hongos unicelulares también
llamados levaduras. La especie de Candida mas significativa por su
importancia clinica es Candida albicans. Las infecciones causadas por
hongos se denominan micosis. Las micosis causadas por Candida albicans o
por otras especies de Candida se denominan (candidiasis) en humanos y en
otros animales, especialmente en pacientes con inmunosupresion o

pacientes descompensados.
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Clinica

El crecimiento de Candida tropicales in vitro, aparece como colonias
grandes, redondas, blanco o crema en "placas de Petri" con su respectivo
agar. Por lo general Las candidiasis son las infecciones por hongos mas
frecuentes en pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA).

Segun (Munrray 2009)

Staphylococcus aureus

Clasificacion taxondmica

Reino: Bacteria
Filo:Firmicutes
Subfilo:Deuteromicotina
Clase.Bacilli
Subclase.Bacillales
Familia: Staphylococcaceae

Género:Staphylococcus

YV V V V V V V VY

Especie: Staphylococcus aureus

Fisiologia
Son bacterias gram positivos dispuestos en racimos. Son bacterias
aerobios y anaerobios facultativos. Crecen a una temperatura de 18°C a

40°C. Tienen actividad metabdlica fermentativa y crecen en medios con
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cloruro de sodio al 10%. No forman esporas son inmdviles. Catalasa y
coagulasa positiva. Se caracteriza porque sus colonias son pigmento de

color amatrrillo.

Factores de virulencia

Componente de la estructura de la pared

- Capsula: Inhibe la quimiotaxis y la fagocitosis; inhibe la proliferacion
de las células mononucleares; facilita adherencia a cuerpos extrafios.

- Péptidoglucano: Proporciona estabilidad osmotica; estimula la
produccion de pirégenos enddgenos; inhibe la fagocitosis.

- Acido teicoico: Regula la concentracion catiénica de la membrana
celular.

- Proteina A: Inhibe la eliminacion mediada por anticuerpos a unirse a
los receptores Fe de IgGt, 19G2, e IgG4.

- Membrana citoplasmatica: regula el transporte hacia el interior y el

exterior de la célula; barrera osmoética.

Toxinas y enzimas

- Citotoxinas (a, p/8, y leucocidina)

- Toxinas exfoliativas (ETA, ETB)

- Enterotoxinas (A-E, G-I)

- Sindrome del shork toxico — toxina-1.

- Enzimas: Coagulasa. Catalasa. Hialuronidasa. Fibrinolisina. Lipasas.

Nucleasas. Penicilasas
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Procesos patolégicos

- Invasivo: infecciones de la piel, osteomielitis, neumonia y
bacteriemia.
- Toxigénico: enteritis y sindrome de piel escaldada.

- Inmunitario: sindrome de shock téxico.

Definicién de términos

» Agar: Sustancia mucilaginosa que se extrae de algunas algas,
utilizada como medio de cultivo, en farmacia, en bacteriologia y en
ciertas industrias. (Abrahams P. y col 2003).

» Antimicotico: Dicho de un medicamento, de una sustancia, de un
procedimiento, etc.: Que se utilizan para combatir las infecciones por
hongos. U. t. c. (Raffensperger, E. y col 2002).

» Concentracion: Magnitud que expresa la cantidad de una sustancia
por unidad de volumen. Su unidad en el Sistema Internacional es
el mol por metro ctbico (mol/m®). (Raffensperger, E. y col 2002).

» Cultivo: Se define como un método para la multiplicacion de
microorganismos, tales como bacterias, hongos y parasitos, en el que
se prepara un medio Optimo para favorecer el proceso deseado.
(Abrahams P. y col 2003).

» Espectros: Es una imagen o representacion que puede presentarse e
fendbmenos o investigaciones cientificas, o bien asociada a un
escenario sobrenatural o imaginario. (Abrahams P. y col 2003).

» Espectrofotometria: Es la medicibn de la cantidad de energia

radiante que absorbe o transmite un sistema quimico en funcion de la
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longitud de onda; es el método de andlisis Optico mas usado en
investigaciones quimicas y bioquimicas. (Abrahams P. y col 2003).
Método: Modo de decir o hacer con orden. Procedimiento que se
sigue en las ciencias para hallar la verdad y ensefiarla. (Abrahams P.
y col 2003).

Microbidlogo: Persona que profesa la microbiologia o tiene en ella
especiales conocimientos. (Raffensperger, E. y col 2002).
Neurotoxico: Se dice de las sustancias que inhiben o alteran
gravemente las funciones del sistema nervioso. (Abrahams P. y col
2003).

Patdgeno: Que origina y desarrolla una enfermedad. (Raffensperger,
E. y col 2002).

Pixeles: Son los puntos de color (siendo la escala de grises una gama
de color monocromatica). Las imagenes se forma como una sucesion
de pixeles. La sucesion marca la coherencia de la informacion
presentada, siendo su conjunto una matriz coherente de informacién
para el uso digital. (Abrahams P. y col 2003).

Prototipo: Es un ejemplar o primer molde en que se fabrica una figura
u otra cosa. (Raffensperger, E. y col 2002).

Susceptibilidad: Cualidad de susceptible. (Raffensperger, E. y col
2002).

Toxicidad: Grado de efectividad de wuna sustancia toxica.
(Raffensperger, E. y col 2002).

Toxico: Perteneciente o relativo a un veneno o toxina. U. t. ¢. s. m.
(Raffensperger, E. y col 2002).

Variacion: Accién y efecto de variar. Cada uno de los subconjuntos
del mismo namero de elementos de un conjunto dado, que difieren
entre si por algun elemento o por el orden de estos. (Abrahams P. y
col 2003).
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Tabla 1

Operacionalizacion de las variables

Objetivos Variable Dimensiones Indicador
Disefar la
matriz 60x60

Disefar la Seleccionar
Obtener la matriz matriz y los datos de fila
y aplicar los gréficos Matriz horizontal y
perfiles unidimensional Gréficos columna
unidimensionale (1D) de cada vertical de la
s de las colonias una de las matriz.
colonias Graficos de
dispersion.
Seleccionar el
Procesar datos valor maximo
Evaluar los o
de los valores y minimo de
valores de L. .
' de maximos y Valores de cada eje

maximos y . . .

' minimos; y maximos y (horizontal

minimos; y , . - .

' ' diferencia de minimos; y vertical)

diferencia de . . :
ambos, junto diferencia de Sacar la

ambos de cada

colonia

con el perfil

unidimensional

de cada colonia.

ambos.

diferencia de
maximo y
minimos para

ser graficados.

