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de Microcystis aeruginosa en
condiciones de laboratorio bajo
diferentes temperaturas
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RESUMEN

Los efectos de la temperatura (26°C, 28°C, 30°C y 35°C) so-
bre el crecimiento de Microcystis aeruginosa fueron estudia-
dos en condiciones de laboratorio. Los pardmetros cinéticos
velocidad especifica de crecimiento (p) duracion de la fase
de latencia (LPD) y maxima densidad poblacional (MPD)
se determinaron a través de la ecuacion de Gompertz utili-
zando los recuentos celulares (cél.mL™"). Los valores de LPD
disminuyeron 10,9 veces y los de p aumentaron 4,8 veces al
aumentar la temperatura de 15°C a 35°C. Sin embargo, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en los
valores de LPD y MPD. El efecto de la temperatura sobre los
valores de p y LPD pudo ser modelado mediante la ecuacion
de Arrhenius y el modelo modificado de Ratkowsky que per-
miti6 calcular las temperaturas cardinales (Tmin=8,58+2,34,
Tmax=45,04+1,35 y T 6ptima=33,3940,55) que caracterizan
al crecimiento de M. aeruginosa en medio de cultivo. Pudo
demostrarse que los parametros cinéticos de M. aerugino-
sa (p y LPD) estan linealmente correlacionados. Este es el
primer informe de modelado completo de la curva de cre-
cimiento de M. aeruginosa. Estos resultados podrian ser
utilizados para la construccion de un modelo predictivo de
floraciones de M. aeruginosa en ambientes naturales para
alertas tempranos.

ABSTRACT

The eftects of temperature (26°C, 28°C, 30°C and 35°C) on
the growth of Microcystis aeruginosa were studied under la-
boratory conditions. The kinetic parameters growth-specific
velocity (u) duration of latency phase (LPD) and maximum
population density (MPD) were determined using the Gom-
pertz equation using cell counts (cel.mL™"). LPD values
decreased 10.9 times and p values increased 4.8 times for
temperature increasing from 15°C to 35°C. However, no sta-
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tistically significant differences were found in LPD and MPD
values. The effect of temperature on the values of p and LPD
could be modeled by the Arrhenius equation and the modi-
fied Ratkowsky model that allowed the calculation of cardi-
nal temperatures (Tmin = 8.58 + 2.34, Tmax=45.04 + 1, 35
and optimal T = 33.39 + 0.55) that characterize the growth of
M. aeruginosa in culture medium. It could be shown that the
kinetic parameters of M. aeruginosa (pand LPD) are linearly
correlated. This is the first complete modeling report of the
growth curve of M. aeruginosa. These results could be used
to construct a predictive model of M. aeruginosa blooms in
natural environments for early warnings

INTRODUCCION

Las floraciones de cianobacterias son un problema global en eco-
sistemas de agua dulce que ponen en riesgo las fuentes de agua
potable y recreacionales (Paerl y col., 2001). El género Microcys-
tis es uno de los mds importantes debido a que puede producir
mas de 80 variantes de una potente hepatotoxina denominada
microcistina (MC) (Vela y col., 2007) con implicancias ecologi-
cas y sanitarias (Sanchis y col., 2004).

La temperatura es uno de los factores mas importantes que in-
fluyen en el crecimiento de las cianobacterias. Robarts y Zohary
(1987) hallaron que temperaturas entre 25-35°C favorecen altas
tasas de crecimiento de cianobacterias formadoras de floracio-
nes, incluyendo Microcystis (28,8-30,5°C: 0,25-0,81 d™!). Preci-
samente, las altas temperaturas favorecen el desarrollo de flora-
ciones en regiones templadas (Robarts y Zohary, 1987; Johnk y
col., 2008). Por ello, los escenarios de cambio climético podrian
provocar aumentos de temperatura incrementando la frecuencia
e intensidad de las floraciones algales y por lo tanto, los riesgos
asociados (Paerl y Huisman, 2009).

