Terminarnon las vacaciones. Sigamoes trabajande!!
CRECIMIENTO MICROBIANO

Entendemos por crecimiento microbiano el aumento del nimero de microorganismos a lo
largo del tiempo. Por tanto, no nos referimos al crecimiento de un tnico microorganismo
(ciclo celular), sino al demografico. El crecimiento de una poblacion es el aumento del
namero de células como consecuencia de un crecimiento individual y posterior divisién

CICLO CELULAR

Las células aisladas cultivadas en un volumen finito de medio de cultivo apropiado van
utilizando los nutrientes que tienen disponibles, sintetizando sus propios componentes
celulares y dividiéndose en cuanto duplican su masa y su material genético. El tiempo que
tarda una célula en cumplir ese proceso se denomina tiempo de generacion y puede variar
desde unos 20 minutos en condiciones 6ptimas hasta varios meses en condiciones
ambientales. Cada vez que transcurre un tiempo de generacion, el niumero de células se
duplica, siguiendo, por tanto, un incremento exponencial.

TIEMPO DE GENERACION

Las principales reacciones de la sintesis celular son reacciones de polimerizacion, proceso
por el cual los polimeros (macromoléculas) se sintetizan a partir de monémeros: sintesis de
DNA, RNA y proteinas; que una vez sintetizadas se ensamblan formando las estructuras
celulares tales como la envuelta celular, flagelos, ribosomas, cuerpos de inclusion, etc. En la
mayor parte de los microorganismos este crecimiento continda hasta que las células se
dividen en dos nuevas células. El tiempo que requiere una célula para completar su ciclo es
muy variable y depende de factores nutricionales y genéticos. El intervalo que transcurre en
la formacion de dos células a partir de una célula se llama generacion y el tiempo requerido
para esto es el tiempo de generacion.

Calculo del tiempo de generacion

Tiempo de generacion (G) es el tiempo requerido para que una célula se divida o una
poblacion se duplique.
t
G=--—--
n

Si partimos de una célula al cabo de una generacién habra duplicado su numero y asi
sucesivamente en cada generacion. Como se puede comprobar el crecimiento se produce en
progresion geomeétrica:

1 generacion ------------- > 2 células = 21



2 generaciones ------------- > 4 células = 22

3 generaciones ------------- > 8 células = 23
4 generaciones ------------- > 16 células = 24
5 generaciones ------------- > 32 células = 25

Si partimos de N células (en microbiologia los estudios se realizan con poblaciones), a un
tiempo determinado (Ta) tenemos un namero de células determinadas (Na). En la primera
generacion se duplicara el numero de células (2Na) y asi sucesivamente de tal manera que al
cabo de un tiempo determinado Tb el numero de células determinadas sera Nb (Nb = 2n Na)
donde n es el numero de generaciones transcurridas desde Ta hasta Tb. En esta formula (Nb
= 2n Na) conocemos todos los parametros excepto el nimero n de generaciones transcurridas
por lo que aplicando logaritmos sera posible calcularlo. Una vez obtenido el nimero de
generaciones n transcurridas en un tiempo t podremos calcular el tiempo de generacion G para
ese microorganismo.
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1 generacion ------------- >2Na =21 Na
2 generaciones ------------- > 4Na = 22 Na
3 generaciones ------------- > 8Na =23 Na
4 generaciones ------------- > 16Na = 24 Na 5 generaciones ------------- >32Na=25Nan
generaciones (Tb) ------------- >Nb =2n Na
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El tiempo de generacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae es de 90 minutos y el de la
bacteria Escherichia coli es 20 minutos. Esta bacteria tiene un crecimiento muy rapido de tal
manera que a partir de una séla célula se obtienen al cabo de 8 horas (8 x 60 = 480 minutos;
480 : 20 = 24 generaciones; 224 = 2 x 106 células) 2 millones de células. Esta misma bacteria
al cabo de dos dias se habria multiplicado hasta 2,2 x 1043 células. Una bacteria pesa
aproximadamente 10-15 - 10-11 gramos por lo que el peso de todas estas células es de
aproximadamente 2,2 x 1030 gramos que equivalen a 8 veces el peso de la Tierra.




