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RESUMEN

Objetivo: Determinar si el biospeckle dindmico, puede evaluar el grado de actividad
bacteriana y susceptibilidad antibi6tica, en muestras de orina de pacientes con infeccion del
tracto urinario.

Materiales y meétodos:Se analizaron 31 muestras de orina, obtenidas de pacientes con
fiebre, disuria, y andlisis sedimento urinario patoldgico, sin previo uso de antibioticos,
ingresados en la emergencia adultos del Instituto Hospital Universitario de los Andes en el
periodo comprendido Mayo/Junio 2015 y sometidas al analisis con biospeckle y equipo
identificacion bacteriana vitek.

Resultados: Se obtuvo positividad de infeccion del tracto urinario con examen fisico y
andlisis de sedimento urinario de 86%, equipo identificacion bacteriana vitek 31% vy
biospeckle 48%. De igual manera una coincidencia de susceptibilidad antimicrobiana vitek-
biospeckle de 91%

Discusion: Tomando en cuenta el examen clinico y analisis de sedimento urinario como
testigo estadistico, se puede afirmar que el biospeckle es capaz de detectar actividad
bacteriana en muestras de orina. Sin embargo las pruebas estadisticas de chi-cuadrado y test
de Fisher parecieran indicar lo contrario. Pero al examinar la correspondencia de resultados
paciente por paciente encontramos un 75% de coincidencias. Contradiccion que pudiera ser
explicada en el hecho del bajo niUmero de muestras para el analisis estadistico. En relacion
al uso delbiospeckle para medir susceptibilidad bacteriana la coincidencia de equipo de
identificacion bacteriana vitek/biospeckle es factible decir, que el biospeckle es capaz de
detectar susceptibilidad antimicrobiana. Antes de recomendar el biospeckle para aportar
datos al clinico relacionadas con la terapéutica antibidtica, en el tratamiento de infecciones
urinarias, consideramos fundamental, confirmar los resultados obtenidos con otros
métodos y con estudios con una poblacion mayor, dado que la muestra en el presente
estudio es pequefia.

Palabras claves: biospeckle dinamico, aplicacion clinica, susceptibilidad antibidtica
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SUMMARY

Objective: To determine if the dynamic biospeckle can assess the degree of bacterial
activity and antibiotic susceptibility, in urine samples from patients with urinary tract
infection.

Materials and Methods: 31 urine samples obtained from patients with fever, dysuria,
abnormal urinary sediment analysis and, without antibiotics, admitted to the emergency
adult Institute Hospital Universitario de los Andes in the analyzed period May / June 2015
and subjected to computer analysis vitek biospeckle and bacterial identification.

Results: positivity of urinary tract infection was obtained by physical examination and
analysis of urine sediment of 86%, bacterial identification equipment vitek biospeckle 31%
and 48%. Similarly coincidence antimicrobial susceptibility vitek-biospeckle of 91%

Discussion: Considering the clinical examination and analysis of urine sediment as
statistical control, we can say that the biospeckle can detect bacterial activity in urine
samples. However statistical tests chi-square test and Fisher seem to indicate otherwise. But
when examining the patient matching patient results found 75% of matches. Contradiction
could be explained by the fact the low number of samples for statistical analysis. Regarding
the use of the bacterial susceptibility biospeckle measuring equipment matching vitek /
biospeckle bacterial identification it is feasible to say that the biospeckle can detect
antimicrobial susceptibility. Before recommending biospeckle to provide data to the
clinical related to antibiotic therapy in the treatment of urinary tract infections, we consider
fundamental, confirm the results obtained with other methods and studies with a larger
population, as the sample in this study is small.

Keywords: Dynamic biospeckle, clinical application, antibiotic susceptibility
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l. Introduccidén
Justificacién

Para establecer el diagnostico y tratamiento en los pacientes con enfermedades infecciosas,
el medico requiere del apoyo del laboratorio de microbiologia, para identificar de forma
rapida y correcta el agente causal, para asi iniciar en base a la sensibilidad a los
antibioticos la terapia mas adecuada. Sin embargo, en comparacion con los otros campos
del laboratorio, el de microbiologia ha tenido un avance mas lento en el desarrollo de
métodos especificos y rapidos para el diagnostico de los agentes etioldgicos de las
enfermedades infecciosas y actualmente las herramientas diagnosticas méas empleadas,
siguen siendo la observacién directa, con o sin tincién y las técnicas de cultivo.
Considerando que estos ultimos, suelen demorar algunos dias, se plantea la posibilidad de
complementar estos métodos con la introduccion de sistemas Opticos y de software
(biospeckle dinamico) y brindar informacion relevante al médico en las primeras horas y
obtener asi el maximo beneficio para los pacientes.
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Antecedentes

La década de los 60 estuvo marcada por una revolucion tecnologica, con el advenimiento y
descubrimiento del fenémeno laser. Desde entonces el laser ha tenido una importancia
considerable y ha sido aplicado por los investigadores en maltiples &reas del conocimiento
humano (1). En los altimos afios se ha desarrollado una de sus aplicaciones, nos referimos a
la “interferometria” de moteado o “speckle”.

En (2011), RamirezMiquet y colaboradores, en un trabajo experimental que aplicaron la
técnica de speckle dinamico, utilizando dos configuraciones diferentes de incidencia del
haz de luz laser en placas de petrialgunas cultivadas con Escherichiacoli y otras como
control no inoculadas.Concluyo que el método de speckle dinamico, especificamente en los
compartimientos inoculados, permite detectar y caracterizar tanto cualitativamente como
cuantitativamente, la actividad bacteriana asi como su representacion evolutiva en el
tiempo (2)

En la Seccion Biotecnologia de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de
Los Andes, se ha empleado la técnica de Biospeckle en diversos trabajos. Garcia (2011)
estandarizo el uso del speckle dindmico para detectar la presencia de parasitos, para ello
realiz6 el ensayo en una placa de V.D.R.L. y efectud grabaciones de cada pozo realizando
videos de 60 segundos (5). Esos videos se procesaron con un programa disefiado, elaborado
y ejecutado por Andrades (2011), usando el método de las 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 Andrades, mayor que en ausencia
de farmacos, estimulandose el patrén de speckle bajo estas condiciones, asimismo, esta
relacion es dependiente de la concentracion del farmaco. Finalmente, demostrd que esta
técnica puede sustituir los ensayos in vitro, ya que es mas rapida y se evita la
contaminacion del medio (6).

