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RESUMEN

TITULO: MODELAMIENTO Y ESTUDIO DE LA DINAMICA DEL CRECIMIENTO DE COLONIAS
BACTERIANAS POR METODOS GRAFICOS.!

AUTOR: GUERRERO SALAZAR, Lina Maria.?

PALABRAS CLAVES: Microscopia de campo amplio, procesamiento digital de imagenes, colonias
bacterianas, morfologia de colonias, formacién de patrones espacio temporales.

RESUMEN:

En los ultimos veinte afios se ha estudiado el crecimiento de colonias bacterianas y las condiciones
necesarias para que dicho crecimiento se lleve a cabo, tanto de forma experimental como teérica;
dando como resultado imagenes con diferentes patrones de crecimiento de colonias pero en
campos de décimas de micras, sin ninguna informacion de rango.

El trabajo presentado pretende hacer el estudio morfolégico y dindmico del crecimiento de colonias
de Bacillus polymyxa, Staphylococcus aureus y Micrococcus sp. por medio de las técnicas de
profundidad de campo extendido y ampliacion del campo de visién, que consisten en hacer un
procesamiento digital de las imagenes proporcionando alta resolucion, tanto en textura, como en
topografia; esto se hace con el fin de superar las limitaciones que tiene el uso de un microscopio
de campo brillante.

También se busca modelar este comportamiento por medio del Modelo de Reaccion-Difusién, el
cual logra reproducir de manera acertada las propiedades y caracteristicas de los diferentes
patrones espacio temporales a través de los cuales crecen las colonias bacterianas.

Hecho esto, se har4 un andlisis de las imagenes obtenidas tanto por el microscopio como por la
simulacién para estudiar parametros como la kurtosis, el skewness y la dimensién fractal; que
ayuden a caracterizar la dinamica de dicho crecimiento.

El obtener un comportamiento tridimensional de sistemas bioldgicos dinamicos, permite crear
estructuras y materiales con diferentes propiedades fisicas y biolégicas para aplicaciones
industriales.

! Trabajo de Grado.
2 Facultad de Ciencias. Escuela de Fisica. Director: Dr. Arturo Plata Gomez. Codirectora: M.Sc.
Giovanna Rincén Cruz.
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ABSTRACT

TITLE: MODELING AND STUDY OF THE DYNAMIC OF BACTERIAL COLONY GROWTH BY
GRAPHICS METHODS.?

AUTHOR: GUERRERO SALAZAR, Lina Maria.*

KEY WORDS: Wide-field microscopy, digital image processing, bacterial colonies, Colony
Morphology, spatio-temporal pattern formation.

ABSTRACT

In the last twenty years the growth of bacterial colonies has been studied and the conditions for
such growth to take place, both experimentally and theoretically, resulting in images with different
colony growth patterns but the resolution of those images is in areas of tenths of microns without
range information.

On the other hand, theoretical studies considering the bacteria as systems with collective behavior
controlled by a reduced number of parameters have been developed. The present work aims to
study morphological and dynamic growth of Bacillus polymyxa, Staphylococcus aureus and
Micrococcus sp. colonies by the technique of extended depth of field and extended field of view,
that involve the digital processing of images by providing high resolution, both in texture and in
topography, this is done in order to overcome the limitations has the use of a bright field
microscope.

It also seeks to model this behaviour by means of Reaction-Diffusion Model, which can reproduce in
a proper way the properties and characteristics of different spatiotemporal patterns through which
bacterial colonies grow.

After this is done, will analyze the images obtained by the microscope so as simulation to study
parameters such as the kurtosis, the skewness and the fractal dimension, that help characterize the
dynamics of growth.

Getting a three-dimensional behaviour of dynamic biological systems is useful to create structures
and materials with different physical and biological properties for industrial applications.

% Degree Project.
* Faculty of Sciences. School of Physics. Director: PhD. Arturo Plata Gémez. Codirector: M.Sc.
Giovanna Rincén Cruz.



INTRODUCCION

El crecimiento bacteriano se observa macroscopicamente en medios de cultivo
solido a traves de las colonias, estructuras generadas como producto de la division
de una uUnica célula o un grupo pequefio de células que no pueden separase
totalmente que se denomina unidad formadora de colonias (UFC). El tiempo que
demora una célula para formar una colonia depende del tiempo de generacion de
la misma y de las condiciones ambientales (nutrientes, temperatura y el pH al que
se encuentre) [1].