CURVA DE CRECIMIENTO

Es la representacion gréfica del logaritmo del nimero de células frente al tiempo. La curva
tedrica seria una recta pues los microorganismos estarian creciendo constantemente pero en
la practica la curva presenta distintas fases:

Fase de latencia: periodo de adaptacién de un microorganismo a un nuevo

medio de cultivo.

Fase exponencial o logaritmica: aumento regular de la poblacién que se

duplica a intervalos regulares de tiempo (G).

Fase estacionaria: cese del crecimiento por agotamiento de nutrientes, por

acumulacién de productos téxicos, etc.

Fase de declinacion o muerte: el nUmero de células que mueren es mayor

gue el numero de células que se dividen.

Las propiedades de un microorganismo dependeran de la fase de la curva en que se
encuentren (la produccion de antibidticos se lleva a cabo en la fase estacionaria).

DETERMINACION DEL CRECIMIENTO MICROBIANO

El calculo del niumero de células que existen en una suspension se puede llevar a cabo
mediante el recuento celular (microscopia, numero de colonias), masa celular (peso seco,
medida del nitrogeno celular, turbidimetria) o actividad celular (grado de actividad bioquimica
en relacion al tamafio de la poblacién). Todos estos métodos se clasifican en dos apartados:
métodos directos y métodos indirectos.

Métodos directos: o Recuento del niumero de células en una camara
Thoma o Peso seco celular

o Determinacion de nitrégeno o de proteinas

totales o Determinacién de DNA

Métodos indirectos:

o Recuento de colonias de viables en placa o
Recuento sobre filtro de membrana

o Consumo de oxigeno o  Liberacion de

diéxido de carbono o Concentracion de un

enzima constitutivo o Decoloracion de un

colorante o Incorporacion de precursores

radiactivos

o Método turbidimétrico.




Recuento de colonias de viables en placa

Consiste en la dilucion de una muestra (con solucion salina estéril, buffer fosfato, agua
peptona) hasta que las bacterias se diluyan lo suficiente como para contar con precision. Se
siembra un volumen determinado de cultivo o muestra sobre el medio de cultivo solido
adecuado para estimar el numero de viables contando el nUmero de colonias que se forman
puesto que cada una de estas deriva de una célula aislada. Las placas de final de la serie debe
tienen entre 25 y 250 colonias (o entre 30 y 300 colonias). Menos de 25 las colonias no son
aceptables por razones estadisticas, y mas de 250 colonias en una placa es probable que
produzcan colonias muy cerca unos de otros para ser distinguidos como distintas unidades
formadoras de colonias (UFC).

En ciertas ocasiones en las que la densidad de microorganismos es demasiado baja, éstos se
pueden recolectar por filtracion a través de una membrana (de 0.2 um de tamarfio de poro) y
posterior colocacion de la membrana en un medio de cultivo adecuado para que se formen las
colonias.
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Las relaciones de dilucién, pueden presentarse ya sea con dos puntos () o barras (/). Una
barra indica la proporcion de una parte a un conjunto, por ejemplo, 1/ 2 significa 1 de 2 partes,
con de un total de 2 partes. Dos puntos indica la proporcién de 1 parte a 2 partes, con un total
de 3 partes. Asi, 1/ 2 esigual a 1:1, pero 1:2 esigual a 1 / 3.

Método turbidimétrico

El sistema se basa en que las células en suspensién dispersan la luz causando la turbidez del
cultivo. La turbidez depende de la masa en suspension y, por tanto, midiendo esta se puede
estimar aquella. Este es el parametro de medida mas facil de usar en los cultivos de laboratorio.




La densidad de células debe ser del orden de 10° por ml. Esta metodologia se basa en la ley
de Lambert-Beer. Ley de Lambert-Beer:

Hay una relacion exponencial entre la transmision de luz a través de una sustancia y la
concentracion de la sustancia, asi como también entre la transmision y la longitud del cuerpo
que la luz atraviesa. Si conocemos lo y l1, la concentracion de la sustancia puede ser deducida
a partir de la cantidad de luz transmitida.

La intensidad de la energia radiante transmitida Il es menor a la intensidad inicial lo debido
precisamente a que la solucion fue capaz de absorber cierta cantidad de energia radiante.
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