Simultaneamente en 2011, Lobo corrobord 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 instantdneo cuando se emplea Tofranil y Tryptanol. En este
trabajo no solamente se utilizaron nuevas propuestas de farmacos (antidepresivos
triciclicos) como trypanocidas, sino que también se evalué el valor predictivo del
biospeckle al comparar los resultados con experiencias desarrolladas in vitro e in vivo (7).

Belandria en 2011, disefi¢ experiencias de biospeckle tomando en cuenta los resultados de
otros investigadores, Garcia (2011) y Lobo (2011), pero aplicadas a E.coli. El disefio
consistio 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 concentracién optima
como el tiempo minimo para la deteccion por Biospeckle. Para ello desarrolld el
Biospeckle con medio de cultivo, medio méas bacterias, medio mas bacterias mas antibiotico
y medio mas antibidtico, inicialmente se observo que la presencia de bacterias aumenta el
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patron de speckle, ademas se decidio esperar un tiempo prudencial de 15 min, y asi evitar
los efectos por movimiento, mezcla y difusion. Los resultados demuestran que el
biospeckle es mas eficiente con respecto a tiempo que técnicas tradicionales como
macrodilucién y difusién en agar, por tanto representa un método que tiene un valor
predictivo para obtener concentracién minima inhibitoria de un antibiotico (8).

En estos tres trabajos, los videos se procesaron por el Programa de Andrades (2011), el cual
fue disefiado por el método de las diferencias temporales tomadas de Pomarico y Di Rocco
(2004). Este programa hace la resta de las matrices de fotogramas consecutivos, y luego
calcula la media de cada matriz de diferencia y la media de las medias 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
analisis hacia un sistema de autocorrelacion comparando cada matriz con una matriz
constante y tomando el cambio que ocurre en funcion del tiempo o pendiente, lo que ha
mejorado las diferencias entre videos. Este método ha sido denominado por nosotros como
comparacion de base constante (6).

En un estudio similar, realizado por Diaz y Gallego en 2013, se utiliz6 biospeckle para
medir el efecto de ciprofloxacina sobre E.coli, los resultados permiten inferir que se puede
distinguir materia viva de materia muerta, ademas se encontr6 una posible correlacion entre
la pendiente de la tendencia lineal, la concentracion 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 comparacidn con base constante (9).

En la actualidad se estan desarrollando dos trabajos (Méndez 2015, Abche 2015) que han
conducido al avance en el procesamiento de imagenes. Méndez (2015) examiné las
ecuaciones y los algoritmos utilizados en el procesamiento y propuso un nuevo método,
basado en los conceptos de flujo 6ptico, que denominamos método 6ptico IDABV. Abche
(2015) tomd esa propuesta y reprocesod los videos obtenidos por Belandria (2011) y
tomando en consideracién el modo de accion de los antibioticos utilizados, contribuy6 a
constatar que ese nuevo procesamiento es mas adecuado (10).

Todos los trabajos anteriores se llevaron a cabo con un ensamble manual de laser, camara 'y
porta muestras, que se armaba en un cuarto oscuro. A partir del afio 2012 se comenz6 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 antibidticos sobre microorganismos en un tiempo corto y utilizando
biospeckle” Proyecto No. 2012001862.

Bricefio y Angel (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 del laser con el objetivo de detectar la presencia de las mismas,
usando laser rojo, verde y azul con vidrio o filtros como atenuadores. Los resultados
indican que el vidrio es buen atenuador cuando las bacterias estan muy diluidas, sin
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embargo ocurre saturacion de la imagen y afecta la cdmara, 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 las 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 antibidticos si se atentia con filtro. En este trabajo los videos se procesaron manualmente
por el método de comparacion con base constante (12).

En este momento se esta culminando otro trabajo (Moreno, 2015) que esta reuniendo las
experiencias anteriores para mejorar los datos de Biospeckle. Para ello se ha evaluado el
efecto del antibidtico Ampicilina — Sulbactam sobre Escherichiacoli, por Biospeckle,
usando laser verde en el prototipo construido. El procesamiento de videos se ha realizado
por el método de comparacion con base constante y por el método 6ptico IDABV. En ese
contexto se ha logrado poner a punto una metodologia de “Antibiograma por Biospeckle” y
se ha evaluado la presencia de sistemas particulados para aumentar las diferencias entre
muestras vivas y aquellas afectadas por el antibiético.

Aunque otros autores tales como Ramirez, Marti y Contreras (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 tiempos cortos.
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Marco tebrico

Las infecciones del tracto urinario (ITU), constituyen una de las infecciones més frecuentes
en la atencion primaria en salud y en el medio intrahospitalario. Se pueden presentar a
cualquier edad y son més frecuentes en personas del sexo femenino. Otro aspecto a tomar
en consideracion en los actuales momentos es la proporcion importante de patégenos
resistentes a los antibioticos y las consecuencias que esto supone para el tratamiento y
prondstico de estas infecciones (14).

En el medio intrahospitalario las ITU ocupa la primera causa de infeccion constituyéndose
en un significativo problema de salud publica, no solamente por su alta incidencia de
morbilidad sino también por los altos costos financieros asociados a ésta.

