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Resumen. La microbiologia es una ciencia que se ha desarrollado notablemente en los Gltimos
tiempos dado que realiza aportes a la ecologia, la agronomia, la tecnologia de los alimentos, entre
otras. Existen, sin embargo, ciertas complicaciones que dificultan las actividades experimentales,
como la complejidad de reproducir en el laboratorio condiciones ideales de crecimiento, tales como
agitacion o el movimiento aleatorio de microorganismos. Actualmente, la tendencia al modelar el
crecimiento microbiano estd fuertemente influenciada por la potencia computacional, donde los
principales aportes de la computacion son la rapidez, la precisién, la capacidad de mantener y analizar
grandes volimenes de datos y la de establecer a priori las condiciones de la simulacion.

Se ha desarrollado un simulador de crecimiento de microorganismos con el objetivo de, no so6lo
reducir costos y tiempos de laboratorio, sino de obtener resultados mas precisos.

Con el propésito de complementar trabajos anteriormente presentados y para estudiar coémo influye la
movilidad de microorganismos en el desarrollo de las colonias, se modificaron las rutinas existentes de
manera de considerar si los microorganismos estan inmdviles, si realizan un movimiento del tipo
browniano hacia los sitios vecinos o si estan sometidos a un agitado turbulento.

Los algoritmos utilizan el método de Monte Carlo, y se desarrollaron para microorganismos del tipo
bacteria. Se tienen en cuenta el tiempo de adaptacion de la colonia al medio de cultivo, y el tiempo
necesario para iniciar la division de cada individuo.

Las curvas de crecimiento obtenidas para los tres tipos de movimiento considerado, presentan las tres
fases caracteristicas reportadas experimentalmente. Se observa que la colonia de microorganismos se
desarrolla méas rapidamente bajo condiciones de movimiento turbulento, mientras que bajo
condiciones de movimiento browniano el desarrollo es intermedio. Todas las curvas presentan un buen
ajuste de acuerdo al modelo de crecimiento Logistico.
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1 INTRODUCCION

El modelado de crecimiento bacteriano se ha usado para estimar pardmetros (tasa
especifica de crecimiento y tiempo de lag) requeridos para estudiar su crecimiento bajo
diferentes condiciones tanto fisicas como quimicas y asi, ser capaces de formular medios
microbiologicos apropiados o construir modelos predictivos para usar en microbiologia
(McMeekin et al., 1993; Whiting y Buchanan, 1997). Este modelado puede aplicarse en
varios niveles. Un modelo de nivel primario es una ecuacién o funcion usada para describir la
respuesta microbiana a lo largo del tiempo con un conjunto particular de parametros
(Whiting, 1995; McMeekin y Ross, 2002). La respuesta microbiana se representa, la mayoria
de las veces, mediante el nUmero de microorganismos (concentracion de colonias que forman
unidades) o la densidad oOptica como una medida indirecta (McMeekin et al., 1993). Los
modelos matematicos pueden ser de tipo empirico o mecanicista (France y Thornley, 1984;
McMeekin y Ross, 2002). Suelen preferirse este ultimo tipo de modelos, ya que se derivan de
representar los procesos bioquimicos que controlan el crecimiento de microorganismos
(Lopez et al., 2004). Sin embargo, si se desconocen las leyes que gobiernan el proceso, las
funciones matematicas deben usarse empiricamente y la adecuacion del modelo se evalta
desde su capacidad de ajustar datos experimentales basandose en criterios estadisticos. Los
modelos empiricos pueden evolucionar a uno mas mecanicista en la medida que se disponga
de mas informacidn concerniente al sistema (Baranyi y Roberts, 1995).

El creciente interés en generar modelos para poder predecir las consecuencias del
crecimiento de microorganismos se fundamenta en los ahorros vinculados a las pruebas de
laboratorio, tanto de dinero como de tiempo.