Recolectar
datos de

Maximos y
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Comparar tabla
de los valores de
diferencia de
maximos y
minimos,
ecuacion
polinomial y
relacion
porcentual del
perfil

unidimensional

Comparar
valores
repetitivos de la
tabla para cada
grafico, segun
sea de la misma
colonia e igual o

distintos ejes

Tabla de
analisis de los
graficos
unidimensional

es

minimos y
diferencia de
ambos.
Calcular el
coeficiente de
X6 e
Intercepto Y;
por medio de
la ecuacion
polinomial.
Observar las
repeticiones
de los
parametros
anteriormente
dichas.

Sacar la
relacion
porcentual de
cada
repeticion
horizontal con
el vertical de
cada colonia o
ambos
horizontales y
ambos
verticales de

dos colonias.
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Examinar las

repeticiones y

Examinar evaluar los
Evaluar criterios resultados resultados con
de inclusion y porcentuales Resultados un margen de
exclusion para ser porcentuales 10% de
porcentuales aceptados o diferencia
rechazados. para ser
incluidos 0
excluidos
Seleccionar
los datos para
Disefar los la elaboracion
Explicar los graficos de los perfiles
perfiles bidimensional bidimensional
bidimensional y (2D) y Graficos y

tridimensional

tridimensional
(3D) de cada
una de las

colonias

tridimensional.
Graficos de
barra y de
linea.

Graficos de

superficie.

Sistema de hipotesis

Se puede decir que usando el biospequelometro laser demuestra mayor

regularidad y confiabilidad, aplicando métodos para su procesamiento de

imagenes e interpretando sus resultados matematicos.
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CAPITULO Il

Marco metodoldgico

Enfoque de la investigacion

(Hernandez S. y col, 2003) Seialan que el modelo
mixto constituye el mayor nivel de integracion entre
los enfoques cualitativo y cuantitativo, donde ambos
se combinan durante todo el proceso de
investigacion; el cual oscila entre los esquemas de
pensamiento inductivo y deductivo, ademas de que
por parte del investigador necesita un enorme
dinamismo en el proceso.

Por consiguiente la investigacion, presenta un enfoque de tipo mixto,
debido a que se estudiaran variables para detectar la posible actividad que
puedan presentar los microorganismos de forma cualitativa y cuantitativa
para asi poder medir y cuantificar los parametros de las colonias y visualizar

mejor el fendbmeno del objeto de estudio.

Tipo de investigacion

(Arias F. 2016). Define que una investigacion
explicativa se encarga de buscar el porqué de los
hechos mediante el establecimiento de relaciones
causa-efecto. En este sentido los estudios
explicativos pueden ocuparse tanto de la
determinacion de las causas, como de los efectos,
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mediante la prueba de hipétesis. Sus resultados y
conclusiones constituyen el nivel mas profundo de
conocimientos.

De este modo la investigacion es de tipo explicativa; debido a lo expuesto
anteriormente, ya que cumple con todas las normativas requeridas es por
eso que el estudio de estas variables se ha abordado anteriormente; la
diferencia de esta investigacion es que van a utilizar parametros mateméaticos

para observar la regularidad y confiabilidad de las colonias.

Disefio de la investigacion

(Arias F. 2016). Las investigaciones experimental es
un proceso que consiste en someter a un objeto o
grupo de individuos, a determinadas condiciones,
estimulos o tratamientos (variable independiente)
para observar los efectos o reacciones que se
producen (variable dependiente).

En efecto el disefio de la investigacion es experimental siendo un
experimento puro por lo que deben controlar todos los factores que pudiera
alterar el proceso, debido a que las variables se manipulan
intencionalmente; lo que se hace es determinar los fendmenos en una
situacion controlada, para que posteriormente sean estudiados con claridad y
asi lograr el objeto de estudio.

Es por esta razon que el estudio que se llevara a cabo es a través de un
disefio transeccional o transversal, es decir, que los datos se recolectan en
un solo momento y en un tiempo Unico; en donde su Unico proposito es
describir variables y analizar su incidencia en un momento dado, es por esta

razon que involucra una investigacion de tipo exploratoria.
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Poblacion y muestra

Poblacién

(Arias F. 2016). La poblacion o en términos mas
precisos poblacion objetivo, es un conjunto finito o
infinito de elementos con caracteristicas comunes
para las cuales seran extensivas las conclusiones de
la investigacion. Esta queda delimitada por el
problema y por los objetivos del estudio.

En este trabajo de investigacion la poblacion son los

microorganismos a estudiar.

Muestra

(Arias F. 2016). La muestra es un subconjunto
representativo y finito que se extrae de la poblacion
accesible.

Candida albicans

Candida tropicalis

Staphylococcus aureus

Escherichia coli cepa DH

AN NN N

Escherichia coli cepa GY

Sistema de variables

Las variables segun su naturaleza es cuantitativa discreta, ya que se va a
utilizar ciertos microorganismos para su estudio en la investigacién; pero a su

vez son cualitativas debido a que se va emplear la técnica de biospeckle
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dindmico para observar la posible actividad que ellos puedan presentar al

realizar las pruebas preliminares.

Tipo de variables:

Variable dependiente: regularidad y confiabilidad de las colonias.

Variable independiente: resultados porcentuales para cuantificar los
parametros de la colonia.

Instrumento de recoleccion de datos

En este trabajo de investigacion se tomo como instrumento de recoleccion
de datos los fotogramas obtenidos del biospequelometro, descrito

anteriormente por otros autores.

Procedimiento o metodologia

Protocolo de trabajo

Denominacién (Speckle)

Este speckle presenta las siguientes caracteristicas: laser de 1mw, distancia

49 cm, lentes 6 cm, distancia focal 42 cm, camara webcam 25 fps.
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Disefo del experimento

En este experimento se utilizaron capsulas de Petri con Agar Muller Hinton
(AMH), su preparacion fue la siguiente:
1. Suspender 37 g del polvo en 1 litro de agua purificada.
2. Dejar embeber de 10 a 15 minutos.
3. Calentar con agitacion frecuente y hervir durante 1 minuto para
disolucion total.
4. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.
5. Enfriar a 45°-50°C y distribuir en placas de Petri estériles, en volumen
apropiado para que el espesor sea de 4 mm sobre una superficie

horizontal (25-30 ml en placas de 9 cm de diametro).