La inmensa mayoria de las ITU son causadas por gérmenes que constituyen parte de la
flora microbiana normal del intestino, se trata de gérmenes Gram negativos de la familia
enterobacterias (flora fecal), representadas en primer lugar en las infecciones agudas
comunitarias por la Escherichiacoli (85%). Se recuerda que los clones del grupo A de la E.
coliuropatdgena (011/017/077: K52:h18) pueden causar severos procesos infecciosos
extraurinarios (pulmonares) y con una importante resistencia bacteriana a maltiples drogas.
Los serogrupos de E. coli que originan una alta proporcion de infecciones son: 01, 02, 04,
06, 07, 075, 0150 y ciertos serotipos también se correlacionan con la gravedad clinica
sobre todo de las pielonefritis aguda. EI genoma de la E. coliestd constituido por 4.6
megapares de bases (Mbp). La virulencia de la E. coli se debe al antigeno K presente en su
capsula, lo cual le otorga la propiedad de resistir méas a la fagocitosis y a la actividad
bactericida del suero. También se ha postulado que las cepas de E. coli méas virulentas son
las que expresan las toxinas similares a Shiga. Otros gérmenes frecuentes en pacientes
portadores de litiasis coraliforme es habitual encontrar Klebsiellasp. Proteus que se divide
en indolpositivo (P. rettgeri, P. vulgaris, y P. morganii) e indolnegativo (P. mirabilis). En
mujeres sexualmente activas se aislan Staphylococcus, especialmente el aureus. También es
frecuente conseguir ITU causadas por Pseudomonas. En las infecciones nosocomiales, la
Escherichiacoli es la causa del 50% de ellas, otros bacilos Gram negativos implicados en la
ITU adquirida en la comunidad tienen menor frecuencia, y se presentan casos debido a
gérmenes como Citrobacter y Serratia. En pacientes hospitalizados con sonda vesical o que
han recibido antibiéticos de amplio espectro por tiempo prolongado se encuentran como
patdgenos causantes de la ITU Staphylococcusepidermidis, Streptococcusfecalis
(enterococos) y Candidas (transplante renal) (14).

Tedricamente se describen tres vias de penetracion de los gérmenes: via linfatica,
hematogena y ascendente. Existen pocas evidencias a favor de la via linfatica la cual ha
sido demostrada en animales. En los recién nacidos o en pacientes portadores de sepsis, la
infeccion puede llegar al rifidn por via hematdgena y representa el 3% de todos los casos de
ITU. La via principal de infeccion es ascendente, responsable del 95% de las ITU,
secundaria a la colonizacion de la uretra distal y region periuretral por gérmenes
procedentes de la flora intestinal (14).
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Las propiedades adherentes de los gérmenes estan involucradas en la llegada y
colonizacion,en el aparato urinario normal e influyen en el nivel anatomico de la ITU.

La presencia de adhesinas, Ilamadas fimbrias o pilis, favorecen la unién a receptores
celulares especificos, que por lo general son carbohidratos, con caracteristicas hidrofobicas
al igual que la membrana de las células escamosas y transicionales del uroepitelio, lo que
favorece la adhesion. Existen 2 tipos de pilis; los pilis tipo I, se encuentra tanto en la
Escherichiacoli patégena como en la no patdgena, juega un papel importante en la ITU
bajas, contiene sustancias como la metilmanosina. La union de las fimbrias a estos
receptores es inhibida en presencia de manosa. Las pilis tipo Il o Gal-Gal (globoserie), son
el mas potente inductor de inflamacion y causa la mayor parte de las pielonefritis agudas,
especialmente con rifion y vias urinarias normales. Los glucolipidos del receptor Gal-Gal,
también son antigenos del grupo sanguineo P el cual estd presente en los eritrocitos
humanos y en las células del epitelio urinario. Las fimbrias estan constituidas por unidades
de proteinas de forma helicoidal. La adherencia a las células epiteliales facilita la
transferencia de toxinas al huésped. Las endotoxinas serian las causantes de una respuesta
inflamatoria mas intensa que la que se presenta en ITU debida a bacterias no adherentes.
(14)

Es importante establecer si es el primer episodio de ITU, o si el paciente ha padecido
episodios previos o si coexiste una enfermedad renal, también se investiga la posibilidad de
que existan factores que predispongan a su aparicion (litiasis, reflujo vesicoureteral,
prostatismo, vejiga neurogénica, diabetes). Una vez realizada una exhaustiva anamnesis y
exploracién clinica que incluya tacto rectal en el hombre mayor de 50 afios 0 en quienes
presenten sintomas prostaticos, se establece un diagnostico presuntivo, el cual debe
confirmarse a través del sedimento urinario, tiras reactivas y el estudio microbiolégico (15).

Las tiras reactivas pueden detectar leucocituria y nitritos, pueden confirmar la presencia de
la enzima leucocitoestearasa en la orina, lo cual indica piuria, también detectan la reduccion
de nitratos por las bacterias, y es un indicador de bacteriuria; las infecciones por
Streptococcus, Pseudomonas y Enterococos, no producen la reduccion de nitratos, al igual
que las muestras de orina que no sean la primera de la mafiana, las cuales no han tenido
tiempo de permitir la reduccién, poseen una sensibilidad del 95% Yy una especificidad de
75%; un test positivo debe acompanarse de un urocultivo, ya que los tumores uroepiteliales
suelen dar falsos positivos. El estudio microbioldgico consta de tres partes: examen de los
caracteres organolépticos, sedimento y cultivo en el que se identifican el nimero de
colonias y el germen; se complementa con el antibiograma o prueba de susceptibilidad que
determina in vitro la sensibilidad de los antimicrobianos. Es importante, que la muestra
para la realizacion del urocultivo que constituye la comprobacion diagnostica, se realice en
forma adecuada. Para cumplir con los requisitos de la toma de muestra se debe obtener la
muestra de orina del segundo chorro durante la primera miccion del dia. La misma se
envasara en recipiente con tapon de rosca estéril para su procesamiento inmediato, de no
ser esto posible, se refrigera a 4° C y no se recomienda la cateterizacién ni la puncién
suprapubica para obtener la muestra, excepto en pacientes portadores de vejiga neurogénica
0 gravemente enfermos.
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En el Gram del sedimento urinario centrifugado, la presencia de 10 o mas leucocitos por
mma3, se correlaciona con 100.000 UFC/ml. En la orina no centrifugada, la presencia de un
organismo observado con el objetivo de inmersion, se asocia con 100.000 UFC/ml. La
sensibilidad y especificidad de estos hallazgos es mayor del 90% (14).

