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Resumen: Se describe un equipo construido para la medicion automatica de didmetros de halos de inhibicion
que se forma en el tratamiento de muestras (colocadas en cajas Petri) con antibidticos. Se emplean
componentes de bajo costo, pero considerando una adecuada eficiencia de medicion, a través de la toma de
imagenes de los cultivos, que se encuentran dentro de un recipiente aislado (tipo incubadora). Las ventajas de
este método respecto a otros conocidos y los posibles futuros desarrollos en esta area también son analizados.

INTRODUCCION

El método de medicion mediante la zona de difusion,
para la presencia de bacterias en diferentes medios
(saliva, orina, sangre, etc.), empleando discos de
antibiéticos es el mas antiguo conocido [1,2]. Este
método ha sido y continda siendo una técnica
ampliamente usada en los laboratorios para evaluar
la sensibilidad de bacterias a diferentes tipos de
antibidticos.

Con el correr de los afios, diversos estudios han
permitido depurar el proceso y hacerlo mas
deterministico en cuanto a la concentracién y su
relacién con el didmetro de los halos que se forman
alrededor de los discos. Actualmente, muchos
laboratorios que emplean este procedimiento miden
estos halos de difusion mediante una simple
inspeccidn visual con ayuda de una escala graduada.

Es de esperar que las mediciones en este sentido
puedan ser mejoradas si se emplean métodos mas
precisos que permitan no solo dar un mejor resultado
en los laboratorios dedicados al andlisis de muestras,
sino también para la mejora misma de este método
mediante la investigacion en diferentes aspectos de
la microbiologia [3-5].

En este sentido, varios nuevos productos han
aparecido en el mercado para una mejor medicién de
los diametros de halos [6]. La estructura béasica de
dichos dispositivos utiliza una camara digital y un
sencillo software de procesamiento, aunque también
las aplicaciones han sido orientadas en otras
direcciones como conteo de colonias, discriminacion
a través de colores, etc.

En este trabajo se implementa un método diferente
de los que pueden encontrarse en el mercado, para
medir el diametro del halo de inhibiciéon que se forma
en la reaccion entre un cultivo bioldgico y diferentes
tipos de antibidticos. Estos pueden ser colocados
mediante discos individuales o bien multidiscos sobre
la muestra. Para esto, se armé un equipo controlado
por computadora, que mantiene las muestras a una
temperatura de 37°C. Al ser este un sistema
integrado, mostramos cudles son sus ventajas
respecto a otros dispositivos y también las posibles
aplicaciones, junto con los futuros desarrollos.

FUNDAMENTOS BASICOS

La difusion (D) de un antibidtico en un medio como el
que tratamos aqui, obedece la ley de Fick,
modificada posteriormente por otros autores [7]:

X2 =4Dt|n(§%g (1)

siendo X la distancia de progresion del antiobotico en
el disco, D la constante de difusion del antibiético, t el
tiempo de observacion, mg la concentracion del
antibiético en la fuente y m la concentracion critica,
que varia con la sensibilidad de las bacterias
estudiadas.

Después de un tiempo que oscila entre 18 y 24 horas
se forman los halos de inhibicion alrededor de los
discos, que pueden reconocerse porgue son zonas



mas claras dentro de la muestra. Una simulacién de
este efecto puede observarse en la Figura 1, donde
los discos de antibiéticos son de color negro y
alrededor de ellos esta dicha zona de inhibicién. La
imagen total es circular porque se supone que el
cultivo se realizo dentro de una caja Petri. Estas son
de plastico transparente con diametro variable,
aunque las mas utilizadas tienen alrededor de 12cm
de didmetro, y una altura de alrededor de 1cm.

Existe una relacion directa entre el didmetro de dicho
halo que se forma alrededor del disco y la
concentracion de las bacterias, que en general se
puede clasificar como baja, media y alta [7]. Esto es
muy importante para el diagndstico que el laboratorio
pueda dar de la muestra y, en el caso médico poder
sefialar el camino a seguir en la cura del paciente.

Figura 1. Simulacion de la formacion de
halos de inhibiciébn en una muestra.

RESULTADOS OBTENIDOS Y DISCUSION

Para la medicién se implementé el equipo que se
muestra en la Figura 2. El control general lo realiza la
computadora. El controlador de movimientos es la
consola que activa los servomotores de
posicionamiento (se emplearon servomotores MD-2
de Arrick Robotics con 400 pasos por vuelta). Con
este sistema, la computadora activa por si sola el
sistema de medicion una vez que haya transcurrido el
tiempo deseado por el usuario. Ejerce ademas un
control sobre la temperatura mediante una conexion
al pirometro. Entonces, se puede contar con un
registro de temperatura a lo largo del tiempo para
aplicaciones mas sofisticadas. El recipiente de cultivo

y medicién es similar a un calorimetro y hace las
veces de incubadora. Alli estan alojadas las muestras
y en su interior serdn tomadas las imagenes de cada
una de las cajas Petri.

