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RESUMEN. El trabajo aborda el diseno de una estacién de trabajo para el estudio de la cinética de crecimiento de Esche-
richia coli mediante el método de turbidez. El sistema cuenta con una interfaz visual basada en el empleo de instrumen-
tacion virtual con ayuda del utilitario LabVIEW en su versién 8,5 para permitir el estudio y caracterizacion temporal del
crecimiento bacteriano. En la condicion de dispositivo emisor de la senal de estimulo se usé un (LED) diodo emisor de
luz roja, con una longitud de onda de 626 nm. En la etapa de recepciéon de la senal, se utilizé el fototransistor BPW77N,
dispositivo que permite medir la absorbancia de la muestra en cuestion. La tarjeta 10 (componente del sistema 10) se in-
tegro a la estacion de trabajo para el acondicionamiento de las senales. De igual forma, se utilizaron otros elementos tales
como el conversor analogico-digital y digital-analdgico de la tarjeta comercial PCI-6014 conectada a una computadora. Se
obtuvo una estacién de trabajo con una interfaz visual capaz de graficar la cinética de crecimiento microbiano y exportar
los datos a un fichero Excel para su almacenamiento y posterior analisis. Se graficaron las curvas de crecimiento obteni-
das a partir de la incubacién de distintas concentraciones de Escherichia coli ATCC 25923 durante 17 h a 37°C. Ademas,
mediante la representacion grafica se comprobo6 su cinética de crecimiento en un medio de cultivo (Caldo Miiller-Hilton)
y se diferenciaron las distintas etapas que la componen.

ABSTRACT. This work discusses the design of a workstation for studying the of Escherichia coli growth kinetic by tur-
bidity method. The system has a visual interface based on the use of Virtual Instrumentation using LabVIEW utility in
its 8,5 version in order to allow the study and the temporary characterization of bacterial growth. As stimulation signal
emitting device, it was used a red LED (light-emitting diode) with a wavelength equal to 626 nm. The BPW77N phototran-
sistor was used in the reception stage. This device allows to measure the level of absorbance of the current sample. The
Diramic-10 card (Diramic 10 system component) was integrated to the workstation for signal conditioning. Furthermore,
it were utilized elements such as the analogical digital and digital analogical converters of the PCI-6014 commercial card
connected to computer. It was obtained a workstation with a visual interface able to plot the microbial growth kinetics
and export this data to an Excel file for its storage and its further analysis. The growth curves from Escherichia coli ATCC
25923 were obtained from incubation for different concentrations were obtained during 17 h at 37°C. Furthermore, through
the graphical representation, the kinetics of the mentioned bacteria in culture medium (Muller-Hilton broth) was checked
and the various stoges that it differentiated the various stages that comprise it.

INTRODUCCION

La medicién de la turbidez no es una técnica de reciente uso en microbiologia, en ella se destaca su utilidad
para estudios del crecimiento bacteriano como una medida de la concentraciéon celular.}? Las bacterias absorben y
dispersan la luz transmitida, la cual es medida a una frecuencia fija, registrando asi, los cambios turbidimétricos
de un medio de cultivo liquido al relacionarlo con el control estéril.?

Un cultivo de microorganismos en un medio liquido, actiia como una suspensioén coloidal, bloqueando y re-
flejando la luz que pasa a través de él, siendo la luz absorbida directamente proporcional a la concentracién de
células existentes en el cultivo. En una suspensién bacteriana mediante la nefelometria, medida de la reflexién
de los rayos de luz, o bien la turbidimetria, medida del porcentaje de absorcién de la luz, se puede estimar el
numero de células presentes. En el caso de la turbidimetria, para medir el crecimiento celular, la turbidez del
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El crecimiento microbiolégico esta dado por el incremento del nimero de células en una poblacién de micro-
organismos,’ en el cual se pueden identificar cuatro fases principales:® Inicialmente, se transita por una etapa de
latencia en la que los microorganismos se adaptan al medio ambiente y no hay crecimiento celular aparente, a
continuacién, ocurre la fase de crecimiento exponencial, en la que la masa bacteriana crece hasta que se agotan
los nutrientes y se acumulan sustancias toxicas que inhiben el crecimiento, luego, se alcanza la fase estacionaria
que se caracteriza por un cese del crecimiento poblacional debido a la compensacién de la formacién y muerte de
células y finalmente, se llega a la fase de muerte.®