Las bacterias y sus estructuras pueden ser vistas usando técnicas de microscopia.
Para el presente trabajo fue usado un microscopio de campo brillante, pero este
dispositivo tiene una profundidad de campo limitada; por lo tanto, si la muestra
tiene un volumen apreciable, se pueden enfocar varios planos de la misma a
distancias medibles dadas por la precision del microscopio, que pueden ser
procesadas para generar una sola imagen completamente focalizada; obteniendo
asi datos cualitativos de la muestra, preservando sus caracteristicas naturales [2,
3], esto se llama profundidad de campo extendida y se implement6 a través del
algoritmo hecho por [4]. El campo de vision de éste tipo de dispositivos también es
limitado; por lo tanto, usando el médulo MosaiX del software del microscopio se
pudo hacer un barrido de toda la muestra, generando asi una sola imagen de la
region de interés, incluso a grandes aumentos [5].

En este trabajo se presentan las imagenes adquiridas y su respectivo analisis
digital, para la formacion de las colonias de las siguientes bacterias:

» Bacillus polymyxa es un bacilo Gram positivo aerobio ambiental, con un
tamafo aproximado de 0,6 a 3 micras, formador de esporas que son
estructuras que le confieren resistencia, ademas son productores de
sustancias que inhiben el crecimiento de otros microorganismos como es el
caso de la polimixina [6].
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= Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva, es anaerobica
facultativa, de aproximadamente 0,5 a 1,5 micras de diametro, no moviles,
no formadora de esporas, por lo general forman racimos, hacen parte de la
flora de los humanos y se encuentran generalmente en la nariz y en la piel

[7].

= Micrococcus sp. es una bacteria Gram positiva, aerébica, de 1 a 1,8 micras
de diametro, son no méviles y no formadoras de esporas, se agrupan en
racimos irregulares, en pares o en tétradas [8].

El estudio de los patrones de crecimiento de las colonias bacterianas ha ganado
importancia en afios recientes, debido al interés en describir la evolucion espacio
temporal desde el punto de vista de la fisica de los sistemas biol6gicos que
interactian con el ambiente, lo cual ha dado lugar a investigaciones tedricas y
experimentales con el fin de describir cualitativa y cuantitativamente este
fendmeno [9, 10, 11, 12].

Se hizo el estudio del patron de formacion de las colonias por el modelo
matematico de Reaccion-Difusion, mediante las ecuaciones propuestas en [10] y
solucionadas por el Método Implicito de Direccidén Alternante a través del algoritmo
mostrado en Matlab por [13] usando las condiciones iniciales de [10, 14 y 15];
obteniendo asi los patrones espacio temporales del crecimiento de las colonias y
su respectivo analisis.
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1. DESCRIPCION DEL SISTEMA

Para desarrollar este trabajo se empled un microscopio de reflexion para
materiales Axio Imager.Z1lm de la empresa Carl Zeiss mostrado en la Figura 1;
con iluminacién Kohler, optica al infinito libre de esfuerzos, correccion cromética,
disefiado para aplicaciones en microscopia de contraste de fase C-DIC.

Figura 1. Microscopio Axio ImagerZl.m de Carl
Zeiss. Fuente: autor.

1.1SISTEMA OPTICO

El microscopio Axio Imager.Z1lm cuenta con objetivos tipo Epiplan-Neofular con
aumentos de 5x, 20x, 50x y 100x, médulos de campo claro, C-DIC (circular-
diferencial interferometer contrast) y TIC (total interferometer contrast).
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1.2SISTEMA MECANICO

Las caracteristicas mecanicas mas importantes radican en los desplazamientos
gue el microscopio puede realizar para hacer un barrido sobre la muestra, gracias
a que cuenta con una platina con actuadores piezoeléctricos tanto a lo largo del
eje Optico (direccion Z), como en los ejes transversales (direcciones X-Y). El
méaximo desplazamiento X-Y de la platina es de 85mm y 130 mm respectivamente,
con paso de 200nm y desplazamiento en Z de 120mm con paso de 10nm.
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2. CRECIMIENTO DE COLONIAS

Para el presente trabajo se realizd la inoculacion de las bacterias mediante el
método de siembra por estria en placa Petri en medio solido (agar nutritivo de 30
ml), esto se hizo en la Facultad de Salud a las 6:30 am y la toma de las imagenes
se empez6 a hacer en el Laboratorio de Optica de Guatiguara a las 8:00 am.
Como se observa en la Figura 2.

Figura 2. (a) Siembra por estria en placa Petri. (b) Placas Petri inoculadas y en cava para su transporte.
Fuente: autor.