En el examen del sedimento los datos mas importantes son la piuria y la bacteriuria. El
hallazgo de mas de 10 leucocitos por mm3 esta relacionado con la presencia de mas de
400.000 leucocitos por hora y se correlaciona muy adecuadamente con urocultivos de mas
de 100.000 UFC/ml. La presencia de cilindros leucocitarios sugiere compromiso del
parénquima renal. La proteinuria es rara de encontrar, pero en casos de pielonefritis severa
0 de nefritis intersticial, la proteinuria puede estar presente. La hematuria micro o
macroscopica puede observarse cuando existe inflamacion vesical (14).

No existe en la actualidad, un examen adecuado para determinar si la infeccién es alta o
baja, excepto por la cateterizacion bilateral, pero es un método demasiado invasor para ser
utilizado de rutina; la presencia de cilindros leucocitarios ayuda en la ITU alta, pero son los
criterios clinicos los que definen el diagndstico (15).

Speckle

El speckle, es un fendmeno dptico, que se produce cuando una luz laser incide sobre una
superficie rugosa, (ver figura 1)la interferencia de los frentes de onda dispersados, produce
una distribucion de aspecto granular o de motas,conocido como patrén granular de alto
contraste, o speckle, el cual consiste en secciones oscuras intercaladas con secciones
brillantes (ver figura 2). (1)

Figura 1. Luz laser que incide Figura 2. Patréon granular de alto

sobre superficie rugosa. contraste, también conocido como
patréon de speckle.
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Los patrones de Speckle pueden ser estaticos o dinamicos. Un Speckleestaticoes aquel que
surge cuando la superficie irradiada se encuentra invariable, sin movimiento alguno. El
speckledinamico se presenta, cuando la superficie dispersora muestra alguna actividad
producida por movimiento de particulas y/o cambios en el camino 6ptico (debido a cambios
en el indice de refraccion del medio entre la superficie y el detector).Al aplicar el fendmeno
de speckle, sobre entes biologicos, recibe el nombre de biospekle, y teniendo en cuenta,
que los medios biologicos se encuentran en continuo movimiento, también se le conoce
como; biospeckle dindmico (8).

La luz dispersada, es captada por un sistema optico, que transmite las sefiales a un sistema
computarizado, el cual tiene un software que a través de algoritmosmatematicos, permiten

analizar de manera espacial y temporal los procesos bioldgicos (Ver anexos) (9).

Los medios bioldgicos generan un patron movil de “speckles” que sirve para expresar el
grado de movilidad del mismo, ya que la estadistica del movimiento de los granos de
“Speckle” es proporcional al grado de actividad de la muestra bioldgica, se ha usado el
biospeckle, para determinar la respuesta quimiotactica de algunas bacterias y células
tumorales, evaluacion del flujo sanguineo en el cerebro, estudios en semillas, hongos,
frutos, parasitos,films biologicos, helados, raices, semen, entre otros. Las aplicaciones del
Speckle dindmico, en materiales no biolégicos son también varias, entre ellas podemos
mencionar el analisis del secado de pinturas, el control de geles, espumas, corrosion (5)

Vitek.

El sistema vitek originalmente disefiado por la NASA,es un sistema automatizado
destinado a la identificacion bacteriana y estudio de sensibilidad antimicrobiana. Una vez
tomada la muestra, se coloca en un medio cultivo tradicional, posteriormente,una fraccion
de esta suspension se coloca en tarjetas, que poseen micropocillos, cada uno con sustratos
quimicos y antimicrobianos. Estas tarjetas se sellan y colocan en un equipo, donde se
incuban por un tiempo de 4 a 18 horas, siendo, analizadas por un lector éptico, el cual
realiza un escaneo de las reacciones quimicasy de calorimetria, y transmitiendo, cada
hora, esta informacion a un programa, el cual realiza la identificacion bacteriana.La
sensibilidad antimicrobiana se lleva a cabo en forma similar, en vista de que los diferentes
paneles de las tarjetas,contienen diluciones estandarizadas de distintos antibi6ticos
correspondientes a los puntos de corte de sensibilidad establecidos por la
National CommitteeforClinicalLaboratoryStandards(7) (8).El propdsito de la
automatizacion con el sistema vitekconsiste en mejorar la respuesta de los estudios
microbiol6gicos manteniendo la calidad de los mismos con la utilizacion de nuevas
tecnologias e informéatica.Aporta mayor seguridad, suprimiendo las manipulaciones
repetitivas, y la rapidez de respuesta permite obtener resultados fiables mas rapidamente
que con las técnicas manuales (20)
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sistema automatico vitekesta constituido por un inoculador/sellador,
incubador/lector, un ordenador y una impresora. El inoculador/sellador permite la

un

inoculacion de las tarjetas en pocos minutos. El incubador/lector asegura simultaneamente

la incubacion y la lectura de las tarjetas para una capacidad que varia de 32 a 480 tarjetas

segun el modelo. El ordenador equipado con los programas de vitek efectia un control

permanente de las operaciones en curso, memoriza los valores, trata e interpreta los

resultados (20)

.Las ventajas de los sistemas automatizados en microbiologia son:

Estandarizacion de los procesos.

Requieren de un proceso de incubacion corto.

Rapidez de respuesta 6 - 18 horas.

Contiene una libreria taxonémica amplia.

Adecuacion a la diversidad de agentes de importancia clinica.

Obijetividad de las determinaciones.

Precision y reproductividad de los resultados.

Bioseguridad.

Optimiza el tiempo del personal del laboratorio.

Aplicacion de programas que facilitan interpretacion de las pruebas realizadas y
analisis estadisticos.

Almacenar gran cantidad de informacion.

Control de las variables: disminuyen error, pre-analiticas (identificacion de
muestra) analiticas, post-analiticas (informes).

Las desventajas de los sistemas automatizados en microbiologia son:

Alto costo.

No incluye caracteristicas esenciales de ciertas especies.

Grado de resolucion es menor en algunos grupos bacterianos.

No esta disponible para todo el espectro de bacterias.

Paneles ATB no definidos por el usuario.

Necesidad de correlacionar en microbiologia tradicional.

Necesidad de cultivo puro.

Necesidad de confirmar algunas CIM y ATB no presentes en la tarjeta.

12



USO PROTOTIPO DE BIOSPECKLE

Objetivo general

1. Determinar si el biospeckle puede detectar el grado de actividad bacteriana y
susceptibilidad antibidtica en muestras de orina, en pacientes con infecciones del
tracto urinario.