Luego se sembrando en cada capsula de Petri las muestras correspondiente
gue en este caso seria los cinco microorganismos anteriormente dichos en la
seccion de Pablacion y Muestras, dejando una capsula con el agar para su
posterior andlisis, estos microorganismos se cultivaron a 37° C en un maximo
de 24 horas. El control de la densidad Optica y su equivalencia con el
recuento de microorganismos (UFC/mL) se realiz6 con frecuencia mediante
diluciones seriadas de 1/10 y se empled en Mueller Hinton Agar. Se utilizo
una camara Neubauer para el recuento de levaduras y para la medicion de

las dimensiones de las células en un microscopio invertido Nikon TMS.

Prototipo de biospequelometro

El prototipo fue construido dentro de una caja de acero inoxidable que estaba
forrada en el interior con espumoso, un material aislante negro mate, suave y
acustico. La caja se coloca sobre una mesa anti vibratoria, especialmente

disefada para este propédsito. Tres punteros laser, azul, verde y rojo,
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potencia de salida maxima <5mW fueron dispuestos dentro de la caja de
acero inoxidable. El laser azul tiene una longitud de onda de 405nm 10, el
laser verde tiene una longitud de onda de 532nm 10 y el laser rojo tiene una
longitud de onda de 650nm 10. Cada laser fue modificado eliminando la
bateria y conectandola a un adaptador AC/DC con una entrada 110V
AC/60Hz y una salida 6V DC 300mA. También se adapté un interruptor a
cada laser para que pudieran encenderse y apagarse desde el exterior de la
caja de acero inoxidable. El prototipo tiene tres cdmaras. Cada camara
Microsoft Lifecam 1080 y 720p se fij6 en 30cm con un angulo de 60° en la
placa VDRL. Mas tarde, se agregd un sensor CMOS USB CCD 5MP (camara
I-Home) que se fij6 perpendicular a 5 cm de la muestra. La muestra se
introduce en una placa VDRL que se mueve libremente dentro y fuera. Las
camaras se conectaron a una computadora que soporta el software de la
camara y se utlizaron alternativamente. Tanto la computadora como los
laseres estan conectados a un UPS AVTEK Modelo BK-600 VA-PF=0.5 115V
AC/60Hz 300w para supresion de sobretensiones y regulacion de voltaje. En
este trabajo solo se utilizo el laser verde en videos de 5 a 30 segundos. Los
videos fueron tomados con la camara como se especifica en el modo Blanco
y Negro. Los videos fueron procesados por Diferencias Temporales con
ImageJ y por Diferencias Generalizadas con ImageDP [Grassi et al 2016].
Para el Método de Diferencias Temporales, se utilizaron dos enfoques para
calcular la Intensidad: Imagen de Referencia Constante (CRI) e Imagen de
Referencia Variable (VRI). Se selecciona un conjunto de fotogramas
consecutivos, generalmente once. CRI es una imagen formada por la suma
de las diferencias de cada fotograma con respecto al primero. VRI es una
imagen formada por la suma de las diferencias de cada fotograma respecto
al anterior. En ambos casos se forma una nueva imagen. El método de
Intensidad de las Diferencias Temporales es el promedio de cada una de las

imagenes finales formadas. (Grassi C. et al 2022)
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Teniendo los fotogramas, se procediéo a tomar un sector con el siguiente
protocolo utilizado:

1. File>open

2. Edit>selection>secify widt 60 height 60 xcoordenate 783 ycoordenate

672

3. Image>crop

4. Image>transform>image to resuls>edit>copy

Finalmente son copiados estos valores en el programa de Excel y asi
proceder a los andlisis matematicos correspondientes y desarrollo del mismo

experimento.

Programas utilizados y secuencia de pasos

Como se describio anteriormente, luego de haber transformado los valores a
Excel, se utilizé una matriz de 60 x 60 pixel. Esta matriz esta formada por 60
datos (pixel) en el eje horizontal (filas) que estan enumeradas desde YO
hasta Y59 y 60 datos (pixel) en eje vertical (columnas) con una enumeracion
desde X1 hasta X60. Para cada microorganismo se tomaron 2 videos con su
respectiva identificacion y 1 video para el agar teniendo como resultados 11

matrices.

Seccién unidimensional (1D)

Primeramente se tomo la matriz (60 x 60) del Agar Mueller Hinton como base
de nuestro experimento para luego proceder a realizar la realizacion de las
ecuaciones horizontal y vertical, seleccionando y tomando como punto de

referencia las coordenadas en Y29 hasta el Ultimo numero de la fila en el
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caso del eje horizontal; y X29 hasta el tltimo numero de la columna siendo
este en eje vertical. Se aplico la herramienta de insertar>grafico>dispersion
para asi obtener el perfil que deseamos a analizar. En este grafico
primeramente vamos a observar como es la dispersion de los puntos, asi
como el valor o punto maximo y minimo de la curva que se observa en la
grafica para luego sacar la diferencia de ambos valores.

Ejemplo:

Agar Mueller Hinton (AMH) Y29 Horizontal Agar Mueller Hinton (AMH) Y29
Vertical

Val méximo — val minimo = Diferencia Val maximo — val minimo =
Diferencia
186 — 144 =42 188 — 165 =23

Estos mismos calculos se hicieron para todos los microorganismo presentes
en este experimento. Posteriormente se elabor6 otro grafico mostrando estos
valores de diferencia junto con los valores de maximos y minimos de cada
una de las colonias, queriendo probar que con la relacion matematica hay
una regularidad de las colonias.

En este mismo orden, con los perfiles se calculé la ecuacion en tendencia
polinomial, seleccionando el grafico>agregar elemento de grafico>linea de
tendencia> mas opciones>polinomial y asi se obtuvieron los valores del
Intercepto en Y, el coeficiente de X6 siendo este el valor de mayor potencia,
para poder hacer una comparacibn matematica de varias colonias en
diferentes microorganismos en referencia al Agar Mueller Hinton (AMH)

Con estos datos (maximos minimos, diferencia, coeficiente X6 y el Intercepto
Y) se elabor6 una tabla con todos los pasos anteriormente dichos,
observando que si hay repeticiones con un rango de diferencia de 20
unidades por lo que se compara el valor horizontal con el vertical de cada
colonia o ambos horizontales y ambos verticales de dos colonias, asi como
también de diferentes colonias del mismo microorganismo, acotando que los

valores de maximos son los que mayormente tiene mas repeticiones
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parecidas entre ellos. Para tener un mejor resultado, es decir mas
confiabilidad y menos variabilidad se saca la relacion porcentual de cada una
de estas repeticiones.