Los florecimientos de M. aeruginosa han sido informados en
varios reservorios de agua dulce de la Argentina, incluyendo el
dique San Roque en Coérdoba, la represa Salto Grande en Entre
Rios y la cuenca del Rio de la Plata, entre otros. Por ello, pre-
decir el comportamiento permite reconocer los signos de alerta
temprana para la toma de acciones preventivas. Una manera de
evaluar el comportamiento de M. aeruginosa frente a los cam-
bios de temperatura, es examinar las tres fases que caracterizan
el crecimiento: el tiempo de latencia (LPD) como medida de la
fase de latencia, la velocidad especifica de crecimiento (y) para
la fase exponencial y la maxima densidad poblacional (MPD)
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para la fase estacionaria. Estos parametros pueden ser estimados
mediante por la ecuacion de Gompertz, un modelo matematico
primario que ajusta el crecimiento de bacterias bajo diferentes
condiciones de cultivo (Zwietering y col., 1991; Shi y Xia 2003;
Luy col., 2005). Algunos autores han realizado experimentos de
laboratorio utilizando M. aeruginosa bajo diferentes temperatu-
ras (van der Westhvizen y Eloff, 1985; Fujimoto y Sudo, 1997;
Lick, 2004; Jiang y col., 2008; Davis y col., 2009; Jahnichen y col.,
2011; Yang y col., 2012; Bortoli y col., 2014). Sin embargo, no hay
informacion disponible del modelado completo de la curva de
crecimiento ni de los pardmetros cinéticos del crecimiento. Adi-
cionalmente, los modelos matematicos secundarios como el de
la ecuacion de Arrhenius y el modelo expandido de Ratkowsky,
pueden ser utilizados para evaluar el efecto de la temperatura
sobre los valores de p y LPD (Arrhenius, 1889; Ratkowsky y col.,
1983; Giannuzzi y col., 1998).

OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo fue modelar matematicamente
los efectos de la temperatura (26°C, 28°C, 30°C y 35°C) sobre el
crecimiento de una cepa nativa (CAAT-03-2005) de Microcystis
aeruginosa en cultivos de laboratorio.

METODOLOGIA

Se utilizd un cepa téxica autéctona (CAAT-03-2005) producto-
ra de [D-Leu'] MC-LR caracterizada previamente por Rosso y
col. (2014). El experimento se realizo por triplicado en medio de
cultivo BG11 modificado (Rippka y col., 1979) en condiciones
controladas de temperatura (26°C, 28°C, 30°C y 35°C) aireacion
constante con aire estéril himedo, a intensidad de luz de 30 pmol
fotones m™ s™! con ciclo luz:oscuridad 10:14 horas. Los cultivos
fueron aclimatados por 7 dias adicionando periodicamente me-
dio de cultivo a 28°C y baja intensidad de luz con el fin de obte-
ner un indculo a baja densidad y sincronizado. El indculo inicial
fue de 10° cél.mL™. Los cultivos fueron examinados periédica-
mente durante 15-20 dias y se realizo el recuento de celulas (cel.
mL™") por conteo directo en microscopio Gptico a 400x con ci-
mara de Neubauer (Villafane y Reid, 1995) previa adicion de so-
lucion Lugol y disgregacion de colonias (Box, 1981). El nimero
de cél.mL™ fue modelado utilizando la ecuacién de Gompertz
modificada (Ecuacion 1) una funcion doble exponencial basada
en 3 parametros que describen una curva sigmoidea asimétrica
(Zwietering y col., 1991).
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Log (N) =log N, + 4 *exp(—exp(

(LPD-0)+1)) [1]

Dénde:

log N=logaritmo del nimero de células (log (cél.mL™)) al tiem-
pot

t=tiempo (dias)

A=logaritmo del incremento poblacional, es decir, la diferencia
entre la asintota superior (log (N) al tiempo—>a) y el conteo
inicial

u= velocidad especifica de crecimiento

LPD= duracion de la fase de latencia (dias)

MPD=valor maximo de células alcanzado como log N, +A (log
(cél.mL™Y)

e=2,7183.
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La ecuacion fue aplicada a los datos experimentales de M. aeru-
ginosa por regresion no lineal utilizando el programa Systat (Sys-
tat Inc., version 5.0).

Para el analisis estadistico se aplico el analisis de la variancia
(ANOVA) vy los test de comparacion de Fisher con un nivel de
significacion de 0,05, empleando el programa Systat (Systat Inc.,
version 5.0).

