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CRECIMIENTO MICROBIANO

* Es el aumento del numero de componentes celulares.

* Puede tener como resultado un incremento del tamano celular
(aumento de masa celular), un incremento del nimero de su
poblacion (aumento del numero de células) o una combinacion de
ambos.

* En organismos unicelulares conduce al aumento del humero de
células mas que a un aumento en el tamano celular.




¢ Qué necesitan los microorganismos para crecer?

Nutrientes: sustancias que se emplean en la biosintesis y produccién de

energia

e Macronutrientes: C, O, H, N, P, K, Na, Ca, Mg, Fe.

e Micronutrientes: Mn, Zn, Co, Mo, Ni, Cu, Factores de
crecimiento. Fuente de Energia

= (Condiciones de Incubacion:

e Temperatura
e pH

e Atmosfera (con o sin oxigeno)
e [ndculo viable

Ausencia de

Inhibidores




CRECIMIENTO MICROBIANO

En el laboratorio los

microorganismos son
estudiados como cultivos puros,
se utilizan medios de cultivo con
abundancia de nutrientes.

Cultivo axénico

En la naturaleza los
microorganismos existen en
biofilms, comunidades
microbianas organizadas en
capas sobre la superficie




CRECIMIENTO MICROBIANO

Aumento del nimero de células (no de
tamanfo)

Multiplicacién celular se da por FISION
BINARIA, produccion de dos células
iguales a partir de una.

Etapas:
1. Elongacion
2. Duplicacion del ADN microbiano
3. Tabicado central
4. Invaginacion de la membrana
5. Sintesis de pared celular.

TIEMPO DE GENERACION: tiempo que
demora una célula para dividirse en 2,
depende de cada especie y de las
condiciones de incubacion.
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CRECIMIENTO MICROBIANO

n= Cuando una poblacion duplica su
n=2 numero de células en un periodo
de tiempo dado.
CRECIMIENTO EXPONENCIAL.

00 00 0000 _
0000 0000 NN, X 2°

En donde n = al nimero de generaciones



CRECIMIENTO MICROBIANO

Grafica de crecimiento exponencial de bacterias

Organismos en millones
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Tiempo en horas

En cultivo: N=N_ x 2"

N.: numero de células
luego de un tiempo t
N, : numero de celulas
Iniciales

Nn: n° de generaciones

g=t/n



CRECIMIENTO MICROBIANO

Tiempe N*decelulas Log N c2uias
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CRECIMIENTO MICROBIANO

1000 107
g . PN = Ny2"
I - 22 slogN = logN, + nlog 2
i t
z 3|
zh o 72

1 Calculo de n a partir de |la representacion
semilogaritmica

logN —log Ny = n log 2
_ logN —logN; logN — log N
B log 2 - 0301

= 3.3(log N — log N,)




Velocidad de crecimiento microbiano

Vc: cambio en el numero de
generaciones por unidad de

| tiempo
|
o |
2 i k = Velocidad de
o | crecimiento (h')
= |
I
_.Ej | kK = pendiente
_
t=2
g:,lé-l:ﬂh [ k:lﬂgN—lﬂg% ]
0 1 2 a 1 3 t




Calculo del tiempo de generacion (g) a partir de la velocidad de crecimiento (k

Con la pendiente de la grafica se puede determinar :

g
1000 7 108
.k lﬂmmm
N ‘E% ﬂl':ﬂ . 107 Eg
—log N — | £3 Se
t J £t I £3
100
<> 1
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Kt= logN — logN,

Ki= nlog 2
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kt=n0301 [ t/n=0301k [ > g=0301/k




EJERCICIOS

* En un cultivo bacteriano que esta creciendo en condiciones optimas se divide
cada 20 minutos. Se colocan 1000 celulas en un matraz con medio fresco,
¢.cual sera la poblacion al cabo de 4 hs?

) 3000 células

) 4000 células
c) 20000 células

) 4 x10° células

) 2x107 células



EJERCICIOS

¢,Cual sera la poblacion celular a las 3 horas de iniciado un cultivo, si la poblacion inicial era de 1,5 x
107 células/ml, considerando que la Velocidad de crecimiento es de 0,15h-1?