Ejemplo:

Agar Mueller Hinton (AMH) Maximos

Max V — Max H = 188 — 186 = 2/Val mayor x 100

=2/188 = 0,01063 x 100 = 1, 06%

Estos calculos matematicos se hicieron para cada una de las repeticiones de
la tabla y para cada una de las columnas en comparacion con la numeracién
de las filas. Tomando en cuenta que para tener criterios de inclusion y
exclusion en estos datos porcentuales se debe tener un margen de error de
un 10% para ser aceptados o rechazados, ya que al dar un valor superior a

este no son valores exactos para cuantificar los parametros de las colonias.

Seccion bidimensional (2D)

En esta etapa del experimento con los mismos datos de la matriz de Excel de
cada colonia, se procede a tomar los datos del eje horizontal desde Y30
hastaY59 y del eje vertical desde X0 hasta X59, para luego realizar las
graficas en barra y en linea correspondiente con esta etapa. Se aplico la
herramienta de insertar>grafico>barra y luego el mismo procedimiento pero
grafico de linea. Este mismo procedimiento se hizo para cada una de las
colonias de estudio en este experimento. En esta etapa con estos graficos
vamos a observar su continuidad en los graficos de barra y discontinuidad en

los graficos de linea ya que se observa lineas una encima de otras.
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Seccion tridimensional (3D)

En ésta ultima etapa del experimento igual como en las etapas anteriores los
datos se tomaron de la matriz en Excel pero se seleccionaron todos los
datos, es decir, 60 horizontal x 60 vertical. Se aplico la herramienta de
insertar>grafico>superficie, este proceso se hizo de la misma manera para
cada colonia. Y asi obtener el grafico en tercera dimension para poder decidir

si hay continuidad y discontinuidad entre las colonias.

Disefio de analisis

(Herndndez S. y col, 2003). Sefialan que la
estadistica descriptiva es describir los datos, los
valores o0 las puntuaciones obtenidas para cada
variable; la cual consiste en la primera tarea.

Evidentemente en este trabajo de investigacion, el tipo de estadistica
empleada es la de tipo descriptiva para cada variable; para ello se plantearon
incognitas, entre ellas tenemos: ¢ Como describir los datos obtenidos a partir
de la muestra seleccionada?, esto se logra al describir la distribucion de las
puntuaciones o frecuencias de cada variable.

En este trabajo de investigacion se emple6 una distribucion de frecuencia
en el que consiste en un conjunto de puntuaciones respecto a una variable
ordenada en sus respectivas categorias y generalmente se presenta como
una tabla; también empleandose otros elementos de la distribucion de
frecuencias, agregando frecuencias relativas siendo los porcentajes de
casos en cada categoria

Las distribuciones de frecuencia también se pueden graficar como

poligonos de frecuencia, estos poligonos relacionan las puntuaciones con
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sus respectivas frecuencias, por lo tanto es propio de un nivel de medicion

por intervalos o razon.

(Herndndez S. y col, 2003). El andlisis mediante
pruebas estadisticas en las hip6tesis planteadas,
consiste en un analisis estadistico inferencial. En
este caso se analizan las hipétesis a la luz de
pruebas estadisticos que es necesario explicarlas
detalladamente.

Por consiguiente, en este trabajo de investigacion también se emple6 una
estadistica de tipo inferencial; es decir de la muestra a la poblacion.

Con frecuencia, el propésito de la investigacion va mas alla de describir
las distribuciones de las variables: se pretende probar la hipétesis y
generalizar los resultados obtenidos en la muestra a la poblacion o universo.
Los datos casi siempre se recolectan de una muestra sus resultados
estadisticos se denominan “estadigrafos”, la media o la desviacion estandar
de la distribucion de una muestra so estadigrafos.

La interferencia de los parametros depende de que hayamos elegido una
muestra probabilistica con un tamafio que asegure un nivel de significancia o
significacion adecuado.

Por tal motivo, una prueba de hipdtesis de la estadistica inferencial
consiste en una proposicidén respecto a uno o varios parametros, y lo que el
investigador hace a través de la prueba e hipdtesis es determinar si la
hipétesis poblacional es congruente con los datos obtenidos en la muestra.
Por lo tanto, una hipétesis se refiere como un valor aceptable del parametro,
si es consistente con los datos. Si no lo es, se rechaza (pero los datos no se
descartan).

Para poder entender lo que es la prueba de hipétesis en la estadistica
inferencial, en esta investigacion se trabajé con los siguientes parametros:
recoleccion de los datos en la muestra, luego se calcul6 los estadigrafos,

después se hizo la interferencia de los parametros mediante técnicas
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estadisticas apropiadas para determinar regularidad en las colonias en

presencia de microorganismo usando la técnica de biospeckle laser.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Seccidon unidimensional

Figura 1 Perfil unidimensional del Agar Mueller Hinton
Figura 1.1. Perfil horizontal en pixel Y29 del Agar Mueller Hinton

Agar Mueller Hinton Y29 Eje horizontal
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Figura 1.2. Perfil vertical en pixel X29 del Agar Mueller Hinton
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Tabla 2.

Agar Mueller Hinton X29 Eje vertical
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Andlisis del perfil (Figuras 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b) del Agar MH vy las

colonias de S. aureus de los graficos unidimensionales desde el punto

de vista de Maximos — Minimos, diferencias, coeficientes de X6 y el

Intercepto en Y

X6 Y
Cepa NUumero | Maximo | Minimo | Diferencia | Val abs Intercepto
asignado (10°-8 X6)
Numero_ | (Figura) 1 2 3 4 5
. —
asignado v
Agar MH |1 (1a) #186 144 42 -2E-07 121,33
L. verde |20]
Horizontal
Agar MH | 2 (1b) #188 165 23 2E-08 X6 179,35
L. verde 2]
Vertical
Sal. 3 (2a) #208 104 104 1E-07 X6 255,62
verde [10]
42119
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Horizontal

Sal. 4 (2b) #209 51 158 -8E-07 X6 160,02
verde |80|

42119

Vertical

Sal. 5 (3a) 182 74 108 3E-07 X6 121,64
verde |30]

9401

Horizontal

Sal. 6 (3b) 210 73 137 6E-07 X6 183,02
verde |60|

9401

Vertical

Se reporta la diferencia en términos porcentuales (%) respecto al valor mayor en cada caso.
Se compara el valor horizontal con el vertical de cada colonia o ambos horizontales y ambos
verticales de dos colonias, para cada una de las columnas de la 1 a la 5. Para la
comparacion se utiliza la numeracion de las filas, por ejemplo: 1 con 2; 3 con 4; 5 con 6; 3
con 5; 4 con 6. En las siguientes tablas se hace de la misma manera. Se reporta solamente
los resultados que son menores o iguales al 10%. Resultados de la comparaciéon en la
columna 1: Fila 1 con 2: 1.06%; 3 con 4: 0, 48%; 4 con 6: 0,48%. Resultados de la
comparacion en la columna 2: Fila 5 con 6: 1,35%. Resultados de la comparacion en la
columna 3: Fila 3 con 5: 3,7%.