En este trabajo se presenta un modelo primario de crecimiento de bacterias mediante el que
se pretende estudiar su comportamiento, en entornos que poseen densidades distintas, con lo
gue se presentan diferentes condiciones de movilidad.

2 MODELO COMPUTACIONAL

El sistema planteado consiste de elementos fundamentales que trabajan en conjunto para
modelar un ecosistema artificial. Los mas importantes son:
= Entorno artificial
= Recursos artificiales
= Microorganismos artificiales
= |nteraccion entorno/microorganismo
El sistema que se describe proporciona un entorno en el que organismos artificiales
(virtuales) modelan ciertos aspectos de agentes microbioldgicos del mundo real. Estos
organismos virtuales pueden compararse a bacterias por diversas razones, entre ellas:
= No existe nocion de organizacion celular interna.
= Poseen un pequefio conjunto de comportamientos simples (ingestion, movimiento,
reproduccion).
= La reproduccion es asexual (por fisidn binaria).
Existen recursos artificiales de los que los microorganismos se alimentan.
A lo largo de este trabajo, se considerard que cada microorganismo tiene tamafio fijo.
El crecimiento de una poblacion resulta de la suma de los ciclos celulares de todos sus
individuos. Este crecimiento suele ser asincronico puesto que cada microorganismo se
encuentra en un punto diferente del ciclo celular.
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Las bacterias crecen siguiendo una progresion geométrica en la que el numero de
individuos se duplica al cabo de un tiempo determinado, denominado tiempo de generacion

(0).
De esta forma, podemos calcular el nimero de bacterias (NB) al cabo de un nimero de
generaciones (n) usando la ecuacion 1:

NB = NB,2" (1)

siendo NBy el namero de células en el momento inicial. EI nimero de generaciones se
puede calcular de la siguiente forma (ecuacion 2):

n=t/r (2)

donde t es el tiempo transcurrido.
Otra forma de analizar el crecimiento bacteriano, es considerar el desarrollo a tasa de
crecimiento constante, con lo que la ecuacion de crecimiento queda: (ecuacion 3)

NB = NB,e* (3)

Donde p es la tasa de crecimiento.
De las ecuaciones 2 y 3 se obtiene la relacion entre la tasa de crecimiento y el tiempo de
generacion (ecuacion 4).
In2
H=—
T

(4)

Si la bacteria crece en un medio liquido, las células que se producen en cada division
contintan su vida independientemente en la mayoria de los casos formando una suspension
de células libres.

Cuando una célula aislada comienza a crecer sobre un substrato sélido, el resultado del
crecimiento al cabo del tiempo es una colonia.

2.1 Entorno artificial

El crecimiento de microorganismos se estudia en un plano, un sistema bidimensional,
representado por la matriz CEL, cuadrada, de dimensiones MxM, que representa el entorno
artificial. La unidad fundamental de vida microbiana es un microorganismo y se representa en
una posicion de la matriz. El entorno planteado permite simular asi, el crecimiento de
microorganismos en un cultivo realizado en un volumen finito (cultivo batch).

2.2 Recursos artificiales

Los recursos disponibles para los microorganismos son importantes en el sistema pues
permiten simular su supervivencia o inactivacion.

Se representan mediante la matriz AL de dimensiones MxM, y se encuentra directamente
relacionada con la matriz CEL. El valor contenido en cada AL(x,y) indica la cantidad de
sustrato disponible para la bacteria ubicada en CEL (x,y).

2.3 Microorganismos artificiales

Cada microorganismo se desarrolla en una posicion x,y a partir del inoculo inicialmente
distribuido sobre la matriz CEL.
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Existe por otra parte un tiempo asociado al ciclo celular, necesario para la replicacion del
material de la bacteria, la sintesis de sus componentes celulares, el crecimiento para alcanzar
un tamafio doble del inicial y su division por fisién binaria para dar lugar a dos células hijas
(tiempo de duplicacion).