Obijetivos especificos

1. Establecer si el biospeckle dindmico puede ser utilizado para determinar agente
patdgenos en orina.

2. Establecer si el biospeckle dinamico puede ser utilizado para detectar el grado de
actividad bioldgica, en orina que contenga antibidtico.

3. Estimar la sensibilidad y especificidad del prototipo de biospeckle dinamico para
determinar la presencia de bacterias en muestras de orina.

4. Establecer si el uso del biospeckle dinamico puede aportar al clinico datos de

importancia para la toma de decisiones en la terapéutica antibiotica.

5. Determinar si el uso del biospeckle en el analisis de muestras de orina con fines
clinicos tiene ventajas sobre el equipo de identificacion bacteriana vitek.

13
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Il. Marco Metodologico

Modelo de Investigacion

Considerando, que el biospeckle utilizado, es un prototipo y que existen pocas experiencias
en su uso clinico sobre muestras de pacientes, se considera que el nivel de investigacion de
este trabajo es de tipo exploratoria.

Poblacion y muestra

En vista de que se desea conocer la capacidad para detectar actividad bacteriana y
susceptibilidad antibiotica, usando el biospeckle, se eligieron pacientes en los cuales se
tenia una alta probabilidad de infeccion del tracto urinario. De esta manera se compard
muestras con criterios para diagnéstico de infeccidn urinaria, con los resultados de esas
mismas muestras pero analizadas con el biospeckle y el equipo de identificacion bacteriana
Vitek. Por tanto se realizd un muestreo no probabilistico, en pacientes hospitalizados, en el
area de la emergencia adultos del IAHULA.

Disefio de la investigacion

La seleccion de los pacientes a quienes se tomd muestras de orina, se hizo bajo los
siguientes criterios:

1. Pacientes ingresados en la sala emergencia adultos del IAHULA durante el periodo
comprendido entre Mayo/Junio 2015.

Mayores de 15 afios de edad, y de ambos sexos.

Clinica de fiebre, a saber; temperatura axilar > a 39°C mas disuria.

Uroanalisis con piuria, bacteriuria y leucocitos > 10 x campo.

Uso de sonda vesical con menos de 48 horas.

SN o

De igual manera se excluyeron del estudio aquellos pacientes que presentaban:

1. Uso previo de antibidtico.

2. Menores de 15 afios de edad.

3. Embarazadas.

4. Uso de sonda vesical por un periodo mayor de 48 horas.

Antes de iniciar con la toma de muestras, se recolecto la orina de un nifio de 7 afios, sin
antecedentes de infeccidn del tracto urinario (muestra control que se considera sana). Esta
orina se estudio bajo el biospeckle, obteniendo asi un parametro de comparacion, de tal
manera que toda muestra con un grado de actividad igual o menor a la muestra del nifio,
fue considerada como negativa, en tanto; aquellas muestras con actividad por encima hasta
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el 10% se asignaron como contaminadas, mientras que las muestras con actividad
detectada superior al 10% con respecto a la orina control, se calificaron como positivas.

Una vez, tomada cada muestra, se colocéen un envase estéril, con tapa de rosca, rotulado
con los datos del paciente,y se conservaron a temperatura menor de 4°C, para ser enviadas
de manera inmediata, con tiempo de llegada menor a 30 minutos, una parte al laboratorio
de microbiologia de Instituto de Prevision y Asistencia Social del Ministerio de Educacion
(IPASME) para ser analizada con el equipo deteccion bacteriana vitek y otra parte, al
laboratorio de biotecnologia de la facultad de farmacia de la Universidad de los Andes.

En el laboratorio de biotecnologia de la facultad de farmacia, cada una de las muestras se
distribuyd en 14 tubos de ependorf, previamente preparados con 10 ul de solucion salina
0.9% mas un solo tipo de antibidtico y se procedido a realizar la medida con el
espequelometro utilizando el espectro de onda roja de la luz laser.

Tabla 1. Diferentes antibidticos y concentraciones utilizadas durante los ensayos.

Ne ANTIBIOTICO PRESENTACION /| MIC (S) ug/ml | CONCENTRACION
CONCENTRACION UTILIZADA EN EL
ENSAYO ug/ml
1 Cefazoline 1g polvo <2 4
2 Cefepima 1g polvo <2 4
3 Cefotaxima 1g polvo <1 2
4 Ceftazidima 1g polvo <4 8
5 Meropenem 1g polvo <1 2
6 Gentamicin 80mg/2ml <4 8
7 Amikacin 500mg/2ml <16 32
8 Ciprofloxacin 200mg/100ml <1 2
9 Levofloxacin 500mg/100ml <2 4
10 Sulfametaxazol 400 / | 400/80 <38/2 76/4
Trimetoprim 80
11 Clindamicina 150mg/ml <0,5 1
12 Fluconazol 200mg/100ml <8 16
13 Agua
14 Agua + Orina control

Posteriormente se realizd la recoleccion, organizacion, y andlisis de los resultados.
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Figura 3. Esquema disefio investigacion.
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Procesamiento de los datos

Se realizé un analisis de distribucion de bernoulli, para cada técnica y un analisis de
frecuencias, utilizando pruebas de chi-cuadrado y el test de Fisher. El programa utilizado
fue el lenguaje estadistico R y la libreria Rcdmr.

17



USO PROTOTIPO DE BIOSPECKLE

I11. Resultados

En esteestudio se analizaron 31 muestras de orina, todas de pacientes hospitalizados en el
area de emergencia adultos del IAHULA. Con diagnéstico de ingreso de infeccion del
tracto urinario y previo al uso de antibioticoterapia alguna.

De las 31 muestras tomadas, 25 de ellas tenian piuria, bacteriuria y presencia de 10 0 mas
leucocitos por mm3, lo cual se correlaciona con 100.000 UFC/ml dando una sensibilidad y
especificidad mayor del 90% para ITU, por lo que bajo criterios clinicos y caracteristicas
del sedimento urinario se asignaron como positivas. El resto de las 6 muestras no cumplian
con los criterios antes mencionados, por lo que se consideraron como negativas.