RESULTADOS

El niimero de células iniciales estuvo comprendido entre 9x10°
y 1%10° cél.mL! y alcanzoé, al finalizar el estudio, niveles de 107
cél.mL™. La aplicacién del modelado matematico de Gompertz
(lineas llenas) conjuntamente con los datos experimentales se
presentan en la Figura 1. En esta figura se han incluido datos
de otros autores Jahnichen y col. (2011) y Bertoli y col. (2014)
correspondientes al crecimiento de Microcystis aeruginosa en
medio BG11 a 15°C y 25°C, respectivamente. Se obtuvo un buen
ajuste entre los datos experimentales y los predichos con un coe-
ficiente de determinaciéon R? 0,981-0,997

La Tabla 1 presenta los parimetros cinéeticos calculados (Ecua-
cion 1). Se puede observar que los valores de LPD disminuyeron
10,9 veces y los de p aumentaron 4,8 veces al aumentar la tem-
peratura de 15°C a 35°C. No se hallaron diferencias estadistica-
mente significativas (p<0,05) en el nivel MPD alcanzado.
Diferentes letras en cada columna indican diferencias significa-
tivas (p<0,05).

Los valores de p obtenidos en el presente trabajo se correspondie-
ron con los informados por Gorham (1964) para la temperatura
optima de crecimiento (30°C-35°C). Lick (2004) informo valores
de p entre 0,52 a 0,54 dia™! para M. aeruginosa NIVA-CYA 228/1
en medio O, modificado a 20"C. Por su parte, Imai y col. (2009)
hallaron diferencias significativas en la tasa de crecimiento de M.
aeruginosa (p<0,05) entre 20°C y 30°C, pero no entre las tasas
de crecimiento a 25°C y 30°C, o entre 30°C y 35°C en medio
MA modificado. Sin embargo, estos resultados corresponden a la
tasa especifica de crecimiento (dia™) entre sucesivos tiempos de
muestreo y fueron calculados como una funcion de primer or-
den usando el nimero de células (cél.mL™"). Por su parte, Rosso
y col. (2014) aplicaron el modelo de Gompertz y obtuvieron un
u=0,19+0,05 log (dia™') LPD=0,81+0,10 dia) y MPD=7,15+0,09
célmL') para M. aeruginosa en medio BG11 modificado a 28°C.

Efecto de la temperatura sobre la velocidad espe-
cifica de crecimiento (p) y la fase de latencia (LPD)
para M. aeruginosa

El efecto de la temperatura sobre el valor de p fue modelado uti-
lizando dos funciones.

Ecuacion de Arrhenius:

Eu
= A *exp(——— [2]
L p( RT)

Dénde:

T= temperatura absoluta (*K)

E.= energia de activacion de p (kl.mol™") también llamada tem-
peratura caracteristica

A=factor pre-exponencial

R=constante de los gases (8,31 kJ.°K” L mol™!)
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Tabla 1. Parametros de Gompertz (u, LPD y MPD) para M. aeruginosa en cultivo

T (°C) |Log No (cél.mL™) | A Log (cél.mL) u (dias™) LPD (dias) MPD (cél.mL™!) | R?
15 5,98+0,028 1,03£0,040 0,05+0,053 8,17+0,5612 7,01+0,0682 | 0,997
25 5,50+0,06 1,49+0,08 0,17+0,02%:° 4,14+0,171° 6,99+0,1402 | 0,987
26 6,36+0,024 0,89+0,033 0,18+0,03® 4.01+0,121°¢ 7,250,057 | 0,978
28 6,290,027 1,07+0,036 0,20£0,03%" 3.04+0,113° 7,33+0,063* | 0,988
30 6,22+0,026 1,11+0,035 0,28+0,03° 2,47%0,4240C 7,33%0,061® | 0,991
35 5,92+0,009 1,1840,105 0,24+0,01° 0,75+0,041°¢ 7,10+0,114® | 0,981
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Figura 1. Modelado del crecimiento de M. aeruginosa en medio de cultivo. Las lineas solidas corresponden al ajuste
de los datos experimentales al modelo de Gompertz a @ 26°C, ¥ 28°C, @ 30°C y A 35°C. & 15°C datos de Jahni-
chen y col. (2011). © 25°C datos de Bertoli y col. (2014). Las barras corresponden a la desviacion estandar (SD).