La poblacion de microorganismos tiene asociado un tiempo de adaptacion al medio o
tiempo de lag, que es el periodo durante el cual el metabolismo se adapta a las condiciones
ambientales, antes de iniciar la fase de crecimiento exponencial.

2.4 Interaccion entorno/microorganismo

Los microorganismos interactian con el entorno y estas interacciones les permiten
sobrevivir, realizar determinadas acciones y asegurar la reproduccion.
Cada microorganismo ocupa un unico lugar en el entorno, denotado mediante CEL(Xx,y). El
namero total de microorganismos en CEL se entiende como tamafio de la poblacién.
Cada microorganismo puede efectuar un nimero limitado de acciones: alimentacion,
reproduccion y movimiento.
= Para poder alimentarse necesita informacion acerca del sustrato disponible, en
AL(x,y)
= Para su replicacion necesita informacion referente a sustrato disponible asi como a
las posiciones vecinas.
= Para poder cambiar de lugar, segun el tipo de movimiento a realizar, necesita
informacion (a) en caso de tratarse de movimiento browniano, sobre las posiciones
vecinas o (b) en caso de tratarse por movimiento provocado por el agitado del
medio, necesita informacion sobre las restantes posiciones del entorno.

3 FUNCIONAMIENTO:

El presente algoritmo basa su funcionamiento en el método de Monte Carlo, que es un
método estadistico que usa numeros aleatorios para elegir muestreos representativos de
eventos de un conjunto extremadamente grande de posibles eventos. EI método resulta
apropiado en sistemas que tienen un gran numero de grados de libertad, como es el caso de la
simulacion de crecimiento de microorganismos (Larcher y Cattaneo, 2006; Cattaneo et al.,
2007).

Antes de iniciar la ejecucion del programa, se establecen los siguientes parametros:

= Tamafio de las matrices (M)

= Indculo

= Posicion inicial del in6culo

= Sustrato para cada posicion de la matriz

La finalidad de estos parametros es hacerlos variar para ajustar las condiciones a cualquier
microorganismo bioldgico.

La unidad de tiempo de simulacion se define como un paso de Monte Carlo (MCS) por
posicion de la matriz, lo que corresponde a MxM microensayos, donde MxM indica el
tamanfo de la matriz (el entorno generado por el sistema)

La matriz CEL(MxM) representa el espacio de desarrollo donde evolucionara el
microorganismo.

La matriz AL(MxM) contiene los valores que representan el sustrato disponible para cada
bacteria.

El indculo es distribuido en la matriz de desarrollo.

A cada posicidn se le asigna:

= unvalor (T,) que corresponde al tiempo de adaptacion al medio;
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un valor (T4) correspondiente al periodo luego del cual la célula inicia la
duplicacion.

La Figura 1 muestra un inodculo de un solo microorganismo en una matriz de desarrollo de
tamano 10x10.

AL _

e f L[ ]|

CEL(x-1,y+1) |/ CEL(x,y+1)\| CEL(x+1,y+1)

CEL(x,y)

CEL(x-1,y) Ty ceLy)

CEL(x+1,y)

CEL(x-1,y-1) | CEL(x,y-1) | CEL(x11,y-1)

Figura 1. Entorno artificial generado. Pueden observarse el microorganismo virtual ubicado en CEL(X,y); su

relacién con la matriz de sustrato AL(x,y); el valor asignado como tiempo de adaptacion.

Para realizar cada microensayo de Monte Carlo se selecciona una posicion al azar en la

matriz.

a. Si la posicion ya se encuentra ocupada por un microorganismo, se verifica la

disponibilidad de recursos, en cuyo caso el microorganismo toma la cantidad
necesaria de sustrato para sobrevivir y se actualiza la cantidad de sustrato
disponible para esa posicion de acuerdo a un parametro. La reproduccion depende
del tiempo de duplicacién (indicando si la célula esta lista para dividirse), asi como
del sustrato disponible. EI proceso imita la duplicacién generando una posicion
aleatoria entre las celdas vecinas. Si el lugar estd vacio, la célula madre muere y
surgen dos nuevas, con periodo de viabilidad y tiempo de lag establecidos de
acuerdo a las condiciones iniciales.