Del total de muestras recogidas apenas 29 muestras fueron analizadas con el equipo vitek,
debido a que durante el traslado al laboratorio 2 muestras lamentablemente se perdieron. En
relacién a las muestras enviadas para ser procesadas con el biospeckle es de destacar que
las 31 muestras recolectadas fueron analizadas.

Anélisis por tipo de frecuencia de ocurrencia para cada una de las variables analizadas. Para
el andlisis estadistico se organizaron los datos en tres grupos: Examen clinico mas
sedimento urinario, vitek, biospeckle. El primer analisis que se realizd es el de ocurrencia
de resultado, haciendo énfasis en los resultados positivos que son el blanco de este estudio.
Para ello se tomaron en cuenta la totalidad de los datos. Las tablas 2, 3 y 4 muestran los
resultados para Examen clinicomas sedimento urinario vitek, y biospeckle respectivamente.

Tabla 2. Andlisis de ocurrencia por Examen Clinico y sedimento urinario.

Faltantes | Negativo | No Positivo
Aplica
NUmero de Casos 2 4 1 25
NUmero de Casos 6.25 125 3.12 78.12
(%)

En la tabla 2. Se puede observar que se obtuvieron bajo criterios clinicos y caracteristicas
del sedimento urinario 25 resultados compatibles con infeccién del tracto urinario, lo que
representa el 78%

Tabla 3. Andlisis de ocurrencia de VITEK
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Faltantes Inadecuada Positivo
Negativo
NuUmero de Casos 2 1 20 9
NuUmero de Casos 6.25 3.12 62.50 28.12
(%)

En la tabla 3. Podemos observar que se analizaron 29 muestras con el equipo deteccion
vitek, con 20 casos negativos y 9 casos positivos para infeccion del tracto urinario.

Tabla 4. Analisis de ocurrencia Biospeckle

No Positivo
Determinado Negativo
NuUmero de Casos 1 16 15
NuUmero de Casos 3.12 50.00 46.88
(%)

En la tabla 4. Se observa que se analizé un total de 31 muestras, con resultado compatible
para infeccion del tracto urinario 15 muestras equivalente al 46% de igual manera 16
muestras negativas que representan 50%.

Distribucion de tipo Bernouli.

Se calcul6 la distribucion de bernoulli, con el fin de responder la siguiente pregunta: ¢Cuél
es la probabilidad de que el Examen Clinicomas sedimento urinario, y los equipos vitek y
biospecklesean médicamente identificatorios de la ocurrencia acertada o no de la
enfermedad? El andlisis se puede realizar de dos maneras, tomando en cuenta la totalidad
de los datos, es decir sin excluir los no positivos (Faltantes, Negativos, No Aplica y No
Determinados) y excluyendo los no positivos (Faltantes, Negativos, No Aplica y No
Determinados) (Tabla 5).

Tabla 5. Funcién de probabilidad de cada una de las técnicas sin excluir los no positivos o
negativos.
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Sin Exclusion de Casos Con Exclusién de Casos
Técnica Indicador | P(X=r) | P(X<r) | Indicador | P(X=r) | P(X<r)
Examen Negativo | 0.2188 | 0.2188 | Negativo | 0.138 | 0.138
Clinico Positivo | 0.7812 1 Positivo | 0.862 1

VITEK Negativo | 0.7188 | 0.7188 | Negativo | 0.6896 | 0.6896
Positivo | 0.2812 1 Positivo | 0.3103 1
BIOSPECKLE | Negativo | 0.5312 | 0.5312 | Negativo | 0.5162 | 0.5162
Positivo | 0.4688 1 Positivo | 0.4838 1

La tabla 5 presenta las caracteristicas de la distribucion de Bernoulli para cada una de las
técnicas. Estos resultados se muestran en dos lotes, “Sin Exclusion de Casos” y “Con
Exclusion de Casos”, siendo este Gltimo el que se describe a continuacion. Este analisis
muestra que el Examen Clinico (corresponde con el testigo estadistico) muestra un acierto
de mas del 86% de los casos identificados como positivo, seguido por el BIOSPECKLE
(48%) y por ultimo el VITEK (31%b).

Andlisis Distribucion de Frecuencias

En la Figura 4. Se muestra la Distribucion de Frecuencias (graficos de la izquierda) y
Frecuencias Acumuladas (graficos de la derecha) para Analisis Clinicomas sedimento
urinario, vitek y biospeckle.

En el caso de las Frecuencias Acumuladas, se toma en cuenta el valor asintotico, que
corresponde a aproximadamente 29 pacientes para el Examen Clinico, 15 pacientes para
vitek y 20 pacientes para biospeckle. Nuevamente se observa que el valor arrojado por el
método de biospeckle se aproxima mas al valor del testigo estadistico.

Figura 4. Gréfica de funcion de distribucion de frecuenciasy de frecuencias acumuladas
para el Examen Clinico, Vitek y Biospeckle.
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Binomial Distribution: Binomial trials=30, Probability of success=0.826

Binomial Distribution: Binomial trials=30, Probability of success=0.826
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Se ejecutd un test de correspondencia Chi-cuadrado y el Test Exacto de Fisher (que se
emplea cuando los tamafios de muestra son pequefios), definiendo la Hipotesis Nula (Ho) y
la Hipdtesis Alternativa (H;), de la siguiente manera (se seleccion6 un nivel de
significancia de 5%):

Ho: Existe independencia entre el Examen Clinico y el VITEK y el BIOSPECKLE
H;: Existe correspondencia entre el Examen Clinico y el VITEK y el BIOSPECKLE

Tabla 6. Tabla de Frecuencias positivo o negativo frente a Examen Clinico, Vitek y

Biospeckle.
EXAMEN VITEK | BIOSPECKLE
CLINICO
POSITIVO |25 9 15
NEGATIVO | 4 20 16

Los resultados del estadistico Chi-cuadrado y del Test Exacto de Fisher se muestran en el
Tabla 7, rechazando la Hipétesis Nula (Hp) a un nivel de significancia del 5%.