Durante la tltima década se ha diversificado el uso del método turbidimétrico en areas como, la agricultu-
ra, el medio ambiente, la salud, etc.,2"® potenciando el desarrollo de aplicaciones y equipos para el diagnéstico
microbiolégico.*1?

En el Centro Nacional de Investigaciones Cientificas se viene desarrollando desde hace més de una década el
sistema DIRAMIC para el diagnédstico rdpido microbiolégico,!*!? el cual ha encontrado aplicaciones en la micro-
biologia clinica y la biotecnologia. Dicho sistema presenta un lector turbidimétrico, calibrado con un equivalente
de la escala McFarland, que permite detectar en términos de transmitancia 6ptica los cambios de turbidez que se
producen en un medio de cultivo debido a la multiplicacién de los microorganismos.®

El sistema DIRAMIC a pesar de sus diversas prestaciones,!’!? no permite realizar un estudio temporal auto-
matizado sobre el comportamiento del crecimiento microbiano. Por este motivo, el objetivo principal del presente
trabajo consistié en desarrollar una estaciéon de trabajo y su interfaz de control para el estudio automatizado de la
cinética de crecimiento de Escherichia coli mediante el método de turbidez.

MATERIALES Y METODOS

En la preparacion de la estacién de trabajo se usé un ordenador con un microprocesador Pentium IV de 2,66 GHz
y 256 Mb de memoria RAM, una tarjeta de adquisicién de datos (TDA) PCI-6014 de 16 bit con un médulo de expansién
CB68LP de la National Instruments Corporation®® del sistema DIRAMIC, se tomé la tarjeta Diramic-10 y el sensor
o calibrador y como Gltimo elemento, se utilizé una incubadora Memmert modelo INE 700 de fabricacién alemana.

El ordenador utilizado soporto la interfaz visual de control desarrollada con la herramienta del programa LabVIEW
en su version 8,5. La TDA conectada al ordenador se encarg6 de la generaciéon de la senal de estimulo y la adquisicion
de la senal de respuesta del sensor, las cuales fueron acondicionadas por la tarjeta Diramic-10. El sensor constituyé
el dispositivo de medicién de turbidez (Fig. 1).

Dicho dispositivo consté de dos partes principales implicadas en la realizacién de las mediciones: un (LED) diodo
emisor de luz de la Avago Technologies Corporation,* encargado de emitir luz (senal de estimulacién) con una longi-
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Fig. 1. Esquema del calibrador.

tud de onda de 626 nm y un fototransistor BPW77N de la Vishay Semiconductors Corporation, ubicado en el lado
opuesto.”” La intensidad de la radiacion luminosa que alcanza la lentilla del fototransistor determina la corriente
que circula por su emisor y consecuentemente, genera una tensién de salida, de esta forma, el dispositivo es capaz
de transformar la luz incidente en una senal eléctrica medible.

Proceso de calibracion del sistema para la medicion

Antes de comenzar el proceso de medicién, se calibroé el sistema. En este proceso, se genera una tensién con
el conversor digital-analégico (CDA) al conversor tensién-corriente localizado en la tarjeta Diramic-10, el cual
inyecta una corriente determinada al LED para controlar su intensidad. Luego, la sefhial luminosa es captada por
el receptor, 1o que genera una tensiéon que al ser registrada por el conversor analégico-digital (CAD), tiene que ser
igual a 0,879 V con una precisiéon de 0,001 V debido a que el fototransistor posee una mejor respuesta y estabilidad
para ese nivel de tension.