La medicion del diametro del halo se realiza a través
de la imagen registrada por una camara CCD (que
corresponde a la sigla en inglés Charge Coupled
Device), y no es mas que un arreglo matricial de
fotodiodos de alrededor de 10mm de lado. Para
implementar un método de bajo costo, utilizamos una
camara de video conferencia, con una entrada
TWAIN (no tiene un significado preciso en inglés,
pero el mas aceptado es Technology Without An
Interesting Name), que consiste en un estandar de
direccionadores para emplear una Unica entrada para
todos los periféricos (scanners, camaras de video
conferencia, impresoras, etc.). Este dispositivo
incluido en la PC nos evita el empleo de una tarjeta
de adquisicién y reduce bastante el costo del equipo.
También se desarrolld el software correspondiente
que permite controlar los diferentes parametros,
empleando lenguaje C y Visual Basic. El sistema
dentro del recipiente principal se muestra en la Figura
3. Se pueden colocar varias cajas Petri dentro de un
plato que luego sera rotado mecanicamente mediante
los servomotores y las imagenes de las cajas de Petri
serdn almacenadas en la computadora para una
posterior determinacion de los diametros de halos.

La ventaja de este equipo es que la muestra no
necesita sacarse de la incubadora para efectuar la
medicion, ademas de su bajo costo al ser un sistema
integrado y la posibilidad de dejar muestras
preparadas cuyo halo de inhibicion ser4 medido
automaticamente luego de un tiempo fijado por el
usuario.
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Figura 2. Equipo completo empleado para la
medicion de los halos de inhibicion.

Figura 3. Plato conteniendo las cajas Petriy
camara CCD debajo de ella para la
toma de las imagenes.

Figura 4. Parte de la imagen de una muestra
en una caja Petri. Se pueden ver
los discos con sus codigos.

En la Figura 4 puede verse una imagen tipica de los
discos con su correspondiente halo de inhibicion.
Como ya hemos dicho, la computadora se encarga
de activar todo el mecanismo y medir el didmetro
luego de cierto tiempo. Esto representa una gran

ventaja para los laboratorios mexicanos, ya que las
muestras se preparan actualmente entre lunes vy
jueves (pues requieren 24 horas de incubacion).
Mediante este método podran prepararse incluso el
dia sdbado por la mafiana.



Varias otras aplicaciones, como conteo de colonias y
diferenciacién a través del color pueden ser tomadas
en cuenta. En la Figura 5 se muestra este tipo de
cultivo donde se requiere de un conteo.

Figura 5 Cultivo de bacterias y desarrollo de
diferentes colonias en una caja Petri
de cuatro cuadrantes.

Aunque el método de captura en si ha sido
totalmente automatizado mediante este dispositivo,
guedan dos instancias por automatizar: 1) la
preparacion de la muestra y 2) la determinacién del
codigo de antibidtico. En el primer caso, existen
algunos métodos que posibilitan y ayudan en gran
medida a ese proceso. En el segundo caso, queda
para una etapa posterior que sera desarrollada
durante el presente afio, mediante la utilizaciéon de
métodos de reconocimiento de caracteres (para los
codigos de los discos de antibidticos), y entonces
permitirdn arrojar directamente los resultados y no
requerirdn de una inspeccioén visual de las imagenes
por parte de los usuarios. Esto también significard un
ahorro en la memoria de la computadora, ya que soélo
arrojara el resultado final.

CONCLUSIONES Y FUTUROS DESARROLLOS

Se ha desarrollado un nuevo método integral de
andlisis en halos de inhibicién, con varias ventajas

sobre otros que ya han aparecido en el mercado.
Entre estas ventajas podemos mencionar:

1) Se elimina la subjetividad ya que en muchos
laboratorios esta medicién se realiza con una
regla.

2) Se eliminan los errores aleatorios que se
introducen al medir de esta forma.

3) La muestra permanece en todo momento aislada
y no debe sacarse de la incubacion para hacer la
medicion.

4) Permite la preparacion de muestras durante toda
la semana, ya que la computadora mide
automaticamente luego de 24 horas (o luego del
tiempo que desee el usuario).

5) El sistema posibilita regular todos los pardmetros
de incubacion y mediciéon, de modo que puedan
obtenerse resultados para otro tipo de estudio
con la misma metodologia.

6) Es un equipo de muy bajo costo al emplear
sistemas sencillos y de nueva tecnologia, como
la camara de video conferencia y la entrada
TWAIN.

Sin embargo, quedan algunos aspectos por mejorar
en el proceso y en un futuro se preveé el
reconocimiento de los codigos de discos individuales
mediante la imagen adquirida. Esto automatizara el
sistema en un mayor nivel.

Creemos que el equipo esté preparado también para
ser utilizado en el control de diversos procesos
derivados de la industria de la biotecnologia, incluso
para investigacion en biomedicina.
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