Crecimiento de un microorganismo en un cultivo cerrado:

celular

Curva de crecimiento bacteriano

Fase
estacionaria

Fase
exponencial

Fase de
adaptacion
(Lag)

Log nimero de celulas viables

Tiempo -




Fases del crecimiento Bacteriano:

FASE DE LATENCIA (Lag):

 fase de adaptacion al medio de cultivo, al nuevo ambiente.

e Su duracion depende del estado en que esta el cultivo (aumenta
con la edad del cultivo)

* No hay division celular

 Gran actividad metabodlica

* Las células sintetizan nuevos componentes para adaptarse al Fase de
nuevo medio. adz(aftac)i()n
ag

Log nimero de células viables

-

* Sintesis de nuevas enzimas
 Germinacion de esporas
* Inactivacion de inhibidor.




Fases del crecimiento Bacteriano:

FASE EXPONENCIAL (Log):

* Los microorganismos se dividen a maxima
velocidad (umax) y en forma constante

Fase
exponencial

* Crecimiento exponencial de la poblacion.
* g es minimo
* Producen metabolitos primarios (trofofase)



Fases del crecimiento Bacteriano:
FASE ESTACIONARIA:

* Sin crecimiento neto (u=0) El numero total de

microorganismos viables permanece constante L

v

e velocidad de crecimiento = velocidad de muerte

e Acumulacion de desechos metabodlicos
* Disminucion de nutrientes

* Se producen metabolitos secundarios, por ejemplo
antibioticos (idiofase)

* Se produce estrés fisico o quimico (cambio de pH,
T etc.)



Fases del crecimiento Bacteriano:
FASE DE MUERTE: o

* La velocidad de muerte es mayor que la de

crecimiento (u<0)

* Las bacterias dejan de multiplicarse y mueren con el i
tiempo

* El cultivo pierde viabilidad

e Se acaban los nutrientes, acumulacion de desechos y
disminucion del espacio fisico




EVALUACION DEL CRECIMIENTO BACTERIANO

» DETERMINACION DEL NUMERO DE MICROORGANISMOS

- Métodos directos: recuento total
= Recuento microscopico directo
= Conteo electronico

- Métodos indirectos: recuento de células viables
= Recuento en placa

= Filtracion por membrana

» Medio liquido NMP



EVALUACION DEL CRECIMIENTO BACTERIANO

« DETERMINACION DE LA MASA CELULAR
Métodos directos

= Medida de la masa

= Medida del volumen

Métodos indirectos
= Determinacion del contenido de N,C,P, etc
= Turbidimetria (DO 600 nm) y Escala de Mac Farland

« DETERMINACION DE ACTIVIDAD CELULAR
= Actividad enzimatica

= Concentracion de un metabolito

= Medida de la respiracion



EVALUACION DEL CRECIMIENTO BACTERIANO

Recuento de células totales utilizando una camara de Petroff-Hausser

Ridges that support coverslip T ";F_ |"“-- - == T T " To calculate number
- T par milliliter of =ample:
2P 12 calls = 25 large squaras = 50 = 102
- | 4 4 .
- - | 1 1 | 1
1 1 | |
|a* - |l —- | | | |
a4 [ - | | 1 | 1
— 1 | |
- - - - 7 - | Numberfmm?® (3 > 109 I |
Sample added hara. Care must be 1= [ 4 T : I ! :
taken not to allow owvarflow,; space Microscopic obsarvation; all caells arcs - | Mumber/mm= (1.5 = 1
I:::-glrtw-ﬂ-en coverslip and slide is 0.02 mm counted in large sguars (16 small sguaras): Tl ‘ o :
| g5 Mmm}. Whola grid has 25 larga 12 calls. (In practice, soveral large sguares I
squares, a total area of 1 mm?® and ara courted and the numbers averaged.) Numberfcm® (mil) (1.5 > 107)

a total volumea of 0.02 mme.

