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

Objetivos:

» Determinar y describir las caracteristicas del crecimiento bacteriano.

» Conocer como evaluar el crecimiento microbiano en distintos medios
utilizando curvas de crecimiento, conteo directo y conteo por dilucién y
siembra.

» Conocer como determinar la concentracion bacteriana por recuento de
viables UFC/mL o g, por numero mas probable NMP

Las bacterias son capaces de realizar una serie de transformaciones quimicas
mediante reacciones enzimaticas que se traducen en sintesis de nuevos productos,
transporte, movimiento y duplicacion celular. Se considera crecimiento bacteriano
al aumento ordenado de todos los componentes celulares con el consiguiente
aumento del numero de células bacterianas, o sea que el resultado final del
crecimiento bacteriano es la duplicacién celular. El crecimiento bacteriano se inicia
con la captacién de nutrientes a partir del medio ambiente y los pasos intermedios
entre la captacion de nutrientes y la division celular constituyen el metabolismo
bacteriano. ElI metabolismo bacteriano esta compuesto de dos etapas: una de
sintesis 0 Anabolismo y una de destruccion o Catabolismo. Durante el anabolismo
o fase anabdlica las sustancias simples se convierten en sustancias complejas y
durante el catabolismo o fase catabdlica las sustancias complejas se convierten en
sustancias simples. Existen diferentes métodos para la medicidon del crecimiento
bacteriano, entre ellos tenemos:

Recuento de colonias en placa

Es un método muy utilizado cuando se necesita determinar el tamafo de la
poblacién bacteriana de una muestra. El recuento de microorganismos, en este
caso, se basa en que cada uno desarrollara una colonia visible. Pero debido a que
una muestra no es totalmente homogénea con respecto a su composicidn
microbioldgica, es posible que una colonia se origine de un microorganismo o de
cientos de ellos, dando en este ultimo caso un recuento menor del real. También es
posible que muchas de las bacterias presentes en la muestra no puedan crecer en
las condiciones elegidas (pH, temperatura, medio de cultivo, tiempo, etc.). En este
caso el recuento también sera inferior al real. Lo que si se sabe es que cada colonia
observada se formdé a partir de por lo menos un microorganismo. Esta es una
condicion necesaria y suficiente. La colonia se considera una unidad formadora de
colonia (ufc) a los efectos de los calculos. Se admite, por lo tanto, que, en los
métodos de recuento de microorganismos vivos son inevitables los errores.



Especialmente cuando se examinan muestras pequefias, es posible cometer
errores.

La enumeracién en medios solidos se funda en que cada bacteria desarrollara en
una colonia, pero debemos tener en cuenta que las bacterias que se hallan en
crecimiento no siempre se encuentran aisladas, por ello, una colonia puede provenir
de una o mas bacterias, en base a este criterio, los recuentos en medios sélidos las
expresamos como UFC.

Procedimiento

Se prepara una suspension al 10% de suelo en 50 ml. de agua destilada.
Manteniendo en agitacion la suspensién anterior durante 30 a 60 minutos. Puede
utilizarse agitacion manual o magnética.

Se preparan diluciones seriadas de 1/10, 1/ 100, 1/ 1.000, 1/ 10.000, 1/ 100.000 de
la suspensién anterior respetando un volumen final de 5 ml.

Se rotulan 5 placas (una para cada dilucion) sembrando 0.1 ml (con pipeta limpia
en cada una) de cada dilucion en una placa de Petri con Agar Nutritivo y con ayuda
de un asa de Drigalsky se extiende por toda la placa. Se incuba a 37 °C durante 2-
3 dias en estufa. Luego se observan las placas en busca de efectos de inhibicién.
Se realiza el recuento de los microorganismos presentes en la muestra del suelo.
Para realizar el contaje se escogen las placas que muestren entre 30 y 300 colonias.
El resultado se lee en ufc/g.

Ufc/g = N° de colonias en placa (entre 30 y 300) x inverso de la dilucién x 10
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No debe ser muy bajo - para que tenga significado > 30 - 300
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Estimacion del nimero mas probable (NMP)

Este método se basa en la presuncion de que las bacterias se hallan uniformemente
distribuidas en un medio liquido, o sea que las muestras del mismo tamafno de un
mismo producto tendrian el mismo numero de microorganismos. Entonces la cifra
media es el nUmero mas probable. Las bacterias rara vez estan separadas de sus
vecinas. Ellas se agrupan en racimos, en especial cuando se reproducen
activamente. Esta técnica se usa principalmente para la estimacion de bacilos
coliformes en caldo MacConkey, pero puede ser empleada para diferentes clases
de microorganismos en muestras liquidas.

Procedimiento

Es posible calcular el numero de bacterias por cada 100 ml. de muestras. Existen
tablas para muestras de 10ml., 1ml. y 0,1 ml. utilizando tres tubos para cada tamafo
de la muestra. Se mezclan las muestras mediante vigorosas sacudidas e
inversiones. Se pipetean las cantidades mencionadas de suspension de muestra 'y
se colocan en tubos con 5 ml de medio de cultivo (caldo MacConkey).

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, la cual se coloca antes del
proceso de esterilizacion. Se incuban durante 24 0 48 hs. a 35-45°C. Se observa el
crecimiento considerando positivos los tubos que manifiestan turbidez, cambios de
color o produccion de gas. Se tabulan los numeros de tubos positivos y se consultan
las tablas.



TABLA 1 (10ml, 1mly 0,1 ml)

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 9,3 220 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 3,6 233 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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