Figura 2. Representacion de maximos y minimos del perfil horizontal (H) y

vertical (V) del Agar Mueller Hinton (AMH) y Staphylococcuus aureus (Sa)
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Figura 2. Representacion de maximos y minimos del perfil horizontal (H) y vertical (V) del
Agar Mueller Hilton (AMH) Staphylococcus aureus (Sa) Azules: Maximos; Rojos: Minimos;
Flechas: Diferencias. De izquierda a derecha: 1. AMH (V); 2. AMH (H); 3. Sa 42119 (H); 4.
Sa 9401 (H): 5. Sa 9401 (V) 6. Sa 42119 (V).
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Tabla 3.

Analisis del perfil (Figuras 4a, 4b, 5a, 5b, 6a, 6b, 7a, 7b) de las colonias

de C. Albicans y las colonias de C. tropicalis de los gréficos

unidimensionales desde el punto de vista de Maximos — Minimos,

diferencias, coeficientes de X6 y el Intercepto en Y

NUumero X6 Y
Cepa asignado | Maximo | Minimo | Diferencia | Val abs Intercepto
(107-8 X6)
Numero (Fi%ura) 1 2 3 4 5
asignado
Cal. 1 (4a) #214 57 157 -3E-07 X6 50,476
verde |30]
52033
Horizontal
Cal. 2 (4b) #221 71 150 6E-07 X6 120,48
verde |60]
52033
Vertical
Cal. 3 (5a) #218 186 32 6E-08 X6 194,51
verde 6]
23585
Horizontal
Cal. 4 (5b) #219 123 96 1E-07 X6 190,15
verde |10]
23585
Vertical
CtL. 5 (6a) #199 166 33 1E-07 X6 188,08
verde [10]
52906
Horizontal
CtL. 6 (6b) #190 168 22 -4E-08 X6 188.94
verde [4]
52906
Vertical
CtL. 7 (7a) #203 152 51 -3E-07 X6 175,14
verde [30]
42128

43




Horizontal

CtL. 8 (7b) #205 139 66 -2E-07 X6 168,16
verde |20]

42128

Vertical

Se reporta la diferencia en términos porcentuales (%) respecto al valor mayor en cada caso.
Se compara el valor horizontal con el vertical de cada colonia o ambos horizontales y ambos
verticales de dos colonias, para cada una de las columnas de la 1 a la 5. Para la
comparacion se utiliza la numeracion de las filas, por ejemplo: 1 con 2; 3 con 4; 5 con 6; 7
con8;2conl;2con4;3conl;4con3;5con7,6con5; 7conb5; 7con8;8con6;8con
7. En las siguientes tablas se hace de la misma manera. Se reporta solamente los resultados
gue son menores o iguales al 10%. Resultados de la comparacion en la columna 1: Fila 5
con 6: 4,53%; 2 con 1: 3,17%; 2 con 4: 0,91%; 3 con 1: 1,84%; 4 con 3: 0,46%; 7 con 5:
1,97%; 8 con 6: 7,32%; 8 con 7: 0,98%. Resultados de la comparacion en la columna 2:
Fila 5 con 7: 8,43; 6 con 5: 1,19%; 7 con 8: 8,55%. Resultados de la comparacion en la
columna 3: Fila 1 con 2: 4,46%. Resultados de la comparacién en la columna 5: Fila 3
con 4: 2,24%; 5 con 7: 6,88%; 6 con 5: 0,46%; 7 con 8: 3,99%.

Figura 3. Representacion de maximos y minimos del perfil horizontal (H) y

vertical (V) de las colonias de Candida albicans (Ca) y Candida tropicalis (Ct)
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Figura 3. Representacion de maximos y minimos del perfil horizontal (H) y vertical (V) de las
colonias de Candida albicans (Ca) y Candida tropicalis (Ct) Azules: Maximos; Rojos:
Minimos; Flechas: Diferencias. De izquierda a derecha:. 1. Ct 52906 (V); 2. Ca 23585 (H); 3.
Ct 52906 (H); 4. Ct 42128 (H); 5. Ct 42128 (V); 6. Ca 23585 (V); 7. Ca 52033 (V); 8. Ca
52033 (H)
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Tabla 4.

Analisis del perfil (Figuras 8a, 8b, 9a, 9b, 10a, 10b, 1la, 11b) de las
colonias de E. coli cepas DH y GY de los gréficos unidimensionales

desde el punto de vista de Maximos — Minimos, diferencias, coeficientes

de X6y el Intercepto en Y

NUumeros X6 Y
Cepa asignados | Maximo | Minimo | Diferencia Val abs Intercepto
(107-8 X6)

Numeros_ | (Figura) 1 2 3 4 5

. <
asignados gi
EcDHL. |1 (8a) #193 168 25 -8E-10 X6 193,6
verde |0,08]
18172
Horizontal
EcDHL. |2 (8b) #189 174 15 -9E-09 X6 181,63
verde |0,9]
18172
Vertical
E c DH 3 (9a) #193 173 20 -5E-08 X6 189,39
46393 L. 5]
verde
Horizontal
E c DH 4 (9b) #194 160 34 5E-08 X6 202,02
46393 L. 5]
verde
Vertical
EcGYL. |5 (10a) #214 101 113 -2E-07 X6 120
verde |20]
9863
Horizontal
EcGYL. | 6 (10b) #196 45 151 -6E-08 X6 111,16
verde |6]
9863
Vertical
EcGYL. |7 (11a) #212 141 71 4E-08 X6 169,24
verde [4]

34943
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Horizontal

EcGYL. |8 (11b) #197 118 79 -6E-08 X6 114,31
verde 6]

34943

Vertical

Se reporta la diferencia en términos porcentuales (%) respecto al valor mayor en cada caso.
Se compara el valor horizontal con el vertical de cada colonia o ambos horizontales y ambos
verticales de dos colonias, para cada una de las columnas de la 1 a la 5. Para la
comparacion se utiliza la numeracion de las filas, por ejemplo: 1 con 2; 3 con 4; 5 con 6; 7
con8;1con3;2conl;2con4;3conl;4con2;4con3;5con7;6con8;8con6;8con7.
En las siguientes tablas se hace de la misma manera. Se reporta solamente los resultados
gue son menores o iguales al 10%. Resultados de la comparacion en la columna 1: Fila 1
con 2: 2,07%; 5 con 6: 8,41%; 7 con 8: 7,07%; 1 con 3: 0%; 4 con 2: 2,58%; 4 con 3: 0,52%;
5 con 7: 0,94%; 8 con 6: 0,52%. Resultados de la comparacion en la columna 2: Fila 3
con 4: 7,52%; 2 con 1: 3,45%; 2 con 4: 8,05%; 3 con 1: 2,89%. Resultados de la
comparacion en la columna 3: Fila 8 con 7: 10,13%. Resultados de la comparacion en
la columna 4: Fila 3 con 4: 0%; 6 con 8: 0%. Resultados de la comparacion en la
columna 5: Fila 5 con 6: 7,37%; 1 con 2: 6,18%; 1 con 3: 2,18%; 4 con 2: 10,09%; 4 con 3:
6,25%; 8 con 6: 2,76%.