La energia de activacion (E,) puede ser considerada como la sen-
sibilidad de las células frente a los cambios térmicos. Cuando el
logaritmo de p fue graficado contra la reciproca de la tempera-
tura absoluta (Arrhenius plot) se encontro un bajo coeficiente
de determinacion (R°=0,86). Los valores de In(p) en el rango de
temperatura estudiado (15-36°C) fue mejor ajustado por dos
segmentos lineales que convergen en una temperatura critica a
aproximadamente a 28°C (Figura 2a). Esta temperatura separa
dos dominios lineales abajo de la temperatura optima (15°C a
28°C) y arriba (28 a 35°C). Las pendientes de estos segmentos
determinan dos energias de activacion E,, y E;; que se muestran
en la Ecuacion 3. En el dominio entre 15°C a 28°C, E; fue de
13,30 kcal mol™! con R°=0,995; y en el dominio entre 28°C a 35°C
se obtuvo un mayor valor de E; (83,08 kcal mn]'l} con R*=0,999,

lo que indica mayor sensibilidad del parametro p a los cambios
térmicos (Tabla 2). De igual manera, cuando el logaritmo de los
valores de 1/LPD se graficaron en funcion de la reciproca de la
temperatura absoluta, se encontraron dos dominios lineales (Fi-
gura 2b). En el rango de 15 a 28°C, E,jpp; fue 50,32 Kcal.mol™!
con R*=0,989 vy en el dominio de 28°C a 35°C se encontré un
mayor valor de E;pps (149,91 Keal. mol” 2 ¥y R’=0,998. Lo anterior
indica que en el rango de temperaturas 28°C-35°C los microor-
ganismos presentan una mayor sensibilidad frente a los cambios
térmicos debido a los mayores valores de E, y E;pn obtenidos
(Tabla 2).

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre los valores p a

través del rango completo de temperaturas, se aplico el modelo
expandido de Ratkowsky.

Tabla 2. Aplicacion de ecuacion tipo Arrhenius para evaluar el efecto de la temperatura sobre p y 1/LPD

Ecuacién 3 k1 =2.374+ 0,05 (dia)™t k2 =31,127+0,56 (dia)™
- $ﬂp{_£pl Y=k, Hexnls Eu, } Eiy = 13,30+0,81 (kJ.mol™) Eq2y = 83,08+0,9 (kJ.mol ™)
: RT" RT R? =0,995 RZ =0,999
Ecuacién 4 k3 = 58,72+6,22 (dia)™ k4=-18,0+0,06 (dia)™
SH-— k. *exp(— E e, Yok, *exp(e E,ﬂ,z} Eqyieoys = 149,91£1,9 (kJ.mol™) | Eqenyz 50,32+0,19(k).mol ™)
LPD ! R? =0,998 R?= 0,989
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Figura 2. Grafico de Arrhenius: a) p y b) 1/LPD) para M. aeruginosa en medio de cultivo

Modelo modificado de Ratkowsky
Esta ecuacion describe la velocidad de crecimiento alrededor de
la temperatura optima y mixima:

p=(b*(T-T,,)) (1-exp(c*(T -T,,,))) 5]

Dénde:

b=un parametro de Ratkowsky (°C™' dia™")

T ¥ Tuw=temperaturas minima y maximas a las que se observa
crecimiento (°C)

c=un parametro de Ratkowsky {‘“C"}.

Para este propdsito, se han incluido los valores de p encontrados
en el presente trabajo (26, 28, 30 y 35°C) y los p calculados a
25°C y 15°C tomados de Jihnichen y col. (2011) y Bertoli y col.
(2014) respectivamente, mostrados en Tabla 1. Adicionalmen-
te, se incluyeron los valores de p a 40°C tomados de Kruger y
Eloff (1978) para extender el rango de temperaturas estudiado.
La ecuacion ajusto consistentemente con un R’=0,87 y, ademas,
permitio estimar las temperaturas cardinales (Tmin=8,58+2,34,
Tmax=45,04+1,35 y T optima=33,39+0,55) que caracteri-
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zan el crecimiento de M. aeruginosa en medio de cultivo (Fi-
gura 3a). La constante de la Ecuacion 5 es b=0,0796+0,2909 y
¢=0,0057+0,0432.

De manera similar, para ajustar la fase de latencia a través de
todo el rango de temperaturas, se aplico una transformacién lo-
garitmica. La variacion de LPD con la temperatura mostré un
comportamiento hiperbélico que pudo ser ajustado por la si-
guiente ecuacion:

In(LPD) =~ (6]
T+q

El pardmetro g es la temperatura a la cual LPD es infinito (sin
crecimiento). Se estudio el efecto de la temperatura sobre LDP
en el rango de temperatura completo (Figura 3b). Se obtuvo un
buen ajuste entre los valores de LPD y el modelo propuesto; los
parametros de la Ecuacion 6 son q=-0,7340,27, p=33,4344,56
con R?=0,93. Mediante esta ecuacién y con los valores de los
parametros calculados, es posible predecir el valor de LPD a
una temperatura diferente a la que se realizo el experimento,
pero en el rango de temperaturas estudiado.

