CRECIMIENTO BACTERIANO

Microbiologia General

TULB-2018




Obijetivos

. /s

-Entender los mecanismos de crecimiento
Conocer los tipos de crecimiento
-Describir las fases del crecimiento

-Describir la cinética del crecimiento poblacional

-Describir los factores que afectan al crecimiento

o 0o O o O O

- Evaluar formas de medicion del crecimiento
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Conceptos

O Multiplicacion bacteriana:
fision simple o binaria

Elongacion

Auto duplicacion de ADN
cromosomico

Tabicado central

Invaginacion membrana
celular

Sintesis de pared

Prokaryotic
chromosome

Duplication

Continued growth
of the cell

Division into
two cells




Proteinas Fts y division celular
aZiPA Ftsl ™~ Peptidoglycan
: ] : | FtsA _J N |
Son esenciales las proteinas Fts (Filamentous Cytoplasmic
. /\ ATD membrane

temperature sensitive) presentes en todos los
procariotas 'GTP  GOP+ Aff*
Las proteinas Fts forman un aparato de division: g '
divisoma, después que comenzo la elongacion y que ;
el DNA inici6 la duplicacion.

1) En células bacilares de E. coli, la formacion del
divisoma comienza con la union de moléculas de FtsZ
formando un anillo alrededor del cilindro celular en el
centro de la célula.

2) Se acercan otras proteinas del divisoma FtsA que
recluta otras proteinas y ZipA que permite el anclaje del
anillo FtsZ y su estabilizacion a la membrana

3) Ftsl proteinas necesarias para la sintesis del
peptidoglicano

Dvisome  FisZring

&

|
_4 - -
El divisoma dirige la sintesis de membrana y pared

celular del septo de division hasta que la célula

alcanza el doble de longitud. a— ——




Duplicacion del DNA, proteinas Min
y division celular

La duplicacion del DNA ocurre previamente a la formacion
del anillo FtsZ; que se forma en el espacio entre los
nucleoides duplicados.

La localizaciéon del punto medio se deberia a proteinas
MinC, MinD y MinE.

MinD forma una estructura en espiral en la sup de la
membrana citoplasmatica y se mueve de un polo a otro.
Colabora en la union de MinC a la membrana. Ambas
inhiben la formacion de FtsZ.

MinE también se mueve de polo a polo barriendo en su
movimiento a MinC y MinD, permitiendo que se
concentren en los polos por lo que el ensamblaje del
anillo FtsZ se sitda en el centro.

FtsK participa de la elongacion celular y formacion del
septo.

Las copias del cromosoma se separan y el anillo FtsZ se
despolimeriza e inicia sintesis de pared celular que forma
el septo y sella la unién de una célula con otra

FtsZ tiene actividad enzimatica e hidroliza GTP liberando
energia necesaria para polimerizacion y
despolimerizacion del anillo FtsZ




MreB y determinantes de la morfologia celular

La principal proteina que determina la forma en
procariotas es MreB gue forma un citoesqueleto
similar a la actina. Se dispone en bandas
filamentosas en espiral por el interior de la célula,
debajo de la membrana celular.

Como se determina la forma celular?

1) MreB forma una estructura helicoidal que rota en la célula
en crecimiento

2) El peptidoglicano recién sintetizado se asocia con las
hélices de MreB que hacen contacto con la membrana
citoplasmatica. Varios sitios especificos de sintesis de
pared y otros componentes a lo largo del cilindro de la
célula bacilar en lugares diferentes del sitio FtsZ.

En células esféricas: (cocos)

1) En células esféricas tiene una sola localizacién definida por
fuera del sitio FtsZ

2) Mediante rotacion a lo largo del eje mayor ocurre la
elongacion con sintesis de nueva pared

Cell wall

Cytopiasmi
membrans
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Conceptos

El crecimiento se puede considerar como el aumento ordenado
de todos los constituyentes quimicos de un organismo.

En organismos unicelulares el crecimiento conduce a un
aumento en el numero de células mas que un aumento en el

tamano celular




Conceptos

Crecimiento Microbiano:

Cambio en el numero de células
por una unidad de tiempo
determinada.

Tiempo de generacion
(duplicacion) td o tg :

Tiempo requerido para que una
celula se divida en dos.

El tiempo puede ser minutos,
hora o dias.

One generation

V. DNA

DNA
replication

C B Cell
elongation

@/ Septum formation

, ; : Completion of
{ S ? ) £ < ) ) septum with
‘ formation of
distinct walls

/ U) ( | ( ) ’ Cell separation
-




Curva de crecimiento

o Bacteria en medio adecuado ===p dinamica de crecimiento poblacional

o Grafico de coordenadas: numero de bacterias (logaritmo) versus lapso de

tiempo.
o Distinta para cada bacteria

o En todas se identifican cuatro etapas

Growth phases

Death

I— Lag —I— Exponential—l— Stationary

9.0
i

Turbidity
(optical density)

Log, viable
organisms/ml

Viable count

Time

1.0

0.75

0.50

0.25

0.1

Optical density




Fase lag

o El numero de microorganismos no varia
o Adaptacion al medio, produccion de enzimas
o Tiempo variable: entre una hora a dias.