Limitaciones
*No se distinguen células vivas de muertas
*Células pegquefias son dificiles de ver
*Requiere tiempo y habilidad para que sea un método preciso
*No es bueno para una suspension diluida (menos de 10° cel/mL)



EVALUACION DEL CRECIMIENTO BACTERIANO

Recuento de células viables en placa

Célula viable

- Es capaz de dividirse para dar una progenie

- Cada célula viable sera una unidad formadora de colonia (ufc)

Un recuento de este tipo implica contar colonias en una placa de petri

Se realizan diluciones seriadas para conseguir un numero apropiado de colonias
(entre 30 y 300 ufc)

El numero de colonias depende ademas del medio, las condiciones de
incubacion y el tiempo.



Recuento de células viables en placa

£

-limite de deteccion 1-10 ufc/mL

% Sample to
be countaed

ml

Y Y Y )

S—rmil

broth

Total 1/10 1/100 17102 1/104 1/105 1/106
dilution (1077 (1072 (10~ 104 (107 (1075

Flate 1-ml samples




Recuento de células viables en placa
Tipos de siembra

1.0o0r 0.1 ml

€© 'noculate Inoculate plate
empty plate. containing
solid medium.

@© spread inoculum
over surface
evenly.

© Add melted C‘:i v
nutrient agar. X
-~ .
4
© swirltomix. | @
® colonies grow
ks . only on surface

@ colonies " e
rfac grow on and - ® ® &
Stiae ey in solidified ' = -/ ’ Su:ferl‘ci)e
medium. - - colonies

colonies

Jebomh O, Jung

Subsurface
colonies




Ventajas y desventajas de ambos métodos

Mejor aprovechamiento de nutrientes Peor aprovechamiento de nutrientes

Visualizacidon de colonias dificultosa Facil visualizacion de colonias

Se desarrollan m.o. microaerofilicos En aerobiosis soOlo crecen aerobiosy
anaerobios facultativos




Recuento de células viables en placa




Recuento de células viables en Petrifilm

Limite de deteccion: lufc/ml



Recuento de células viables en placa

Calculo del numero de ufc/mL " ' .
ufcml=  n° de colonias ( 30-300) N0 F
X 1/dilucion d 0 U
(10 0 .':'.PJ; 3:595?

/vol. sembrado (ml)

emT -

e i e T T T W
B e et TN = T =y . ] |
L, = -_\_.:r.l . o Ar 1

-

Recuento= (159 x 1/10-3) /1mI=1,59x 10> UFC/mL



Recuento de células viables en placa

Filtracion por membrana: baja carga

~~  Lamuestrade
~  aguasepasaa ,
| iraves del filtro de y
— l ) membrana B
(0,45um)

Vv

\ ..
N

F|Itrtc)) de OISe retlrg el filtro Se cuentan las
membrana e € membranay se colonias tipicas.
sobre un L - colocaen el
soporte de . E 2 medio adecuado.

filtro.




Recuento de células viables en placa
Siembra por gotas

+Se realizan diluciones seriadas para
consequir un numero apropiado de
colonias

- mas de 8 colonias y colonias
claramente diferenciadas.

 El'limite superior es lo que se puede
distinguir visualmente




Recuento de células viables en placa
Filtracion por membrana

FILTROS: se emplean filtros de nitrato o acetato de celulosa,
minimizan la adsorcion de conservadores y antimicrobiano.

Ventajas y desventajas:

- Sirve para determinar cargas muy bajas, pues se puede filtrar volumenes de hasta 1 L por vez.
- Limite de deteccion bajo (< 1 ufc/mL a < 1 ufc/1L)

- Es el método de eleccion para muestras liquidas o solubles que contienen agentes
antimicrobianos ya que no es necesario neutralizarlos.



Recuento de células viables en tubos
Numero mas probable (NMP)

Método estadistico

Se inoculan tubos con medios liquidos apropiados con diluciones seriadas de la muestra tales
que para alguna de esas diluciones en los inoculos no se lleven células viables.