2.1METODOLOGIA DE ADQUISICION DE IMAGENES

Usando un programa desarrollado en Visual Basic a través del software del
microscopio, se hizo la adquisicion de la secuencia de imagenes que no
superaban las 200, las cuales correspondian al barrido de la muestra sobre el eje
axial a paso de entre 1y 10 micras, esto se hacia cada 30 minutos y se extendia
hasta donde las condiciones ambientales permitian al agar conservar sus
propiedades. La muestra no era movida para garantizar que siempre se estuviera
observando la evolucién en el tiempo del mismo punto en el espacio, como se
muestra en la Figura 3(a). Luego cada secuencia de imagenes fue procesada en
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ImageJ 1.47c [16] para extender la profundidad de campo y obtener asi una sola
imagen completamente focalizada de la muestra.

Figura 3. (a) Placa Petri sobre la platina del Axiolmager para hacer la adquisicion de las imagenes.
(b) Colonas de Bacillus polymyxa un dia después de haber sido inoculada. Fuente: autor.

Cuando las colonias alcanzaban ciertos tamafios que ya no eran Utiles para
extender la profundidad de campo, como se ve en la Figura 3(b), se procedia a
extender el campo de visidn, esto se hacia mediante del moédulo MosaiX [5] del
software del microscopio; haciendo la adquisicion de varias imagenes a través de
un barrido sobre toda la muestra tanto en X como en Y, luego se hace un
solapamiento de éstas para obtener asi una sola imagen de la colonia incluso a
grandes aumentos.

2.1.1. PROFUNDIDAD DE CAMPO EXTENDIDA

Las imagenes del seguimiento que se hizo al crecimiento de las colonias de las
tres especies de bacterias usadas en este trabajo por medio de la técnica de
profundidad de campo extendida se presentan a continuacion:
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2.1.1.1 Bacillus polymyxa

En la figura 4, se pueden observar las imagenes adquiridas el dia 20 de Agosto
del 2010, con un objetivo de 5x. Se hizo un seguimiento de 7 horas en las cuales
se tomaron cerca de 150 imagenes a un paso de 3 micras cada media hora.

e

Figura 4. Secuencia de imagenes autofocalizadas de Bacillus polymyxa tomadas a intervalos de media
hora durante 7 horas, con magnificacion de 5x. Fuente: autor.

En la figura 5, se pueden observar las imagenes adquiridas el dia 26 de Agosto de
2010, con un objetivo de 20x. Se hizo un seguimiento de 10 horas en las cuales se
tomaron cerca de 100 imagenes a un paso de 3 micras cada media hora.
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Figura 5. Secuencia de imagenes autofocalizadas de Bacillus polymyxa tomadas a intervalos de
media hora durante 10 horas con magnificacion de 20x. Fuente: autor.

En la Figura 6, se pueden observar las imagenes adquiridas el dia 23 de Febrero
de 2011, con un objetivo de 20x. Se hizo un seguimiento de 4,5 horas en las
cuales se tomaron cerca de 80 imagenes a un paso de 3 micras cada media hora.
En esta secuencia se presentd un error en el programa de adquisicion de las
imagenes que hacia que el histograma se corriera hacia la izquierda, por lo tanto
la intensidad en las imagenes es muy baja y se ven oscuras.
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Figura 6. Secuencia de imagenes autofocalizadas de Bacillus polymyxa tomadas a intervalos
de media hora durante 4,5 horas con una magnificacion de 20x. Fuente: autor.

En las Figuras 4, 5 y 6 se puede observar la evolucion espacio temporal de las
colonias. De acuerdo a las caracteristicas del microscopio se puede decir que las
colonias observadas en estas figuras alcanzaron alturas aproximadas de 450
micras, 300 micras y 240 micras respectivamente, ademas de esto alcanzaron un
diametro aproximado de entre 100 a 350 micras.

2.1.1.2. Staphylococcus aureus

En la Figura 7, se pueden observar las imagenes adquiridas el dia 4 de Marzo de
2011, con un objetivo de 20x. Se hizo un seguimiento de 6 horas en las cuales se
tomaron cerca de 85 imagenes a un paso de 1 micra cada media hora. Donde se
aprecia la evolucién espacio temporal de esta bacteria, cuyas colonias durante el
tiempo observado lograron alcanzar una altura de aproximadamente 85 micras y
un diametro aproximado de 100 micras.
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Figura 7. Secuencia de imagenes autofocalizadas de Staphylococcus aureus tomadas a intervalos de
media hora durante 6 horas con una magnificacion de 20x. Fuente: autor.

De esta bacteria no se pudo hacer la adquisicion de mas imagenes debido a que
las condiciones ambientales del laboratorio no permitieron que crecieran
normalmente las colonias, por lo cual a medida que avanzaba el tiempo no se veia
cambio alguno frente al microscopio.