Figura 4. Representacion de maximos y minimos del perfil horizontal (H) y

vertical (V) de las colonias de Escherichia coli cepas DHy GY
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Figura 4. Representacion de maximos y minimos del perfil horizontal (H) y vertical (V) de las
colonias de Escherichia coli (Ec) para la cepas DH y GY: Azules: M&ximos; Rojos: Minimos;
Flechas: Diferencias. De izquierda a derecha: 1. Ec DH 18172 (V); 2. Ec DH 46393 (H); 3. Ec
DH 18172 (H); 4. Ec DH 46393 (V); 5. Ec GY 34943 (H); 6. Ec GY 34943 (V); 7. Ec GY 9863
(H); 8. Ec GY 9863 (V), respetando las abreviaturas de las diferentes cepas.
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Se observa en el cuadro de diferencia los criterios de inclusién y exclusion
porcentuales, tomando como referencia aquellos resultados por debajo del
10%, acotando que aquellos valores por encima de este rango no son
exactos para cuantificar los parametros de las colonias. Por tanto, se
demuestra que hay mayor regularidad de las colonias en los resultados de la
columna de los méaximos, las demas columnas (minimos, diferencia,
coeficiente X6 y el Intercepto Y), algunos de sus resultados no entran en el
criterio de inclusion por reflejar valores por encima del 10%. Los perfiles
unidimensionales de las colonias de Staphylococcus aureus se encuentran
en los anexos del presente trabajo de investigacion.

Por tal motivo se concluye que esta seccion unidimensional observa el
comportamiento de las colonias demostrando ser un excelente método para
ver la variabilidad, confiabilidad y regularidad de las colonias, siendo los otros
meétodos mas complejos y mas variables; el sistema matematico puede ser
abordado pero no es materia de este trabajo de investigacion; por lo que si
se observa diferencia tanto en 1D como en 2D y 3D, pero las diferencias son

mas complejas de manejar.
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Seccidon bidimensional

Figura 5. Perfil bidimensional del Agar Mueller Hinton
Figura 5.1 Perfil bidimensional en grafico de barra
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Figura 5.1 Perfil bidimensional (grafico de barra) del fotograma del Agar Mueller Hinton,
usando las coordenadas de la matriz desde 0 al 59 en el “eje vertical” y desde 30 al 59 en el
“eje horizontal” del Agar Mueller Hinton

Figura 5.2 Perfil bidimensional en grafico de linea
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Figura 5.2 Perfil bidimensional (grafico de linea) del fotograma del Agar Mueller Hinton,
usando las coordenadas de la matriz desde 0 al 59 en el “eje vertical” y desde 30 al 59 en el
“eje horizontal” del Agar Mueller Hinton
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Figura 6. Perfil bidimensional de la colonia Staphylococcus aureus 42119
Figura 6.1 Perfil bidimensional en grafico de barra de la colonia de

Staphylococcus aureus 42119
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Figura 6.1 Perfil bidimensional (grafico de barra) del fotograma de la colonia de
Staphylococcus aureus 42119, usando las coordenadas de la matriz desde 0 al 59 en el “eje
vertical” y desde 30 al 59 en el “eje horizontal” del Staphylococcus aureus.

Figura 6.2 Perfil bidimensional en grafico de linea de la colonia de

Staphylococcus aureus 42119
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Figura 6.2 Perfil bidimensional (grafico linea) del fotograma de la colonia de Staphylococcus
aureus 42119, usando las coordenadas de la matriz desde 0 al 59 en el “gje vertical” y desde
30 al 59 en el “eje horizontal” del Staphylococcus aureus.
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Figura 7. Perfil bidimensional de la colonia Staphylococcus aureus 9401
Figura 7.1 Perfil bidimensional en grafico de barra de la colonia de

Staphylococcus aureus 9401
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Figura 7.1 Perfil bidimensional (grafico de barra) del fotograma de la colonia de
Staphylococcus aureus 9401, usando las coordenadas de la matriz desde 0 al 59 en el “eje
vertical” y desde 30 al 59 en el “eje horizontal” del Staphylococcus aureus.

Figura 7.2 Perfil bidimensional en grafico de linea de la colonia de

Staphylococcus aureus 9401
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Figura 7.2 Perfil bidimensional (grafico de linea) del fotograma de la colonia de
Staphylococcus aureus 9401, usando las coordenadas de la matriz desde 0 al 59 en el “eje
vertical” y desde 30 al 59 en el “eje horizontal” del Staphylococcus aureus



Se puede concluir en esta seccion bidimensional que en los gréficos de barra
solo el agar Muller Hinton cumple una funcién continua, dejando que cada
sitio se exprese por su lado mientras que en los demas microorganismos no
se comporta de la misma manera; y que en los graficos de linea se comporta
de forma irregular impidiendo que tenga una secuencia entre ellas por lo
tanto estan en forma discontinua

Seccidn tridimensional

Figura 8. Perfil tridimensional del Agar Mueller Hinton
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Figura 8. Perfil tridimensional del fotograma del Agar Mueller Hinton, usando las
coordenadas de la matriz desde 1 al 60 en el “eje X" y desde 1 al 60 en el “eje Y” del Agar
Mueller Hinton.
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Figura 9. Perfil tridimensional de la colonia de Staphylococcus aureus 42119
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Figura 9. Perfil tridimensional del fotograma de la colonia de Staphylococcus aureus 42119,

usando las coordenadas de la matriz desde 1 al 60 en el “eje X’ y desde 1 al 60 en el “eje Y”
del Staphylococcus aureus