Una vez incubados los tubos se obtendra crecimiento para alguna de las diluciones mientras
que no lo habra para otras

Se estima la poblacion microbiana presente en la muestra utilizando tablas construidas para
ciertas condiciones

Siembra por triplicado o quintuplicado de cada dilucion



Recuento de células viables en tubos
Numero mas probable (NMP)

Muestra de 10 ML 6 g
E. coli 1000 m.o /mL 1

@
= lf‘ﬂ

Los tubos se incuban en condiciones apropiadas segun el ensayo



Recuento de células viables en tubos
NUumero mas probable (NMP)

10 mbL & g

50 L & \
silimililiimilili

EQUIVALENTE A: 0,01mL muestra 0,00 1mL muestra 0.0001mL muestra

J:

]

MUESTRA

&[

10

- + + - — — — — —

Lectura de los tubos: 3 1 0



Recuento de células viables en tubos
Numero mas probable (NMP)

Series de 3 tubos (3 réplicas por dilucion)

Indice de NMP y limite de confianza del 95% para varias combinaciones de resultados positivos para una
serie de 3 tubos cada uno con 0,1, 0,01 y 0,001 g 6 mL de muestra.

Combinacion . Limites de confianza | Combinacion R Limites de conflanza
de tubos NMP/100 del 95% de tubos NIMP/100 del 95%
positivos g o mL Infernor Supernor positivos g omL Inferior Superior

0-0-0 <3 - - 3-0-0 23 4 120
0-0-1 3 < 0,5 o 3-0-1 39 T 130
a-1-0 3 < 0,5 13 3-0-2 [ 15 380
1-0-0 4 < 0,5 20 3-1-0 43 T 210
1-0-1 Fd 1 21 3-1-1 75 14 230
1-1-0 Fd 1 23 3-1-2 120 30 380
1-1-1 11 3 36 3-2-0 93 15 380
1-2-0 11 3 36 3-2-1 150 30 440
2-0-0 o 1 36 3-2-2 210 35 470
2-0-1 14 3 37 3-3-0 240 36 1300
2-1-0 15 3 44 3-3-1 460 71 2400
2-1-1 20 K 89 3-3-2 1100 150 4800
2-2-0 21 4 47 3-3-3 =2400 - -
2-2-1 28 10 150




Recuento de células viables en tubos
Numero mas probable (NMP)

3-1-Oen tablammmm)> 43 NMP/100mL
NMP de tipo de m.o en mL=43 X 10= 43 0 4,3 x10-' NMP/mL

NMP de tipo de m.o en mL= n de la tabla x 1/dilucion del medio

EQUIVALENTE A: 0,01mL muestra 0,001mL muestra 0,0001mL muestra

+ + + — - — — —

Lectura de los tubos: 3 1 0



Recuento de células viables en tubos
Numero mas probable (NMP)

Tabla IV. Indice de MMP v limite de confianza del 35% para varias combinaciones de
resultados positivos para una serie de 5 tubos cada uno con 10, 1 ¥ 0,1 g © mL de muesira.