2.1.1.3. Micrococcus sp.

En la Figura 8, se pueden observar las imagenes adquiridas el dia 8 de Marzo de
2011, con un objetivo de 20x. Se hizo un seguimiento de 6 horas en las cuales se
tomaron cerca de 60 imagenes a un paso de 3 micras cada media hora. Donde se
aprecia la evolucion espacio temporal de esta bacteria, cuyas colonias en el
tiempo observado lograron alcanzar una altura aproximada de 180 micras y un
didmetro de 50 a 80 micras aproximadamente.
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Figura 8. Secuencia de imagenes autofocalizadas de Micrococcus sp. tomadas a intervalos de media
hora durante 6 horas con una magnificacién de 20x. Fuente: autor.

Ademas de las condiciones ambientales del laboratorio que no permitian el
crecimiento normal de las colonias, se presentaron dafios en la fuente de
iluminacion y de energia del microscopio; por lo cual no se pudo volver a hacer
uso de él hasta que se hiciera efectiva la garantia y la empresa hiciera las
reparaciones pertinentes, lo cual tomo cerca de 8 meses.

Debido a que Bacillus polymyxa fue la primera bacteria en trabajarse y la que
menos fue afectada por el ambiente del laboratorio, con ella se pudieron obtener
varias imagenes detalladas de sus colonias como se muestra a continuacion:

En la Figura 9, se pueden observar las imagenes adquiridas el dia 19 de Agosto
de 2010, con un objetivo de 5x. Se tomaron cerca de 200 imagenes a un paso de
2 micras.
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Figura 9. Colonia de Bacillus polymyxa con un tamafio aproximado de 400 micras.
(a) Imagen de textura obtenida por profundidad de campo extendida. (b) Imagen
de la topografia de la colonia. Fuente: autor.

En la Figura 10, se pueden observar las imagenes adquiridas el dia 31 de Mayo
de 2013, con un objetivo de 5x. Se tomaron cerca de 183 imagenes a un paso de
3 micras.

Figura 10. Colonia de Bacillus polymyxa con un tamafio aproximado de 549
micras. (a) Imagen de textura obtenida por profundidad de campo extendida.
(b) Imagen de la topografia de la colonia. (c) y (d) Representacion en 3D de
la colonia hecha en ImageJ 1.43c. Fuente: autor.

En la Figura 11, se pueden observar las imagenes adquiridas el dia 31 de Mayo
de 2013, con un objetivo de 5x. Se tomaron cerca de 190 imagenes a un paso de
1 micra.
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Figura 11. Colonia de Bacillus polymyxa con un tamafio aproximado de 190 micras. (a) Imagen
de textura. (b) Imagen de topografia y (c) Representacion en 3D de la colonia hecha en ImageJ
1.43c. Fuente: autor.

En la figura 12, se pueden observar las imagenes adquiridas el 31 de Mayo de
2013, con un objetivo de 20x. Se tomaron cerca de 134 imagenes a un paso de 2
micras.

Figura 12. Colonia de Bacillus polymyxa con un tamafio aproximado de 286
micras. (a) Imagen de textura obtenida por profundidad de campo extendida.
(b) Imagen de la topografia de la colonia. (c) y (d) Representacién en 3D de
la colonia hecha en ImageJ 1.43c. Fuente: autor.
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En la Figura 13, se puede observar el polimero formado por las bacterias en las
imagenes adquiridas el 7 de Junio de 2013, con un objetivo de 20x. Se tomaron
cerca de 24 imagenes a un paso de 2 micras.

Figura 13. Polimero formado por una colonia de Bacillus polymyxa con una altura aproximada de 48
micras. (a) Imagen de textura obtenida por profundidad de campo extendida. (b) Imagen de la
topografia de la colonia. (c) Representacion en 3D de la colonia hecha en ImageJ 1.43c. Fuente:
autor.

2.1.2. AMPLIACION DEL CAMPO DE VISION

Las imagenes de la ampliacion del campo de vision se hicieron para Bacillus
polymyxa debido a que fueron las primeras bacterias con las que se empez6 este
trabajo y de las cuales se tenian mas placas de Petri con las colonias ya
formadas, éstas imagenes se presentan a continuacion:

En la Figura 14, se pueden observar las imagenes superpuestas de la superficie
de una colonia adquiridas el 16 de Agosto de 2013, con un objetivo de 20x. Se
tomaron cerca de 165 imagenes.
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Figura 14. Imagen del estado del la superficie de
una colonia de Bacillus polymyxa, dimensiones 94
micras x 112 micras. Fuente: autor.

En la Figura 15, se pueden observar las imagenes superpuestas de la superficie
de una colonia adquiridas el 16 de Agosto de 2013, con un objetivo de 5x. Se
tomaron cerca de 25 imagenes.