Si no hay sustrato disponible para la primera posicién seleccionada, el
microorganismo se inactiva.

Si la posicion inicialmente seleccionada esta vacia (no ocupada por ningln
microorganismo) se genera una nueva posicion al azar y se repite el ciclo.

La Figura 2 muestra las distintas condiciones y acciones consideradas en cada microensayo
en un diagrama de bloques.

Copyright © 2008 Asociacion Argentina de Mecénica Computacional http://www.amcaonline.org.ar



3386 L.I. LARCHER, P.S. TOGO, C.A. CATTANEO

—

Parametros iniciales

@
| —O
A
Generar

curvas Posicion
ocupada?

A 4

\4
@ Incrementar lazos Chequear

alimento
l v
Chequear
@ reproduccion
v

Chequear
movimiento
]

v

Incrementar indices

Figura 2. Diagrama de bloques del algoritmo desarrollado

El sistema considera que los microorganismos pueden permanecer inmdviles 0 moverse,
dependiendo de la densidad del medio en que se encuentran.

Si las bacterias se desarrollan en un medio solido, permaneceran inmdviles formando
colonias. Si, en cambio, el medio es liquido, la bacteria formara una suspensiéon de células
libres. Para los casos de medio liquido, se considera la posibilidad de movimiento que podra
ser aleatoriamente a cualquier celda adyacente vecina (movimiento browniano). Figura 3

Existe asimismo una rutina que simula agitado turbulento donde, luego de un determinado
namero de MCS, a cada microorganismo se le asigna una nueva posicion y se redistribuye el
sustrato (homogeneizacion). Figura 4

Los resultados obtenidos son la cantidad de microorganismos, sustrato disponible, tasa de
crecimiento, curvas de crecimiento considerando que el microorganismo virtual permanece
inmovil, con movimiento browniano o con agitacion, en funcién de los pasos de Monte Carlo.
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Figura 3 . Diagrama de bloques para el caso de movimiento browniano.
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Figura 4 . Diagrama de blogues para el caso de movimiento por agitado turbulento.

4 RESULTADOS

En la Figura 5 se muestran las curvas para el crecimiento de bacterias (logaritmo natural
del numero de bacterias versus el tiempo de Monte Carlo) con crecimiento estatico, con
movimiento y con agitado, para las condiciones de tiempo de adaptacion T, = 60, y para el
tiempo de duplicacién de T4 =6
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Figura 5. Comparacién de curvas de crecimiento estatico, con movimiento y con agitado, para tiempo de
adaptacion T, = 60 y tiempo de duplicacién Tq =6

Puede observarse que todas las curvas exhiben fase de lag, fase de crecimiento exponencial
y fase estacionaria. La curva obtenida para el caso de movimiento por agitado presenta un
crecimiento a mayor velocidad, mientras que la curva obtenida para el caso de desarrollo de
colonias (bacterias sin movimiento) revela el crecimiento més lento.

A continuacion, se analiza el crecimiento de bacterias variando los tiempos de adaptacion
y los tiempos de duplicacion para el caso de agitado.

En la Figura 6 se compara el crecimiento para distintos tiempos de adaptacion
manteniendo el tiempo de duplicacion T4 = 6.
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Figura 6. Crecimiento para distintos tiempos de adaptacién (T,) manteniendo T4 =6

Se observa que a mayores tiempos de adaptacion, mayores son los tiempos para el
desarrollo de los microorganismos, también se distingue que todas las curvas tiene la misma
pendiente de crecimiento.