Serles de 5 tu bOS Lirnites de Lirmeie de confanza
5 e I _ _ confianza del P55 _ — i de| 855t
e DDA A5 ECT ¥ e DM N 2SS ep——
( rep ICaS de tubcs MR 1ED Inderior | Superior de tubos hr"‘F' == nfericr Supsricr
. =z piostiveSs gom postivos g o
pOI’ dI|UCIOn) 0-0-0 =3 - 430 T7 o 80
0-0-1 3 =05 7 3-3-1 33 11 03
0-1-0 2 =05 7 4-4-0 34 12 03
0-2-0 4 =05 11 5-0-0 273 7 70
1-0-0 . =05 7 5-0-1 31 11 B0
1-0-1 4 =05 11 5.0-2 43 15 110
L . 1-1-0 4 =05 11 5-1-0 33 11 03
El limite de deteccion en las 1-1-1 B =0.5 15 51 45 16 120
.. 1-2-0 2 =05 15 5-1-2 53 1 150
condiciones de la Tabla IV es 200 5 <05 13 520 40 17 130
. 7 7 2. ri ] 170
<2/100 mL 5.1-0 7 1 17 5.0.0 o 55 220
211 o o] =1 5-3-0 70 25 100
320 [ 3 = 5-3-1 110 a1 50
230 12 3 28 5-3-2 140 37 240
2-0-0 8 1 10 5-3-3 120 ) 500
3-0-1 11 3 o5 540 120 35 200
2-1-0 11 2 25 541 170 43 2400
11 14 4 34 542 290 57 700
320 14 4 3 543 280 ] BED
321 17 = 46 544 350 120 1000
2.0-0 13 ] a1 5-5-0 240 ) 750
Z_0-1 17 5 46 5.5-1 350 120 1000
2-1-0 17 5 46 5.5.2 540 180 1400
211 = 7 63 5-5-3 o20 00 3200
o =) ) 7 554 1600 240 5200
420 ] 7 67 5.5-5 =>24.00 _
201 3] ] 70




Turbidimetria

Se basa en la capacidad de las células de
dispersar la luz (espectofotometro)

Tamafno constante dispersion proporcional a
biomasa

Se realiza la medicion a 600nm
Muy baja sensibilidad (107-108 cel/mL)

No distingue células vivas de muertas

Light source

ngngng
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Scattered light
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Bacterial suspension
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Absorbance
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Turbidimetria - Interpretacion de resultados

Relacion entre densidad dptica y nimero de células
Teonco
0.8
* Para organismos unicelulares, la densidad optica es 07

proporcional, dentro de ciertos limites, al numero de celulas

Real
0,6

0,5

e Para poder hacer esto hay que preparar una curva de
calibracion que relacione el numero de celulas (Ej.recuento
microscopico o recuento de viables) con la turbidez

0,4

Densidad optica
Densidad optica

0,3

0.2

0,1

* A densidades opticas altas, la correspondencia univoca entre

el numero de celulas y la turbidez se desvia de la linealidad y 0 5 10 15 20 25 30 35 Nimero de células o peso seco
las mediciones de DO pierden precision. X Tiempo (h) o
c
* Puesto que organismos diferentes difieren en tamano y forma,
numeros de celulas iguales para dos especies bacterianas
diferentes no necesariamente daran el mismo valor de
densidad optica.

* Hay que construir una curva de calibracion para cada
organismo que se cultive.

Debomh QL Jung

ODe.n O 0.18 0.45 0.68



Turbidimetria




Escala Mc Farland

Se utilizan para estandarizar el numero aproximado de
bacterias en una suspension liquida.

Consta de 11 patrones (desde 0,5 a 10) cada uno de los
cuales tiene una turbidez comparable a la de una
suspension bacteriana con una densidad determinada.

Se compara el cultivo de bacterias en medio liquido con
la turbidez de la suspension de prueba con la del
estandar McFarland.

El patron 0,5 de Mc Farland que corresponde a 1,5 x
10% UFC/mL

0.5 MFU 1.0MFU 2.0MFU 3.0MFU 4.0 MFU

e
o e T e B omemge: W
= e T s W m—
o T o W e W
e
= e T s B s oo W
™ — — i
= osmses " onmsses 8 o W

Estandar McFarland Hz504 (1%) ml
24,875
24,75
24,5
24,25
24
23,75
23,5
23,25
23
22,75
22,5

= =
B 0 ® N @ @ B W N e

BaCl, (1,175%) ml
0,125
0,25
0,5
0,75
1
1,25
1,5
1,75
2
2,25
2,5



En resumen:

* Crecimiento bacteriano = aumento de células, masa celular
 Parametros de crecimiento poblacional :

= Nt= NOXZn

-g =1t

» Las bacterias tiene 4 fases en su crecimiento: latencia, exponencial, estacionaria y de
muerte

 Puedo determinar el crecimiento bacteriano por varios métodos
« Conteo directo

 Recuento de viables en placa

* NMP

e Turbidimetria