Figura 15. Imagen del estado del la superficie de una colonia de
Bacillus polymyxa, dimensiones 58 micras x 100 micras. Fuente:
autor.

En la Figura 16, se pueden observar las imagenes superpuestas de la superficie
de una colonia adquiridas el 18 de Agosto de 2010, con un objetivo de 20x. Se
tomaron cerca de 140 imagenes.
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Figura 16. Imagen del estado del la superficie de
una colonia de Bacillus polymyxa, dimensiones 72
micras x 120 micras. Fuente: autor.

En la Figura 17, se pueden observar las imagenes superpuestas de la superficie
de una colonia adquiridas el 7 de Junio de 2013, con un objetivo de 5x. Se
tomaron cerca de 16 imagenes.

!

Figura 17. Imagen del estado del la
superficie de wuna colonia de Bacillus
polymyxa, dimensiones 3 mm x 5 mm.
Fuente: autor.
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2.2. ANALISIS DE LAS IMAGENES

2.2.1. KURTOSIS

De las imagenes adquiridas por el método de profundidad de campo extendido se
obtiene informacion de rango y de textura a través de la distribucion de la
intensidad; por lo tanto se puede hacer la caracterizacion de las texturas a traves
del estudio de perfiles de superficies que muestran que es en la forma de la
distribucién de intensidad donde aparecen los aspectos de los cambios de la
imagen. El momento de orden 4 normalizado también llamado kurtosis, mide la
agudeza de la distribucion de intensidad. Los valores se comparan con el valor de
la kurtosis de la distribucion de Gauss que es 3. Un valor mayor implica,
generalmente, una distribucion con un pico mas agudo, es decir, que la mayoria
de los valores se encuentran concentrados en un rango pequefio. Un valor menor
habla de una distribucion mas plana. [17]

De esta forma aplicando el método de Moment Calculator [8] en ImageJ 1.43c [16]
para las imagenes de las Figuras del numeral 2.1.2. Se tiene lo siguiente:

Intensity (Kurtosis)
(8]

2 4 5 8 10 12
Slices

Figura 18. Variacion del parametro estadistico de kurtosis durante el crecimiento de
colonias de Bacillus polymyxa mostrado en la Figura 4. Fuente: autor.
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Figura 19. Variacion del parametro estadistico de kurtosis durante el crecimiento de
colonias de Bacillus polymyxa mostrado en la Figura 5. Fuente: autor.
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Figura 20. Variacion del pardmetro estadistico de kurtosis durante el crecimiento
de colonias de Bacillus polymyxa mostrado en la Figura 6. Fuente: autor.
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Figura 21. Variacion del pardmetro estadistico de kurtosis durante el crecimiento
de colonias de Staphylococcus aureus mostrado en la Figura 7. Fuente: autor.
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Figur a 22. Variacién del parametro estadistico de kurtosis durante el crecimiento
de colonias de Micrococcus sp. mostrado en la Figura 8. Fuente: autor.

Observando las Figuras 18, 19, 20, 21 y 22, Podemos decir que presentan un
comportamiento similar, empieza con una kurtosis positiva, es decir, que la
distribucion tiene mas picos que la distribucion normal (Gaussiana); esto se
traduce en que la poblacion de bacterias esta creciendo rapidamente a medida
gue consume los nutrientes, es decir se encuentra en fase exponencial. Luego de
esto la kurtosis se vuelve negativa; es decir, que la distribucion se vuelve mas
plana que la distribucion normal (Gaussiana), por lo tanto a medida que pasa el
tiempo y se van consumiendo los nutrientes, el crecimiento poblacional entra en la
fase estacionaria.

2.2.2. DIMENSION FRACTAL

Los fractales son conjuntos matematicos con un alto grado de complejidad que
pueden modelar muchos fendmenos naturales. Desde hace un tiempo el
modelado de fractales y sus conceptos asociados se han convertido en
importantes herramientas en diversas areas de las ciencias naturales,
principalmente debido a que el modelado de fractales no supone que los objetos
estudiados tengan buenas propiedades de continuidad y suavidad. Una de las
caracteristicas mas importantes de la geometria fractal es que permite la
caracterizacion de irregularidades que no pueden tratarse mediante la geometria
euclidiana. Como resultado, se definen varias caracteristicas fractales, entre las
cuales la dimension fractal es una de las mas importantes [19].
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De esta forma aplicando el método de Box-counting [20] en ImageJ 1.43c [16] se
hizo el andlisis de la naturaleza fractal para las imagenes de las Figuras del
numeral 2.1.2. Por lo cual se obtuvo lo siguiente:
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D=1.4360
S g
2 2
= =
i) i)
[
1.0 1.5 2.0 2.5 30 35 4.0 1.0 1.5 2.0 25 30 a8 4.0
log (box size) log (hox size)
D=1.7961
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=
3
[=]
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log (hox size)