Con el objetivo de encontrar la tensién a generar por el CDA que satisfaciera la condicién mencionada de una
forma rapida y eficiente, se comenz6 a generar un nivel de tensién de 5 V. Mediante la aplicacién del método de
biseccion y la utilizacion del teorema del valor medio,!® se ajusto la salida del CDA hasta obtener una tensién por
al CAD determinadas con 1a nrecicidn deceada
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Preparacion del inéculo

Para la preparacion del in6culo, se tomé de tres a cuatro colonias de un cultivo fresco (18 a 24 h) de Escherichia
coli ATCC 25923 y se inocul6 en 4,5 mL de medio de cultivo estéril (Caldo Miiller-Hilton) hasta alcanzar una con-
centracion de células equivalente a 0,5 de la escala McFarland en el calibrador de inéculos del sistema (Opcién
McFarland)."

Preparacion de las muestras micro biologicas

A partir de la concentracion de células equivalente a 0,5 McFarland, se tom6 1 mL de la muestra correctamente
homogenizada y se inoculé en 9 mL de medio estéril (Caldo Miuller-Hilton), luego, se realizaron sucesivamente
diluciones seriadas de la muestra a partir de 1/10 hasta 1/108.18

Ensayos realizados con el sistema

Una vez calibrado el sistema, se midio la turbidez de un cultivo de Escherichia coli ATCC 25923 en incubacion.
Los experimentos tuvieron una duracién de 17 h y las mediciones se realizaron cada 6 min. En la realizacién de
los ensayos se emplearon concentraciones iniciales del microorganismo en estudio de: 102, 103, 10%, 105, 105, y 108
unidades formadoras de colonias u.f.c/mL. La temperatura de operaciéon de la incubadora se ajusté a 37 °C teniendo
en cuenta que la temperatura de crecimiento de Escherichia coli ATCC 25923 se sittia en el intervalo entre 20 y 40 °C,%*
y que la 6ptima se encuentra entre 35 y 40 °C.20

RESULTADOS Y DISCUSION

Diseno electronico del sistema

La estacién de trabajo (Fig. 2) quedé implementada con la estructura siguiente. La computadora soporta la
Interfaz de Control para la Determinacién del Crecimiento Bacteriano en Muestras Bioldgicas, desarrollada me-
diante la herramienta LabVIEW. A su vez, se comunica con la tarjeta de adquisicién de datos PCI-6014 conectada
al puerto PCI del ordenador. Esta tarjeta contiene al CDA cuya funcién es la generacién de la senal de estimulo
con que se excita al LED y al CAD que se encarga de registrar la luz incidente en el fototransistor. La conexion
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Fig. 2. Diagrama de la estacion de trabajo.

entre el CDA y el LED asi como entre el fototransistor y el CAD, se realiza con el uso de la tarjeta Diramic-10 que
tiene como funcién el acondicionamiento de ambas senales. El calibrador que soporta al LED y al fototransistor
se coloca dentro de la incubadora.

Diseno de programa del sistema

El diseno de la interfaz visual (Fig. 3) para el control de la estacién de trabajo y representacién de los resultados
de las mediciones, sigue la secuencia de funcionamiento que se explica a continuacion.

Al comenzar a ejecutarse el programa, después que se ha calibrado exitosamente el sistema, se activa la interfaz
representada por un indicador LED de forma circular ubicado en la esquina superior derecha (Fig. 3). En el caso
de que la calibracién no resulte exitosa, se visualiza un mensaje que alerta sobre el error de calibracién. Una vez
activado el indicador de calibracién, automaticamente se inicia el registro temporal del crecimiento del microor-
ganismo a estudiar segun el tiempo de muestreo, que no es mas que el tiempo transcurrido entre una mediciéon y
la siguiente y el tiempo de registro que esté asociado al tiempo de duracién total del estudio. Estos dos indicadores
deben ser previamente fijados por el usuario antes de comenzar a operar la aplicacién.