Figura 10. Perfil tridimensional de la colonia de Staphylococcus aureus 9401
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Figura 10. Perfil tridimensional del fotograma de la colonia de Staphylococcus aureus 9401,

usando las coordenadas de la matriz desde 1 al 60 en el “eje X” y desde 1 al 60 en el “eje Y”
del Staphylococcus aureus

En esta seccidn se concluye que existe discontinuidad en las colonias,
observando diferencia en los picos tanto en la altura como en el grosor, por

lo tanto en esta seccién no hay confiabilidad al haber mayor variabilidad
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siendo estos dos ultimos métodos mas complejos; por lo que se puede decir
gue el sistema matematico puede ser abordado pero no es materia de este
trabajo de investigacion.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En este trabajo de investigacion se realizé con un prototipo siendo un
dispositivo tecnolégico para el analisis y deteccion de microorganismos, al
ser utilizado accesorios de bajo costo y de facil acceso para su disefio.
Permitiendo el uso de procesamiento de imagenes en camaras Webcam
para tomar los fotogramas o videos requeridos en el estudio cuyo
procesamiento se basé en la utilizacion de las siguientes herramientas de
video en el que los videos fueron procesados por Diferencias Temporales
con ImageJ y por Diferencias Generalizadas con ImageDP. Se seleccion6 un
conjunto de fotogramas consecutivos, generalmente once. En ambos casos
se forma una nueva imagen.

Se debe destacar que en este trabajo de investigacion se realizo en tres
partes o0 secciones, teniendo una misma matriz de datos para cada
microorganismo; obteniendo que en la seccion unidimensional (1D) al
realizarle tendencia polinomial y calculos matematicos porcentuales se
demuestra que estos microorganismos de estudio presentan regularidad
numérica y confiabilidad en el uso de este dispositivo electrénico.

Para las secciones bidimensional (2D) y tridimensional (3D), solo se
enfoco en los fotogramas y sus respectivos graficos, siendo estos métodos
mas complejos y mas variables; el sistema matematico puede ser abordado
pero no es materia de este trabajo de investigacién; que si se observa
diferencia tanto en 1D como en 2D y 3D, pero las diferencias son mas

complejas de manejar.
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Por lo tanto la evaluacion de las colonias en este prototipo mostré el
potencial para el andlisis desde un punto de vista cuantitativo teniendo buena

sensibilidad a bajas intensidades de Biospeckle

RECOMENDACIONES

Se recomienda la utilizacién de este prototipo de estudio por ser un
dispositivo tecnoldgico, ya que con pocos accesorios de bajo costo y de facil
acceso se puede dar uso a este equipo. Se sugiere que al momento de
realizar los videos no generar ningun tipo de ruido o vibraciones ya que estos

interfieren con el andlisis y procesamientos de cada uno de los videos.
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ANEXOS
Figura 11.
Matriz (60x60) del resultado del fotograma escogido para el Agar Mueller Hinton. Se resalta las columnas y las
filas que se escogieron para hacer el perfil unidimensional para el eje horizontal (fila) y eje vertical (columna).

Para todos los otros resultados se hizo de la misma manera.
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Figura 12.

Matriz (60x60) del resultado del fotograma escogido para el Staphylococcus aureus 42119. Se

columnas vy las filas que se escogieron para hacer el perfil unidimensional en los ejes horizontal

vertical (columna).
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| en los e

Imensiona

Matriz (60x60) del resultado del fotograma escogido para el Staphylococcus aureus 9401. Se resalta las
columnas vy las filas que se escogieron para hacer el perfil uni

vertical (columna).

Figura 13.
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Figura 14 Perfil unidimensional de la colonia de Staphylococcus aureus
42119
Figura 14.1 Perfil horizontal en pixel Y29 de Staphylococcus aureus 42119

Staphylococcus aureus 42119 Y29 Eje horizontal
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Figura 14.2 Perfil vertical en pixel X29 de Staphylococcus aureus 42119

Staphylococcus aureus 42119 X29 Eje vertical
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Figura 15 Perfil unidimensional de la colonia de Staphylococcus aureus 9401

Figura 15.1 Perfil horizontal en pixel Y29 de Staphylococcus aureus 9401

Staphylococcus aureus 9401 Y29 Eje horizontal
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Figura 15.2 Perfil vertical en pixel X29 de Staphylococcus aureus 9401

Staphylococcus aureus 9401 X29 Eje vertical
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Figura 16.
Matriz (60x60) del resultado del fotograma escogido para la Candida albicans 52033. Se resalta las columnas y
las filas que se escogieron para hacer el perfil unidimensional en los ejes horizontal (fila) y eje vertical

(columna).
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tal (fila) y eje vertical

jes horizon

| en los e

Imensiona

Matriz (60x60) del resultado del fotograma escogido para la Candida albicans 23585. Se resalta las columnas y

las filas que se escogieron para hacer el perfil uni

Figura 17.
(columna).
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Figura 18 Perfil unidimensional de la colonia de Candida albicans 52033

Figura 18.1 Perfil horizontal en pixel Y29 de Candida albicans 52033

Candida albicans 52033 Y29 Eje horizontal
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Figura 18.2 Perfil vertical en pixel X29 de Candida albicans 52033

Candida albicans 52033 X29 Eje vertical
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Figura 19 Perfil unidimensional de la colonia de Candida albicans 23585
Figura 19.1 Perfil horizontal en pixel Y29 de Candida albicans 23585
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Figura 19.2 Perfil vertical en pixel X29 de Candida albicans 23585

Candida albicans 23585 X29 Eje vertical
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Figura 20.
Matriz (60x60) del resultado del fotograma escogido para la Candida tropicalis 52906. Se resalta las columnas
y las filas que se escogieron para hacer el perfil unidimensional en los ejes horizontal (fila) y eje vertical

(columna).
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tal (fila) y eje vertical
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Matriz (60x60) del resultado del fotograma escogido para la Candida tropicalis 42128. Se resalta las columnas

y las filas que se escogieron para hacer el perfil uni

Figura 21.
(columna).
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Figura 22 Perfil unidimensional de la colonia de Candida tropicalis 52906

Figura 22.1 Perfil horizontal en pixel Y29 de Candida tropicalis 52906

Candida tropicalis 52906 Y29 Eje horizontal
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Figura 22.2 Perfil vertical en pixel X29 de Candida tropicalis 52906

Candida tropicalis 52906 X29 Eje vertical
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Figura 23 Perfil unidimensional de la colonia de Candida tropicalis 42128
Figura 23.1 Perfil horizontal en pixel Y29 de Candida tropicalis 42128