Figura 23. Dimensién fractal para algunas de las imagenes obtenidas durante el crecimiento de colonias de
Bacillus polymyxa mostradas en la Figura 4. (a) D=1.4360 para las 8:00 am. (b) D=1.4753 para las 11:00 am y
(c) D=1.7961 para las 2:30 pm. Fuente: autor.
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Figura 24. Dimension fractal para algunas de las imagenes obtenidas durante el crecimiento de colonias de Bacillus
polymyxa mostradas en la Figura 5. (a) D= 1.6958 para las 8:00 am. (b) D=1.7327 para la 1:00 pm y (c) 1. 7230
para las 5:00 pm. Fuente: autor.
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Figura 25. Dimension fractal para algunas de las imagenes obtenidas durante el crecimiento de colonias de

Bacillus polymyxa mostradas en la Figura 5. (a) D= 1.9092 para las 8:00 am. (b) D=1.5875 para la 10:00 amy (c) 1.
7258 para las 12:00 pm. Fuente: autor.
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Figura 26. Dimension fractal para algunas de las imagenes obtenidas durante el crecimiento de colonias de
Staphylococcus aureus mostradas en la Figura 7. (a) D= 1.6591 para las 8:00 am. (b) D=1.8024 para la 10:30
amy (c) 1. 8466 para las 1:30 pm. Fuente: autor.
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Figura 27. Dimension fractal para algunas de las imagenes obtenidas durante el crecimiento de colonias de

Micrococcus sp. mostradas en la Figura 8. (a) D= 1.6775 para las 8:00 am. (b) D=1.7636 para la 10:30 am y (c) 1.
8414 para las 1:30 pm. Fuente: autor.

Como se puede ver se grafico el nUmero de cajas count que contiene cada imagen
versus el tamafo de las cajas box size, la pendiente de la gréfica representa la
dimension fractal.

Para las colonias de Bacillus polymyxa, se tiene una dimension fractal promedio
de 1.6757, en el caso de las colonias de Staphylococcus aureus, se tiene una
dimension fractal promedio de 1.7693 y para las colonias de Micrococcus sp. se
tiene una dimension fractal promedio de 1.7608. Lo cual indica un crecimiento de
la colonia con microorganismos sin mucho movimiento, es decir un crecimiento
estatico. [19] Ademas son congruentes con los valores reportados por [15] que
estan entre + 1.73, donde también observaron que la dimension fractal aumenta
en medios con altos niveles de nutrientes y disminuye en medios con alta

rugosidad, llegando a tener valores menores que 1, es decir no son estructuras
fractales.

34



3. SIMULACION

Con el fin de entender mejor el proceso de crecimiento de las colonias bacterianas
y establecer relaciones entre un modelo tedrico y lo observado en la adquisicion
de las imagenes, se asumié que el movimiento de las bacterias podia ser
considerado como la simple difusion de una particula y por lo tanto se empleo el
Modelo de Reaccidn-Difusion a través de las ecuaciones mostradas en [10]. Las
ecuaciones de reaccion-difusion para la densidad de bacterias b y la
concentracion de nutrientes n son descritas como:

ob 5 n

6_=va b+K nb (D
S

on akn

— =D, V?n— 2

ot O K;+n @)

Donde Dy y D, son los coeficientes de difusion de las bacterias y los nutrientes
respectivamente. k, Ks y a son la constante de la rata de reaccion, la constante de
Michaelis y la eficiencia de los nutrientes respectivamente. Los segundos términos
en el lado derecho de las ecuaciones (1) y (2) corresponden a la reproduccion de
las bacterias y al consumo de los nutrientes respectivamente.

Las ecuaciones (1) y (2) fueron solucionadas mediante el Método Implicito de
Direccion Alternante mostrado en [21] que proporciona un medio para resolver
ecuaciones diferenciales parciales parabdlicas en dos dimensiones espaciales
usando matrices tridiagonales.

La discretizacion para b se muestra a continuacion:

1 1

4= 4= 242
—Apb; 2y + 21+ )b, ;* = Apb, 2 = Apbfer; +2(1 = Ap)b{; + Apbi_y ; +
kn bl 3
t Ks+nf’j ( )
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La discretizacion para n esta dada por las siguientes ecuaciones:
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Donde 4, = D, — (A )2 Yy A, =D,—— (A )2 En el primer medio paso de tiempo que va

desde { hasta {+1/2, que son las ecuaciones (3) y (5) la dimension implicitaes Y y
en el segundo medio paso de tiempo que va desde {+1/2 hasta {+1, que son las
ecuaciones (4) y (6) la dimension implicita es X.