Tabla 7. Resultado de la Prueba de Correspondencia

Chi-Cuadrado Test
exacto de
Fisher
Estadistico Chi- Df p-value p-value
cuadrado
18.6926 2 8.729e-05 | 5.338e-05

Ya que se rechazé la hipétesis nula se procedi6é a realizar un constraste Post-Hoc para
variables cualitativas (Tabla 8), en éste se rechaza la hip6tesis nula de no correspondencia
por pares de pruebas entre Examen clinico-Vitek, Examen clinico-Biospeckle a un nivel de
significancia del 5%. En cuanto a la comparaciéon VITEK-BIOSPECKLE, se acepta la
hipétesis nula, es decir que se acepta que no hay correspondencia entre estas dos pruebas.
Esto se concluye tanto para Chi-cuadrado como para el Test exacto de Fisher.

Cuadro 8. Constraste Post-Hoc para variables cualitativas
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Examen Clinico- Examen Clinico- VITEK-
VITEK BIOSPECKLE BIOSPECKLE
Chi-Cuadrado (p-value) 1.993e-05 0.0019 0.1703
Test exacto de Fisher (p- 3.962e-05 0.002524 0.1968
value)

Debido a la no correspondencia estadistica entre vitek y Biospecklepor Chi-cuadrado y por
Test Exacto de Fisher, se examin0 la coincidencia de los resultados paciente por paciente,
comparando pares de pruebas. Tabla 9.

Tabla 9. Comparacion de Coincidencia paciente por paciente

Examen Clinico- Examen Clinico- VITEK-
VITEK BIOSPECKLE BIOSPECKLE
Numero % Numero % Numero %
Coincidencia 13 46 15 53 21 75
No Coincidencia 15 53 13 46 7 28

En la tabla 9 se puede apreciar que hay 46% de coincidencia en los resultados de examen
clinico y vitek, 53% de coincidencia en los resultados de examen clinico y biospeckley
75% de coincidencia en los resultados de vtek y biospeckle, lo que sugiere que hay una
buena correspondencia entre las dos Gltimas pruebas y que probablemente los nimeros de
muestras son bajos para los analisis estadisticos.

Anaélisis susceptibilidad antimicrobiana

23




USO PROTOTIPO DE BIOSPECKLE

Finalmente, se hizo una comparacion del efecto de los antibidticos en el ensayo. Para hacer
este andlisis se deben hacer algunas consideraciones previas, tales como que se pueden
comparar solamente aquellos casos que fueron positivos por ambos métodos (vitek y
biospeckle) y dentro de esos casos, se puede comparar el efecto de antibidticos idénticos.
Adicionalmente, por biospeckle se puede determinar solamente la sensibilidad, ya que es un
ensayo gue se desarrolla en un lapso de dos horas, lo que indica que si se detecta un efecto
de un antibidtico habra Sensibilidad, pero si no se detecta un efecto, no necesariamente es
resistencia ya que puede ser que no haya transcurrido el tiempo suficiente para la
demostracion de su efecto. Debido a esto, se tomaron solamente aquellos resultados que
eran positivos por ambos métodos, se examinaron los antibi6ticos que daban sensibilidad
por biospeckle, y se verificO si esosantibidticos habian dado sensibilidad por vitek,
apuntando asi coincidencia y no coincidencia. Se obtuvieron los resultados que se muestran
en el Tabla 10 que aunque representan un nimero muy bajo de muestras, son indicativos
de la deteccion de sensibilidad por biospeckle.

Tabla 10. Comparacién de Coincidencia paciente por Antibidticos

VITEK-

BIOSPECKLE

Nomero | %
Coincidencia 10 | 9
No Coincidencia 1 | 9
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V. Discusion

Es oportuno al iniciar la discusion, hacer una comparacién de las ventajas y desventajas de
los dos métodos utilizados.

e VITEK requiere el aislamiento del microorganismo y toma 24 horas que se
adicionan al tiempo requerido para el aislamiento, culminando con la identificacion
del microorganismo.

e BIOSPECKLE no requiere el aislamiento del microorganismo, haciendo una
medida global sobre la actividad microbiana y toma 2 horas realizarlo, pudiendo
tener un resultado en un maximo de 3 horas. Este método tiene la ventaja de
desarrollarse en un tiempo corto y si bien pudiera ser una desventaja la no
identificacion del microorganismo, presenta una medida global de la actividad
microbiana, incluyendo hongos y microorganismos no cultivables. En este método
la comparacion de la actividad de Biospeckle de la muestra con la orina control
permitié concluir que era positiva para la presencia de microorganismos y en ese
caso se analizaba la susceptibilidad a los antibioticos (aquellos que disminuian la
actividad hasta niveles de la muestra control).

e VITEK utiliza antibioticos comercialmente preparados y estandarizados en
condiciones repetitivas.

e BIOSPECKLE puede utilizar cualquier antibiotico, especialmente aquellos que se
encuentran a disposicion en este momento en Venezuela. Esto presenta la ventaja de
poder utilizar aquellos antibidticos que estaran a disposicion del médico.

e Se puede hacer la comparacién de la funcién de probabilidad para Examen Clinico,
VITEK y BIOSPECKLE que corresponden con 86%, 31% Yy 48% respectivamente,
indicando que BIOSPECKLE se aproxima mas al testigo del estudio que es el
Examen Clinico.

e Haciendo el andlisis por Chi-cuadrado y Test exacto de Fisher Post-Hoc para
variables cualitativas se encuentra correspondencia entre pares de pruebas Examen
Clinico-VITEK y Examen Clinico-BIOSPECKLE a un nivel de significancia del
5%. En cuanto a la comparacion VITEK-BIOSPECKLE se acepta que no hay
correspondencia entre estas dos pruebas. Esto posiblemente se deba al bajo nimero
de muestras.

e Haciendo una comparacion paciente por paciente se encuentra una coincidencia
entre  Examen Clinico-VITEK, Examen Clinico-BIOSPECKLE y VITEK-
BIOSPECKLE, de 46%, 53% y75%, respectivamente. Esto nuevamente sugiere una
mayor coincidencia entre Examen Clinico-BIOSPECKLE que entre Examen
Clinico-VITEK y una muy buena coincidencia entre VITEK-BIOSPECKLE.
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Finalmente, comparando la susceptibilidad antibiotico por antibidtico en las técnicas de
VITEK y BIOSPECKLE, se obtiene un 91% de coincidencia. Sin embargo, este nimero
debe ser tomado con cautela ya que el nimero de antibidticos que coinciden en dar
susceptibilidad en las muestras que son positivas por ambos métodos, es bajo.
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V. Conclusiones

Tomando en cuenta, el examen clinico como testigo estadistico para el analisis de
frecuencia, y la distribucion de bernoulli, asi como los resultados obtenidos en la
comparacion de coincidencia paciente por paciente, Vitek-Biospeckle, esta ultima
de 75% podemos afirmar que el biospeckle es capaz de detectar actividad bioldgica
en muestras de orina, en un lapso que eventualmente podria ser de 2 horas.

