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Manifestaciones macroscopicas del crecimiento
bacteriano




Medicion del crecimiento bacteriano

MASA CELULAR

« METODOS DIRECTOS
1) Peso humedo
2) Peso seco

« METODOS INDIRECTOS
1) Medida de actividad metabdlica
2) Métodos turbidimétricos (6pticos)

NUMERO DE INDIVIDUOS

e METODOS DIRECTOS
1) Camara de recuento de Petroff-Hauser
2) Contadores electrénicos de particulas (tipo Coulter)

« METODOS INDIRECTOS AN
1) Recuento de células viables en placa Q
2) Recuento sobre filtros '



Ejemplos: Medicion directa del crecimiento

Recuento total de células:

Conteo directo bajo el microscopio usando una muestra (diluida) de cultivo
bacteriano y una camara de recuento calibrada (Petroff-Hausser).

Cuadricula con 25 cuadrados grandes

14 células
ATIED FD 1.250.000
> Recuento total:

Recuento en

~] i

z , i \INE LA
Camara de ity et e 14XFD
por pilaridad.
Petroff-Hausser G B 17.500.000
pension o Recuento microscopico: se cuen-
bacteriana tan todas las células en varios

cuadrados grandes y se obtiene

Cubrecbjes el promedio. El cuadrado grande

Camara X . ilustrado aqui presenta 14 células
% = | bacterianas.
Localizacion de la cuadricula e
o El volumen del liquido sobre el cua-
e Corte de una camara de recuento. Se conocen drado grande es de 1/1 250 000 de
la profundidad debajo del cubreobjetos y el area un mililitro. Si contiene 14 células,
de la cuadricula, de modo que puede calcularse como se muestra en este ejemplo,

el volumen de la suspension bacteriana en la entonces hay 14 x 1 250 000

cuadricula (profundidad x area). (17 500 000) células en un mililitro. /—\
Este método no discrimina la viabilidad de las bacterias en la muestra. Q



Ejemplos: Medicion directa del crecimiento

Recuento de células viables
en placa:

Dilucion seriada de la muestra en
medio estéril y siembra (“plaqueo”)

sobre medio sélido.

Sample to
1ml be counted

Dilution =—>

1ml 1ml 1ml 1ml 1ml

(M M M MY

9-ml
broth

1/10 1100  1/10°  1/104 1/10° 1/108
(10 (10 (109 (1079 (1079 (1079

Plate 1-ml samples

R

ﬁ‘@@

I 159 17
Too many colonies colonies colonies colomes colomes
to count ‘
159 x 10° = 1.59 x 10°
Plate Dilution Cells (colony-

count factor forming units) per
milliliter of origina'|

sample



Recuento viable o recuento de células bacterianas vivas

N2 de colonias bacterianas x Dilucién= UFC microorganismo /ml de mues@




Ejemplos: Medicidn indirecta del crecimiento

Medicion de la Actividad

J—
Metabdlica: determinacion 7
del consumo o Produccion de 1.5

2.5
Metabolitos por unidad de /
. . 2
tiempo. Ej. consumo de O,, | =
4 V4 . =) d
produccion de CO,, acidos, & |53
o 2
etc. % 0.5 .g
¢ 1 e
Medicidon de Peso Seco: Masa
Microbiana Seca es 10-20% de 0 I w 0.5
la masa humeda bacteriana. o S/ 10 L2025
1 mg de peso seco equivale a t)  Tajuddinetal 2003

unas 5x10° bacterias.
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Ejemplos: Medicidn indirecta del crecimiento

Medicion espectrofotométrica, fotométrica o turbidimétrica de un
cultivo bacteriano liquido.

Fuente de luz R, Espectrofotémetro

400 Organism A 0.8

300 0.6

Porcentaje de
luz transmitida

Organism B

. 4

Blanco Célula
fotoeléctrica

200 0.4

150 0.3

o Luz dispersada
.

que no alcanza la
célula fotoeléctrica ' gy
[ 1 l 0 100

Porce;t_aje de 6 O
luz transmitida

100
80

0.2 op

Klett units

0.1

Suspension bacteriana 40

20
0 &5 10 15 20 25 30 35

Time (h)




Curva de crecimiento

Growth phases

I— Lag —l—Exponential—li Stationary I Death —I

9.0 -1 1.0
K Viable count 4075
S Turbidity 2
5@ (optical density) 050 B
> 9 3
o€ 2
O o Q
S5 o

-1 0.25
0.1

Time

= Fase lag: Crecimiento lento (etapa de acondicionamiento ambiental)
Ocurre adaptacion e intensa actividad metabdlica: sintesis de DNA, RNA,
Proteinas.
Duracion depende del estado metabdlico previo del indculo y calidad del
medio de cultivo original.

=  Fase exponencial o logaritmica: Crecimiento bacteriano a maxima -
capacidad. Division bacteriana en progresion geométrica y constante.



Curva de crecimiento

Growth phases
I— Lag —l—Exponential—li Stationary I Death —'

410
Za

Turbidity
(optical density)

9.0

Viable count 0.75

—

0.50

Log; viable
organisms/ml
Optical density

- 0.25

0.1

Time

= Fase estacionaria: Detencion del crecimiento, no del metabolismo
(estrés, hambruna).
Etapa de sobrevivencia
Célula bacteriana degrada sus estructuras externas

©



Log, viable

Curva de crecimiento

Growth phases

I— Lag —l—Exponential—li Stationary l Death —l

9.0 -4 1.0
K Viable count 4 0.75
E Turbidity
g (optical density) 0.50
)
c
[
2y
o]
- 0.25
0.1

Time

Fase de decaimiento: Muerte celular (agotamiento del cultivo)
Disminucion de Células Viables en Tasa Uniforme.

Células grandes, hinchadas, distorsionadas, (formas fantasmas)

Duracion: Semanas o Meses, depende de la especie.

Optical density




Condiciones de los medios de cultivo

Esterilidad

Tener todos los nutrientes esenciales
(agua, fuente de nitrégeno, fuente de
carbono, sales minerales, micronutrientes,
vitaminas, etc.)

Cumplir con requisitos fisicos: temperatura
(372C), pH neutro (7.0- 7.2 ), condicion
atmosférica (10% CO,)

Estar protegidos del medio ambiente
(Evitar su contaminacién con microbiota

ambiental y/o comensal)