En la Figura 7 se compara el crecimiento considerando distintos tiempo de duplicacion,
manteniendo el tiempo de adaptacion T, = 60

Copyright © 2008 Asociacion Argentina de Mecénica Computacional http://www.amcaonline.org.ar



3390 L.I. LARCHER, P.S. TOGO, C.A. CATTANEO

45 T T T T T T T T T

35

25

log(MEB)

0.s 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 20 40 50 80 100 120 140 160 180 200

tiempo (MCS)

Figura 7. Curvas de crecimiento para distintos tiempo de duplicacién (T4), manteniendo el tiempo de adaptacién
T.=60

En ella se observa que, a medida que aumenta el tiempo de duplicacion, disminuye la
pendiente de la curva de crecimiento, también se advierte un incremento en el tiempo para el
desarrollo de las bacterias. Todas las curvas presentan una fase de adaptacion, seguida por la
fase de crecimiento exponencial hasta alcanzar la fase de crecimiento estacionario. Se realiz
un ajuste lineal de la fase exponencial para obtener la tasa de crecimiento (u), los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 1; en la misma tabla se muestra el producto de la tasa de
crecimiento por el tiempo de duplicacién, y el coeficiente de regresion de los ajustes (R?).

y P *Tq R’
Tqg=2 0,298 0,596 0,998
Tq=4 0,150 0,600 0,998
T4=6 0,100 0,600 0,999
Tq=8 0,077 0,616 0,999
Tq=10 0,062 0,620 0,999

Tabla 1. Ajuste lineal de la fase exponencial para obtener la tasa de crecimiento (u),

En la Figura 8 se compara el crecimiento para distintos tiempo de duplicacion,
manteniendo el tiempo de adaptaciéon T, = 60, para el sistema con movimiento de tipo
browniano.
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Figura 8. Comparacién del crecimiento con movimiento de tipo browniano para distintos tiempo de duplicacion,
manteniendo el tiempo de adaptacion T, = 60

Los resultados del ajuste lineal de la fase exponencial, para obtener la tasa de crecimiento
se muestran en la tabla 2

u L *Tg R’
Te=2 0,224 0,448 0,99155
T,=4 0,147 0,588 0,99883
T.=6 0,098 0,588 0,99912
T,=8 0,074 0,592 0,99906
T,=10 0,061 0,610 0,99969

Tabla 2. Resultados del ajuste lineal de la fase exponencial para obtener la tasa de crecimiento

En la Figura 9 se compara el crecimiento para distintos tiempos de duplicacion,
manteniendo el tiempo de adaptacion T, = 60, para el sistema sin movimiento.
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Figura 9. Comparacién de crecimiento tomando distintos tiempos de duplicacién, manteniendo el tiempo de
adaptacion T, = 60 para el sistema sin movimiento
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Los resultados del ajuste lineal de la fase exponencial, para obtener la tasa de crecimiento
se muestran en la tabla 3.

M B *Tq R
Tg=2 0,174 0.346 0,99417
Tg=4 0,121 0,484 0,99775
Tg=6 0,081 0,486 0,99821
T4=8 0,072 0,576 0,99846
Tq4=10 0,052 0,515 0,99859

Tabla 3. Ajuste lineal de la fase exponencial para obtener la tasa de crecimiento

Si tenemos en cuenta la ecuacion 4 que relaciona la tasa de crecimiento con el tiempo de
generacion, ur =In2=0,69, y comparamos este valor tedrico con los resultados presentados

en las tablas 1, 2 y 3 para las diferentes condiciones de movilidad, se observa que tanto para
los casos de agitado como de movimiento browniano, los valores obtenidos son préximos al
tedrico, no asi para el caso de crecimiento sin movimiento.

También se estudio el ajuste de las curvas obtenidas por las simulaciones, aplicando
diferentes modelos para curvas de crecimiento. Se utilizaron los modelos de Boltzmann y
Logistico, ambos de cuatro parametros de ajuste, correspondientes a las ecuaciones 5y 6y el
modelo de Gompertz de tres parametros (ecuacion 7).