Iniciado el ciclo de mediciones, en la primera ventana denominada Medicion de Tendencia (Fiig. 3) se visualiza
en tiempo real la tensién que se origina a la salida del fototransistor, permitiendo supervisar los experimentos en
tiempo real. La segunda ventana denominada Medicién Completa (Fig. 3) tiene la funcién de graficar los resultados
una vez concluida la altima medicién. Mediante los controles ubicados en la esquina inferior izquierda (Fig. 3), se
puede manejar la representacién grafica de la segunda ventana mediante la ampliacién de un drea determinada
de ella, entre otras opciones. También se presenta una componente en forma de tabla, la cual muestra la tensién
correspondiente a cada medicién, asi como la fecha y el tiempo en que se realizé cuyas magnitudes pueden ser



Revista CENIC Ciencias Biolégicas, Vol. 43, No. 2, mayo-agosto, 2012

Interfaz de Control para Determinar el Crecimiento Bacteriano
en Muestras Bioldgicas.
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Fig. 3. Interfaz visual para el control del sistema.

Evaluacion de la estacion de trabajo

En los experimentos realizados con Escherichia coli ATCC 25923, se obtuvieron las tres primeras fases de su cre-
cimiento para distintas concentraciones iniciales (Fig. 4). En la fase I, la bacteria metaboliza, pero no se multiplica,
en la fase II, muestra un crecimiento exponencial o logaritmico, mientras que en la fase III (fase estacionaria), la
concentracion celular se mantiene relativamente constante.® La fase IV (de muerte), no se aprecia, pues las bacterias
muertas y los desechos de su metabolismo quedan suspendidos en el medio, manteniendo el grado de turbidez y
por ende, no se produce una variacién de la respuesta en tensiéon perceptible.

Los resultados (Fig. 4), aunque esperados, evidencian y avalan un correcto y l6gico funcionamiento de la esta-
cion de trabajo disenada, pues mientras mayor es la concentracién inicial de la bacteria, con mas rapidez aparece
la fase I1.%22 El equipo Diramic 10 detecta concentraciones totales de células de 10° en aproximadamente 4 h,? lo cual
corresponde con los valores obtenidos por el sistema propuesto para la misma concentraciéon (Fig. 4).

|

] 1 I I i i i
100 200 300 400 500 600 700
Tiempo de Incubacién (min)
Fig. 4. Del crecimiento de la Escherichia coli ATCC 25923 para distintas concentraciones iniciales:

‘~_ 102 UFC/mL 1 10° UFC/mL. ¢ 10* UFC/mL. =z 10° UFC/ml 2=10° UFC/mL . k- 108 UFC/mL
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El equipo Diramic 10 no se encuentra automatizado, por lo que si se desea realizar un estudio del crecimiento
total de células en el tiempo, se tiene que retirar la muestra en cuestién del ambiente favorable para su crecimiento
(incubadora) cada vez que se desee realizar una medicién.!” Con un sistema automatizado como el propuesto se
eleva las prestaciones del sistema Diramic, se hace menos engorroso el estudio y se elimina la desventaja antes
mencionada, evitando asi el traslado de la muestra de la incubadora al equipo y disminuyendo por consiguiente
los riesgos bioldgicos.

CONCLUSIONES

Se disen6 e implemento una estacién de trabajo para el estudio automatizado de la cinética de crecimiento de
Escherichia coli mediante el método de turbidez con la creacién de una interfaz visual sencilla y de facil manipulacién
para el control del sistema. El sistema se puso a prueba mediante la preparacién de muestras de Escherichia coli
ATCC 25923 a distintas concentraciones. Los ensayos permitieron obtener curvas de crecimiento similares a las que
han sido reportadas, observandose, en cada concentracion estudiada de dicho microorganismo, las tres fases de su
crecimiento detectables con el método de turbidez. Ademads, se obtuvo la relacién entre la cinética de crecimiento
de la Escherichia coli ATCC 25923 y su concentracién inicial. Los resultados obtenidos avalan un correcto funcio-
namiento del sistema en la realizacion de estudios temporales de crecimiento de la Escherichia coli ATCC 25923.
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