Kruger y Eloff (1974) informaron valores de energia de acti-
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vacion para diferentes aislamientos de M. aeruginosa. Bajo si-
milares condiciones de temperatura de crecimiento (24-35°C)
e intensidad de luz (30 pE.m%.s™") la energia de activacién fue
11,6 veces mis baja que la hallada en este trabajo. Esto puede
deberse al uso de cepas diferentes de M. aeruginosa y a los
diferentes métodos empleados para determinar crecimiento
celular. Estos autores utilizaron la turbidez como medida del
crecimiento de M. aeruginosa. Asimismo, para calcular la tasa
de crecimiento, solo utilizaron la porcion exponencial de la
curva de crecimiento. Por otro lado, no hay informacion dis-
ponible sobre la energia de activacion para la fase de latencia
(1/LPD).

Correlacion entre LPD y la reciproca de la velocidad
especifica de crecimiento (1/p)

En informes tempranos, Giannuzzi y col. (1998) observaron que
para ciertos microorganismos, la relacion entre la velocidad de
crecimiento (p) y la de adaptacion era muy cercana a una cons-
tante. Esto sugiere una relacion lineal entre la fase de latencia
(LPD) y la reciproca de la velocidad especifica de crecimiento

(1/p) lo cual fue confirmado en este trabajo para M. aeruginosa
en medio de cultivo a diferentes temperaturas. En la Figura 4 se
muestra la relacion lineal encontrada 1/p y LPD, obteniéndose
un coeficiente de correlacion de 0,86. Lo anterior demuestra que
los pardmetros cineticos de M. aeruginosa (puy LPD) estan lineal-
mente correlacionados.

CONCLUSIONES

El modelo de Gompertz permitié calcular los pardmetros ci-
néticos del crecimiento de M. aeruginosa (p, LPD y MPD) a
varias temperaturas, considerando todas las fases del creci-
miento. El efecto de la temperatura sobre los valores de p y
LPD pudo ser modelado mediante la ecuaciéon de Arrhenius
y el modelo modificado de Ratkowsky, que permitio calcular
las temperaturas cardinales que caracterizan al crecimiento
de M. aeruginosa en medio de cultivo, asi como la tempera-
tura de no-crecimiento. Se encontrd una relacion lineal entre
los pardmetros cinéticos de M. aeruginosa (p y LPD) que no
ha sido descripta previamente. Este es el primer informe de
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Figura 3. Efecto de la temperatura sobre a) p y b) LPD para M. aeruginosa en medio de cultivo
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Figura 4. Correlacion entre la reciproca de la velocidad especifica de crecimiento (1/p) y la fase de latencia (LPD)
para el crecimiento de Microcystis aeruginosa en medio de cultivo en un rango de 15-359C

modelado completo de la curva de crecimiento de M. aerugi-
nosa de una cepa autoctona.
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Un marco integral de salud ambiental para los hospitales
y los sistemas de salud de todo el mundo

Agenda Global para Hospitales Verdes

y Saludables

La Agenda Global para Hospitales Verdes y Saludables se propone brindar
apoyo a las iniciativas que se estan realizando en el mundo para promover
mayor sustentabilidad y salud ambiental en el sector de la salud, y asi for-
talecer los sistemas de salud a nivel mundial.

Este documento ofrece un marco integral a los hospitales y a los sistemas
de salud de todo el mundo para que logren funcionar de un modo mas
sustentable y contribuyan a mejorar la salud ambiental pablica.

Integran este marco diez objetivos, relacionados entre si. Cada una de es-
tos objetivos contiene una serie de Acciones Concretas que pueden ser
implementadas tanto por hospitales como por sistemas de salud.

Por mayor informacion acceder a:
http://www.hospitalesporlasaludambiental.net/wp-content/
uploads/2011/10/Agenda-Global-para-Hospitales-Verdes-y-Saludables.
pdf y www.saludsindanio.org , www.hospitalesporlasaludambiental.net .
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