TP N° 5: Cinética del crecimiento bacteriano y Métodos
de recuento

Crecimiento bacteriano es el aumento de todos los componentes celulares con el
consiguiente aumento del numero de células bacterianas, es la duplicacién celular.

Binary Fission



cComo ocurre la division celular en las bacterias?
Aligual que en el resto de los organismos celulares, la divisidn celular en las bacterias es un proceso que incluye:

—la replicacion o duplicacién del ADN (el material genético)

— su distribucidén entre las dos futuras células hijas (polos opuestos de la célula que se divide)
— la separacion de las dos células resultantes

Célula madre El nicleo se divide El citoplasma se divide Dos células hijas

Tal division celular se conoce como fision binaria y conlleva al aumento de numero de individuos bacterianos en
una poblacion, es decir, al crecimiento bacteriano.

Como cada célula durante la division tiene que duplicar su material genético y, aumentar su tamano, es un evento
bioquimicamente activo, que requiere inversion energeética.

El crecimiento de una poblacion bacteriana puede ser graflcado como el aumento del numero de células en
funcion del tiempo y esa grafica dibuja una curva llamada “curva de crecimiento bacteriano”, en la cual se
distinguen varias fases donde se dan distintos procesos caracteristicos.



Muchos autores han descrito el crecimiento de una poblacidn
bacteriana como un proceso exponencial, pues cada ciclo de division
(también conocido como generacion) hace que de 1 célula inicial surjan
2, luego que de estas dos surjan 4, después 8, después 16 y asi
sucesivamente. 3 4

El tiempo necesario para que se forme cada una de
estas generaciones se conoce como el tiempo de
generacion o de duplicacidon, que generalmente es

constante y casi siempre especie-especifico. Bacterial Growth Curve
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Para E. coli, por ejemplo, uno de los organismos
modelo entre los procariotas, el tiempo de
duplicacion es de mas o menos 20 minutos,
mientras que otras especies como Clostridium
perfringens o Mycobacterium tuberculosis tienen
tiempos de duplicacién de 10 minutos y de mas de
12 horas, respectivamente.
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Curva de crecimiento bacteriano
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Esta curva es un grafico donde se muestra el aumento del numero de células en un cultivo por unidad de
tiempo, a partir del cual se obtiene informacién valiosa.

Generalmente todas las bacterias crecidas experimentalmente in vitro a las cuales se les proporcionan
todos los nutrientes necesarios para crecer exhiben un patrén de crecimiento similar.



Fase de latencia o fase lag

Para iniciar un cultivo bacteriano se parte de un pequeno inéculo celular. Cuando este inéculo es
introducido en un medio de cultivo fresco completo, es decir con todos los nutrientes necesarios para
crecer a una especie bacteriana determinada, inicialmente no se observan cambios en el humero de

individuos.

Se ha demostrado que durante esta fase de “latencia”, en la cual no parece haber crecimiento celular, las
bacterias acrecientan su tamano y estan metabdélicamente muy activas, pues estan sintetizando acidos
nucleicos, proteinasy enzimas, etc.

La duracion de esta fase en el tiempo depende de algunos factores intrinsecos de la poblacién y de
algunos factores ambientales. Por ejemplo:

—deltamano delindculo inicial
—de las condiciones ambientales previas delinéculo

— del tiempo para sintetizar los elementos necesarios para la divisidén



Fase exponencial o logaritmica (log)

Cuando las bacterias estan listas para comenzar a dividirse se observa un aumento exponencial en el
numero de células por unidad de volumen por unidad de tiempo. Estan en la fase exponencial o
logaritmica de la curva.

Durante esta fase se considera que la mayor parte de las bacterias estan pasando por eventos de
fision binaria a una velocidad constante y es en esta fase se calcula el tiempo de duplicacion.

La fase exponencial o logaritmica y el tiempo de duplicacion de una poblacion depende no solo de la
especie, sino de que las bacterias en el medio de cultivo encuentren todos los nutrientes necesariosy
las condiciones adecuadas para su crecimiento.



Fase estacionaria

El crecimiento exponencial de las bacterias no es infinito y esto se debe a que el medio de cultivo, que
es un sistema de crecimiento cerrado, tarde o temprano se queda sin nutrientes (las bacterias lo
consumen todo).