Basados, en la comparacion de coincidencia paciente por paciente Vitek-Biospeckle
y pruebas de sensibilidad antibi6tica concordantes entre Vitek-Biospeckle en 91%,
es factible decir; que el Biospeckle es capaz de detectar el grado de actividad
bioldgica en muestras de orina con antibiotico. Sin embargo su utilidad, para aportar
datos al clinico en las decisiones relacionadas con la terapéutica antibidtica, a pesar
de la sensibilidad resultante, debe ser confirmada por otros métodos y estudios con
mayor numero de muestras, en vista de la poblacién estudiada en este trabajo.

En relacion a la capacidad del biospeckle, para determinar la presencia de bacterias
patoldgicas, debemos indicar que el disefio del estudio, permitié solo evaluar el
efecto que tienen los antibidticos en el grado de actividad bioldgica, sobre los
microorganismo presentes en muestras de orina patologicas. Por lo que determinar
especificamente el agentes bioldgicos que puedan causar ITU, nose realiza por esta
técnica. Es por ello que el Biospeckle da una indicacién de la actividad microbiana
global, incluyendo microorganismos cultivables y no cultivables y la susceptibilidad
a los antibidticos que se ensayan. Es por ello que, si bien no arroja la identificacion
del microorganismo, tiene una probabilidad de identificar muestras positivas que es
mayor que la de VITEK.

Debido a estas conclusiones, es posible pensar que la prueba de Biospeckle podria
llegar a ser, luego de su debida estandarizacion, una prueba complementaria al
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
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V1. Recomendaciones

Dado que el prototipo del biospeckle es capaz de detectar el efecto de los antibioticos sobre
la concentracion bacteriana, se recomienda para estudios posteriores:

Realizar un estudio con un nimero mayor de muestrascon urucultivo positivo asi
determinar si existe independencia Vitek-Biospeckle y/o correspondencia entre
Vitek y Biospeckle. Dado que la muestra en el presente estudio fue insuficiente.

Determinar las caracteristicas de los patrones de movimientos de speckle, de los
principales patdégenos causantes de ITU, con la finalidad de poder comparar estos
patrones, con los que se puedan obtener de muestras de orina de pacientes con ITU,
y asiintentar identificar los microorganismos presentes en dichas muestras
utilizando el biospeckle.
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VIIl. DEFINICION DE TERMINOS
Analisis de frecuencia acumuladas: Es el numero de nj acumuladas en la muestra N
Bacteriuria: Se define en el examen de orina a > 20 células x campo en orina centrifugada.

Distribucion de Bernoulli: Es una teoria de probabilidad discretas para variable

dicotomicas, que mide el numero de éxitos en un unico experimento con dos posibles
resultados.

NationalCommiteeforclinicallaboratoryStandars: Instituto de estdndares clinicos y de
laboratorio (CLSI). Organizacion sin fines de lucro que marca las pautas a seguir en las
practicas de laboratorio aplicadas a la clinica.

Piura: Presencia de pus en la orina

Infeccidn del tracto urinario: Invasion, colonizacién, y multiplicacion de gérmenes en el
tracto urinario.
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Criterios para el uso de antibidticos durante el estudio

Se utilizaron los criterios de “Clinical and LaboratoryStandardsinstitute, CLSI2015” (21),
Tabla 2A, “Criterios para Enterobacteriaceas”.

Como la técnica de Biospeckle se desarrolla en un lapso de dos horas, se mide
Susceptibilidad a un determinado antimicrobiano. No se mide resistencia ya que ésta
puede ser el producto de uno o varios pasos del metabolismo o de efectos sobre la pared
que se reflejaran en tiempos mayores.

Se us6 el criterio de interpretacién contenido en la pagina 24. En este trabajo nos interesa
determinar la condicién de SUSCEPTIBLE (no la de RESISTENCIA) por lo que se tomé la
concentracién requerida para dar una MIC de un organismo susceptible. Sin embargo, se
hizo al doble de esa concentracidén para asegurar el resultado en un tiempo corto (2
horas).

Por ejemplo, si la sensibilidad se observa a concentracion <4 ug/ml y la resistencia a >32
ug/ml, utilizamos el dato de <4 ug/ml que luego se duplicé y se usé 8 ug/ml. Se tomd la
decision de usar la menor concentracidn debido a la sensibilidad del Biospeckle, y luego se
duplico, pensando en asegurar el resultado en 2 horas de interaccién.

Se tomaron los valores sefialados como “S” de la Tabla 2A y se multiplicaron x2 con 10ul
de antibidtico + 490 ul orina.

Se procuré probar la mayor cantidad de antibidticos que coincidieran con los que se
utilizan por la técnica de VITEK.

Los antibidticos utilizados eran de presentacién para inyeccion i.v., constatandose que se
contaba con una solucidn translicida, sin agregados ni precipitados que pudieran
interferir en el desarrollo de la técnica.

Se utilizé una muestra de orina control que fue la misma para todos los ensayos.
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Esquema del sistema experimental Biospeckle dinamico.
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Prototipode Biospeckle utilizado durante el estudio.

Disefiado y elaborado en €l Proyecto de Innovacion del Poder Popular para la
Ciencia, la Tecnologia y la Innovacion, intitulado: “Producto y proceso para medir
el efecto de antibidticos sobre microorganismos en un tiempo corto y utilizando
biospeckle” Proyecto No. 2012001862, Responsable: H.C. Grassi
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