Las ecuaciones (3), (4), (5) y (6) fueron solucionadas por el programa
implementado en Matlab mostrado en [9] con una malla bidimensional cuadrada
(1600x1600). Con las siguientes condiciones iniciales: La distribucion inicial de
bacterias se eligio6 como una distribuciéon normal B, (r,0) = Byexp{—(x? +
»2)/6.25, donde By es la méxima densidad en el centro del plano, con un paso de
tiempo y un ancho de malla de At = 0.1414, Ax = 0.4205 respectivamente [14]. La
distribucion inicial de nutrientes se hizo de la forma n(r,0) = ny + n(r,0), donde n
es un numero aleatorio en el intervalo (-0.1,0.1) [15]. Con constantes de difusion
D, =13x10™* y D, = 2.3x1072, constante de la rata de reaccion k = 0.6,
constante de Michaelis K; = 1.5 y eficiencia de nutrientes a« = 1x107° [10].
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Los patrones espacio temporales simulados tanto de bacterias como de nutrientes
son mostrados a continuacion:

Figura 28. (a) Densidad de bacterias. (b) concentracion de nutrientes. Para ng=1, en iteracion=5 y
propagacion en el eje Z. Fuente: autor.

Iteracion=5 Iteracion=25 Iteracion=125
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Figura 29. Cambios morfol4gicos de las colonias debido al incremento de no. Fuente: autor.

37



La formacién de anillos concéntricos mostrados en la Figura 29, corresponden a
incrementos en la concentracion de los nutrientes, en estas regiones las bacterias
presentan un comportamiento dinadmico, que va de fases de consolidacion a fases
de migracion y viceversa, este tipo de ciclos son periddicos [15].

no=1(bacterias) no=1(nutrientes)

Ilter=5 , ]

w10 x10°

lter=25 Ji

lter=125 i

ORGR Y
5 4 -2 i
kS

10° % o

Figura 30. Evolucién temporal de la densidad de bacterias y de la concentracion de nutrientes. Fuente:
autor.

38



Como se puede ver en la Figura 30, el inoculo inicial se esparce radialmente al
principio, que luego es limitado debido a que el nivel de concentracion de
nutrientes decrece, cuando los nutrientes se agotan por completo dentro de la
colonia, aun quedan suficientes nutrientes fuera de la colonia de manera que las
bacterias situadas en la periferia pueden proliferar [14].

no=1(bacterias) no=1(nutrientes)
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lter=25
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Figura 31. Evolucién temporal de la densidad de bacterias y de la concentracién de nutrientes vista en
3D. Fuente: autor.
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Figura 32. Grafica de los valores kurtosis para las imagenes de la Figura 29, (a) no=1, (b) no=3 y (c) no=5.

Fuente: autor.

La Figura 32 muestra la variacion de la kurtosis con respecto a la concentracion de
nutrientes, para no=1 la kurtosis decrece, es decir la superficie se vuelve mas
plana, mientras que para ny=3 y ng=5 hay un decrecimiento en la primera mitad y
por lo tanto las superficies son mas planas, pero en la segunda mitad hay un
aumento del parametro que indica que a mayor concentraciéon de nutrientes la
superficie tiene mas picos que la distribucion Gaussiana, es decir hay mas

alimento para las bacterias y por lo tanto la colonia puede crecer.
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Figura 33. Dimension fractal de los patrones espacio temporales con iteracion=20 para (a) no=1, (b) no=2,
(c) no=3, (d) no=4y (e) no=5. Fuente: autor.
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CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

Realizando el proceso adaptativo con métodos tales como la profundidad
de campo extendida y la ampliacion del campo de vision, se consigue un
aumento de contraste y una reduccion del desenfoque de las imagenes,
evitando asi, los detalles que no proporcionan informacion significativa de la
muestra.

A través de las imagenes obtenidas por el método de la profundidad de
campo extendida se pueden obtener parametros estadisticos de orden
superior como la kurtosis. En las Figuras 18 a 22 se puede ver que existe
una relacion inversa entre éste parametro y el crecimiento de la colonia.

A partir de las imagenes obtenidas por el método de profundidad de campo
extendida también se obtiene informacion tridimensional de la muestra
mediante las imagenes de topografia y de textura, con ellas se consigue
una imagen sintética en la cual se puede cuantificar en iguales condiciones
todos los componentes de la muestra para crear asi reconstrucciones en
3D, ya que los pasos a los que se adquieren las imadgenes son de hecho
alturas reales. Esto puede verse en las Figuras 10 a 13.