Candida tropicalis 42128 Y29 Eje horizontal
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Figura 23.2 Perfil vertical en pixel X29 de Candida tropicalis 42128

Candida tropicalis 42128 X29 Eje vertical
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Matriz (60x60) del resultado del fotograma escogido para la Escherichia coli DH18172. Se resalta las columnas

y las filas que se escogieron para hacer el perfil uni

Figura 24.
(columna).
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tal (fila) y eje vertical
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imensional

Matriz (60x60) del resultado del fotograma escogido para la Escherichia coli DH46393. Se resalta las columnas

y las filas que se escogieron para hacer el perfil uni

Figura 25.
(columna).
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Figura 26 Perfil unidimensional de la colonia de Escherichia coli DH 18172
Figura 26.1 Perfil horizontal en pixel Y29 de Escherichia coli DH 18172

Escherichia coli DH 18172 Y29 Eje horizontal
y = -8E-10x° - 9E-07x° + 0,000x* - 0,009%3 + 0,258x2 - 3,088x + 193,6
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Figura 26.2 Perfil vertical en pixel X29 de Escherichia coli DH 18172

Escherichia coli DH 18172 X29 Eje vertical
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Figura 27 Perfil unidimensional de la colonia de Escherichia coli DH 46393
Figura 27.1 Perfil horizontal en pixel Y29 de Escherichia coli DH 46393

Escherichia coli DH 46393 Y29 Eje horizontal
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Figura 27.2 Perfil vertical en pixel X29 de Escherichia coli DH 46393

Escherichia coli DH 46393 X29 Eje vertical
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Figura 28.
Matriz (60x60) del resultado del fotograma escogido para la Escherichia coli GY 9863. Se resalta las columnas
y las filas que se escogieron para hacer

el perfil unidimensional en los ejes horizontal (fila) y eje vertical

(columna).
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Figura 29.
Matriz (60x60) del resultado del fotograma escogido para la Escherichia coli GY 34943. Se resalta las
columnas vy las filas que se escogieron para hacer el perfil unidimensional en los ejes horizontal (fila) y eje

vertical (columna).
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Figura 30 Perfil unidimensional de la colonia de Escherichia coli GY 9863
Figura 30.1 Perfil horizontal en pixel Y29 de Escherichia coli GY 9863
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Figura 30.2 Perfil vertical en pixel X29 de Escherichia coli GY 9863
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Figura 31 Perfil unidimensional de la colonia de Escherichia coli GY 34943
Figura 31.1 Perfil horizontal en pixel Y29 de Escherichia coli GY 34943
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Figura 31.2 Perfil vertical en pixel X29 de Escherichia coli GY 34943
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Figura 32Perfil bidimensional de la colonia Candida albicans 52033
Figura 32.1 Perfil bidimensional en grafico de barra de la colonia de Candida
albicans 52033.
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Figura 32.2 Perfil bidimensional en grafico de linea de la colonia de Candida
albicans 52033.
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Figura 33 Perfil bidimensional de la colonia Candida albicans 23585
Figura 33.1 Perfil bidimensional en grafico de barra de la colonia de Candida
albicans 23585
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Figura 33.2 Perfil bidimensional en grafico de linea de la colonia de Candida
albicans 23585

250
200

/ =
N g~
150

100

50

1357 911131517192123252729313335373941434547495153555759

Y30 Y31 Y32 Y33 ==——=Y34 =—Y35
Y36 Y37 Y38 Y39 Y40 Y4l
Y42 ——=Y43 Y44 Y45 ==——=Y46 ——=Y47
Y48 Y49 Y50 Y51 Y52 Y53
Y54 Y55 Y56 Y57 =———Y58 Y59

82



Figura 34 Perfil bidimensional de la colonia Candida tropicalis 52906
Figura 34.1 Perfil bidimensional en grafico de barra de la colonia de Candida
tropicalis 52906
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Figura 34.2 Perfil bidimensional en grafico de linea de la colonia de Candida
tropicalis 52906

250
200 - —
I — L — - -
100 \
50
0

135 7 911131517192123252729313335373941434547495153555759

Y30 Y31 Y32 Y33 ==——=Y34 =—Y35

Y36 Y37 Y38 Y39 Y40 Y41
Y42 ——Y43 Y44 Y45 =——Y46 ——Y47

Y48 Y49 Y50 Y51 Y52 Y53
Y54 Y55 Y56 Y57 =——Y58 Y59

83



Figura 35 Perfil bidimensional de la colonia Candida tropicalis 42128
Figura 35.1 Perfil bidimensional en grafico de barra de la colonia de Candida
tropicalis 42128
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Figura 35.2 Perfil bidimensional en grafico de linea de la colonia de Candida
tropicalis 42128
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Figura 36 Perfil bidimensional de la colonia Escherichia coli DH 18172
Figura 36.1 Perfil bidimensional en grafico de barra de la colonia de
Escherichia coli DH 18172
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Figura 36.2 Perfil bidimensional en grafico de linea de la colonia de
Escherichia coli DH 18172
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Figura 37 Perfil bidimensional de la colonia Escherichia coli DH 46393
Figura 37.1 Perfil bidimensional en grafico de barra de la colonia de
Escherichia coli DH 46393
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Figura 37.2 Perfil bidimensional en grafico de linea de la colonia de
Escherichia coli DH 46393
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Figura 38 Perfil bidimensional de la colonia Escherichia coli GY 9863
Figura 38.1 Perfil bidimensional en grafico de barra de la colonia de
Escherichia coli GY 9863
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Figura 38.2 Perfil bidimensional en grafico de linea de la colonia de
Escherichia coli GY 9863
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Figura 39 Perfil bidimensional de la colonia Escherichia coli GY 34943
Figura 39.1 Perfil bidimensional en grafico de barra de la colonia de
Escherichia coli GY 34943
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Figura 39.2 Perfil bidimensional en grafico de linea de la colonia de
Escherichia coli GY 34943
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Figura 40. Perfil tridimensional de la colonia de Candida albicans 52033
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Figura 41 Perfil tridimensional de la colonia de Candida albicans 23585
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Figura 42 Perfil tridimensional de la colonia de Candida tropicalis 52906
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Figura 43 Perfil tridimensional de la colonia de Candida tropicalis 42128
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Figura 44 Perfil tridimensional de la colonia de Escherichia coli DH 18172
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Figura 45 Perfil tridimensional de la colonia de Escherichia coli DH 46393
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Figura 46 Perfil tridimensional de la colonia de Escherichia coli GY 9863
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Figura 47 Perfil tridimensional de la colonia de Escherichia coli GY 34943
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