Modelo de Boltzmann:

A — A
y = 14 é(x—xo)zldx + A2

Modelo Logistico:
A - A
_ 1 2 + A,
14+ (x/x,)°

y

Modelo de Gompertz:

y — ae_exp(_k(x_xc))

En la Figura 10 y la tabla 4, se presentan las curvas de ajuste y los parametros de los
mismos, para la curva de simulacion del sistema con agitado t, con tiempo de adaptacion de
60 y tiempo de duplicacion T4 = 6. Se puede observar que los ajustes de Boltzmann y
Logistico son muy buenos, ambos con coeficientes de regresion R? mayores a 0,99 y
coeficiente Chi” menores a 0,005, mientras que el modelo de Gompertz produce un ajuste mas
pobre.
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Figura 10. Curvas de ajuste
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para la curva de simulacién del sistema con agitado t, tiempo de adaptacion T, = 60

Modelo Boltzmann Logistico Gompertz

Chi® 0.0018 0.00266 0.08858

R 0.99871 0.99809 0.93627

Parametros A; =0.91726 A; =0.95535 a=4.08639
A, =4.00701 A, =4.01496 Xc = 54.50844
Xo = 86.9622 Xo = 86.36217 k =0.02613
dx = 11.72489 p =7.61066

Tabla 4. Parametros de ajuste para la curva de simulacion del sistema con agitado t, tiempo de adaptacion T,=60
y tiempo de duplicacién T4 = 6.

Los mismos ajustes se realizaron a todas las curvas obtenidas por simulacién y, en todos
los casos, los mejores ajustes corresponden a los modelos de Boltzmann y Logistico.

5 CONCLUSIONES

El modelo de simulacidon presentado estudia el crecimiento de bacterias en un entorno
artificial conformado por matrices bidimensionales. Se considera que los microorganismos
tienen tamafio fijo. El algoritmo usa el método de Monte Carlo para seleccionar muestras
representativas de cada evento.

Las curvas de crecimiento obtenidas mediante simulacion son similares a otras obtenidas
de manera experimental asi como a las obtenidas por otros modelos de simulacion.
(Amézquita et al., 2005; Cayré et al., 2005; Ginovart et al., 2002; Grijspeerdt et al., 1999;
Perni et al., 2005).

El modelo de simulacién presentado permite obtener curvas de crecimiento de bacterias
donde pueden observarse las principales fases consideradas para estudio: (1) fase de
adaptacion o de lag (2) fase de crecimiento exponencial y (3) fase de crecimiento
estacionario. (Buchanan et al., 1997).

Copyright © 2008 Asociacion Argentina de Mecénica Computacional http://www.amcaonline.org.ar



3394 L.I. LARCHER, P.S. TOGO, C.A. CATTANEO

El algoritmo permite trabajar bajo diferentes condiciones: bacterias inmdviles, con
movimiento browniano y con agitado turbulento. La Figura 5 muestra un crecimiento
bacteriano mas veloz bajo condiciones de agitado, con velocidad intermedia para el caso de
movimiento browniano y de menor velocidad en caso de bacterias inmoviles, indicando que el
movimiento favorece las condiciones de desarrollo.

Valores diferentes para el pardmetro T,, que representa el tiempo necesario para que la
bacteria se adapte al medio, resultan en variaciones en la fase de crecimiento estacionario.

Por otra parte, los valores del parametro Tq4, que representa el periodo de tiempo que debe
transcurrir antes que se pueda iniciar la duplicacién, influyen sobre la fase de crecimiento
exponencial. Ademas, segun los resultados presentados en las tablas 1 y 2, los tiempos de
duplicacion se aproximan a los tiempos de generacion propuestos por los modelos tedricos, se
considera que la diferencia se puede deber a que las simulaciones se realizan en un sistema
bidimensional.

Los modelos de crecimiento Logistico y de Boltzmann presentan un buen ajuste para las
curvas obtenidas mediante simulacion.
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