A través de las imagenes obtenidas por el modulo de MosaiX del
microscopio mediante la ampliacion del campo de vision, se pueden
obtener caracteristicas fisicas de las colonias tales como altura y diametro,
gue se ven en las Figuras 14 a 17.

Al hacer el seguimiento del crecimiento de las colonias hay que tener en
cuenta las condiciones en las cuales las bacterias se pueden desarrollar; es
decir, el tipo de agar utilizado, el espesor y la dureza de éste; las
condiciones ambientales como la temperatura, la humedad y la luz. Ya que
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para este estudio se presentaron inconvenientes tales como que al principio
el agar era muy delgado y debido a la temperatura y humedad del
laboratorio, sumado a la exposicion permanente de la muestra a la luz
focalizada del microscopio, el agar se deshidrataba en cuestion de pocas
horas y se terminaba despegando de la placa Petri haciendo imposible el
seguimiento del crecimiento para el mismo punto del espacio. También se
presentd que debido a estas condiciones se presentaban retrasos en el
crecimiento de las colonias y pasaban horas sin poder hacerse adquisicion
de imagenes porque no habia cambio alguno que se pudiera registrar.

Es importante en este tipo de trabajos tener muy claras las normas de
bioseguridad en todo momento y no olvidar ninguna de las
recomendaciones del asesor para evitar que el microscopio, el laboratorio y
las personas cercanas sufran dafio alguno, debido a que las muestras eran
transportadas fuera del laboratorio de bacteriologia y una de ellas era un
patogeno.

Las colonias bacterianas poseen una estructura fractal, esto se puede
observar en los valores mostrados en las Figuras 23 a 27, comprobando lo
hecho por [4], el crecimiento estatico tiene que ver con que las bacterias se
sembraron en un medio solido y alli su movimiento es muy limitado [10, 14,
15 y 22]. A partir de la Figura 33, se puede decir que la dimensién fractal
aumenta cuando aumenta la concentracion de nutrientes.

Varios tipos de modelos mateméaticos han sido propuestos para entender
los mecanismos de formacion del patrén de las colonias usando ecuaciones
de reaccion-difusion, con los cuales se han reproducido diferentes patrones
mediante simulaciones numéricas [10, 14, 15 y 22], en la literatura se
reportan cinco clases de patrones exhibidos por Bacillus subtilis que son el
modelo de agregacion limitada por difusion (DLA), la morfologia de
ramificacion densa (DBM), la morfologia circular homogénea, los patrones
de anillos concéntricos y los patrones densamente poblados mostrados en
[14, 15]. Mediante las ecuaciones trabajadas se lograron reproducir los
patrones de la morfologia de ramificacion densa (DBM), los patrones de
anillos concéntricos que tienen que ver con la concentracién del agar que
regula la dureza del medio [22] y los patrones de la morfologia circular
densa que se pueden ver en las Figuras 29 y 30.
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Al escoger las ecuaciones de reaccion-difusion hay que tener en cuenta la
complejidad que representa el querer abarcar todos los tipos de formacion
de patrones, ya que esto supone el consumo de mucho tiempo,
conocimiento de métodos numéricos, conocimiento de modelos
matematicos que describan sistemas biologicos, quimicos y fisicos, ademas
de recursos computacionales. Para este trabajo se estudiaron las
ecuaciones planteadas por [15] que resuelven por el método de Runge-
Kutta de cuarto orden, pero no fue posible desacoplar las dos ecuaciones
para ser solucionadas y los autores de este articulo no fueron de mucha
ayuda debido a que el articulo tiene mas de 10 afios. También se
estudiaron las ecuaciones planteadas por [14] que resuelven por el método
Implicito de Direccidon Alternante, pero estas ecuaciones si bien no son tan
complicadas ni dependen de tantos parametros como las anteriores,
tampoco se logro hacer el desacople.

No se pudo hacer una comparacion directa entre las imagenes obtenidas
por el microscopio y la imagenes obtenidas mediante la simulacion debido
gue en estas Ultimas se usaron parametros adimensionales, ademas de
esto, no se puede saber el tipo de bacteria que se simul6é porque este tipo
de pardmetros no esta contemplado en las ecuaciones, ellas estan
planteadas para simular mecanismos de respuesta a las condiciones del
medio y al estrés a las que son sometidas.

El uso de las herramientas mateméticas de la fisica y la quimica para
describir sistemas biolégicos complejos es cada vez mas comun y permite
desarrollar nuevos materiales basados en formaciones biologicas [9, 10, 12,
11].
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