Ademas de los nutrientes, un aumento en el numero de células en un volumen constante (aumento
de la concentracion celular) es sindnimo también de un aumento en la concentracion de metabolitos
o productos de desecho que pueden tener efectos inhibitorios en el crecimiento.

Un mayor numero de células en un espacio finito también implica que eventualmente no habra
suficiente espacio para mas células, lo que se traduce en una inhibicion del crecimiento.

En esta fase, llamada fase estacionaria, algunas células continian dividiéndose, pero otras
comienzan a morir a una tasa similar, por lo que la curva se aplana.



Fase de declive o muerte

Después de la fase estacionaria, prosigue la fase de muerte o declive, donde las bacterias comienzan
a moriry la curva sufre un declive.

Durante la fase de muerte las bacterias mueren exponencialmente, por lo que se considera una etapa
“reversa” que la fase exponencial.




Métodos para la Medicion del Crecimiento
Existen diferentes métodos para la medicién del crecimiento bacteriano, entre ellos tenemos:
1. Recuento de colonias en placa

2. Estimacion del numero mas probable (NMP)
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RECUENTO DE COLONIAS EN PLACA
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Método para determinar el tamano de la poblacidon
bacteriana de una muestra.

Se basa en que cada microorganismo desarrollara una
coloniavisible.

Una muestra no es totalmente homogénea, por ello es
posible que una colonia se origine de un microorganismo
o de cientos de ellos.

Lo que se sabe es que cada colonia observada se formé
a partir de por lo menos un microorganismo.

La colonia es considerada una unidad formadora de
colonia (ufc). En los métodos de recuento de
microorganismos vivos son inevitables los errores
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Técnica Operatoria

Preparar una suspension al 10% de suelo con agua

destilada.

Mantener

en agitacion

la suspension. Preparar

diluciones seriadas de 1/10, 1/ 100, 1/ 1.000, 1/ 10.000

Se siembran 5 placas con 0.1 ml de cada dilucioén en
una placa de Petri con Agar Nutritivo y con ayuda de

un asa de Digralsky extender por toda la placa.

Incubar a 37 °C durante 2- 3 dias en estufa.

Para realizar el contaje se escogen las placas que
muestren entre 30y 300colonias.

Ufc/g = N° de colonias en placa (entre 30 y 300) x

inverso de la dilucion x10

No debe ser muy alto - para poder contarlas

No debe ser muy bajo - para que tenga significado
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UFC/ml = ( n° colonias x factor de diluciéon) / volumen plaqueado en la placa Petri

Ejemplo: (285 colonias x 10%) / 1 ml = 2.85 x 10° UFC/ml Actuacienciz



Estimacion del Numero Mas Probable (NMP)

Este método se basa en la presuncion de que las bacterias se hallan uniformemente distribuidas en
un medio liquido.

La cifra media es el numero mas probable. Esta técnica se usa principalmente para la estimacion
de bacilos coliformes en caldo Mac Conkey.

Técnica Operatoria

Se coloca muestras de 10ml, Tmly 0,1 ml utilizando un total de 9 tubos. Se pipetean las cantidades
mencionadas de muestray se colocan en tubos con 5 ml de medio de cultivo.

Tres tubos con 10 ml. (de doble concentracion), tres tubos con 1 ml. (en medio simple), tres tubos
con 0,1 ml. (en medio simple).

Para observar si las bacterias producen gas los tubos con medio de cultivo deben contar con una
campana de Durham en su interior.

Se incuban 24 0 48 hs. a 35- 45 °C. Se observa el crecimiento positivo en los tubos que manifiestan
turbidez, cambios de color o produccion de gas.






Tabla: NMP para
10mi, Tmly 0,1 ml
de muestra

Numero Indice Numero Indice
Caracteristico Caracteristico

NMP NMP

001 3 200 9
002 6 201 14
003 9 202 20
010 3 203 26
011 6,1 210 15
012 3,2 211 20
013 12 212 27
020 6,2 213 34
021 93 220 21
022 12 221 28
023 16 222 35
030 9.4 223 42
031 13 230 29
032 16 231 36
033 19 232 44
100 36 233 53
101 7.2 300 23
102 11 301 39
103 15 302 64
110 7.3 303 95
111 11 310 43
112 15 311 75
113 19 312 120
120 11 313 160
121 15 320 93
122 20 321 150
123 24 322 210
130 16 323 290
131 20 330 240
132 24 331 460
133 29 332 1100
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