Fose
e dcitharia

A
celular
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Tiempo de generacion

o Tiempo necesario para la duplicacion celular

o Distintivo de cada especie
o Pueden influir factores estimulantes
o Variable: 20 min- 24 h (Escherichia coli)

Tiempo de generacion de algunas bacterias en condiciones

0ptimas de cultivo.

Bacteria Medlo
Escherichiacoll  Glucosa sales
Bacillis megaterium  Sacarosa sales
Streptococeus lactis  Leche
Streptococcus lactis  Caldo de lactosa
Staphylococeus aureus  BH

Lactobacillus acidophilus Leche

Rhizobium japonicum  Excr. Manitol levadura
M. tuberctlosis Sintético

Treponema pallicum ~ Testiculo rafon

Tiempo gen (min
{7

2

26

48

27-30

66-87

344-41
792-932

1980



Fase exponencial

Se caracteriza por:

su duracion

el tiempo medio de generacion o duplicacion (g): tiempo necesario para

gue la poblacion doble su tamano

la velocidad especifica maxima de crecimiento 0 constante de velocidad

de crecimiento 0 constante de crecimiento (abreviada como p):
proporcion en la que aumenta la poblacion por unidad de tiempo

frecuentemente tambien se expresa el crecimiento como generaciones

por hora

estaciondria

A
celular




Calculos

Time Total number Time Total number
(h) of cells (h) of cells
0 1 4 256
0[5 2 4.5 512
1 4 5 1,024
7.5 8 515 2,048
2 16 6 4,096
2.5 32 .
3 64 . "
3.5 128 10 1,048,576
@)
1000
- 1000
Logarithmic

- Arithmetic )

23 100 28

83 8 2

52 500 S'E

o2 ol =
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Z3 110 =228

100
1

0 1 2 3 4 5
Time (h)



Cinética: Crecimiento exponencial

g 2 /

X = XO ~2n tomando In
In X = In X0 + n In2

In X=1In X0+ n 0,693 n=t/tg
In X= In X0 + 0,603.t/tg

Cinética del crecimiento
LnN = Ln N, + ut

LnN

Z’ Pendiente = u

Ln NO‘ l
Tiempo (t)
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Céalculo de tiempo de
duplicacion: In2/u



Velocidad de crecimiento T .
MO(XO > O X = px, — S—X:MQ(D
ot St ..

Siendo p = velocidad especifica de crecimiento

N° de individuos producidos
por cierto nimero ya existente
por unidad de tiempo

Sentido biologico de

Integrando (2) entre t=0 y t=t tomando logaritmo natural

Parat=td — X, =2X,

Inx, =lnx,+ pt (2)

In2x,= + ut

ln27¢/I/XO— o T ut

Ecuacion general de cultivo
en fase exponencial n=Iln2 =0,693 A>p <td
td td




Algunas sugerencias al graficar:

Gy, N N

-La escala del eje “y" debe ser mas amplia que la del eje “x”, para que
la grafica obtener mas definicion en los puntos.

Ej.. elex, 1cm=1hora eje y, 1 unidad In biomasa > 2 cm

siempre calcular p a partir de puntos que se encuentren en plena
recta de fase exponencial

-Como dibujar fase lag:

/A\mle, OICQ-"&@J-% Qt'bmc{o—nm, cOrno Ffoc&d;(,f. /
DN/ oy Dl

te) - 1) Lo




Calculos desde el grafico




Fase estacionaria

En determinado punto el crecimiento disminuye

La poblacion no aumenta

Actividad metabolica mas lenta

Produccion de metabolitos secundarios

= Antibidticos

= Toxinas

Fase de Esporogénesis para las especies productoras de esporas




Fase de declinacion o muerte

0 Recuento de celulas disminuye sensiblemente

0 El numero de células muertas supera al numero de células vivas
0 Acumulacion de productos toxicos

0 Disminucion de nutrientes




Sistemas de cultivo

Sistemabatch o cerrado

Se toman muestras del cultivo a diferentes
tiempos y se estima la biomasa en cada

momento.

Cultivo continuo
= crecimiento en un sistema abierto

= se realiza un suministro constante de
nutrientes

= se realiza una eliminacion continua
de residuos

= mantiene las células en fase
logaritmica/exponencial a una
concentracion constante de biomasa
durante largos periodos de tiempo

= esto se logra empleando un sistema de
cultivo continuo

= Quimiostatos
= Turbidostatos

Air

supply /
Air
filter

Culture
vessel

| Fresh medium

/Control valve

Qooo0o00o0cc00d

e

Receptacle



Introduccion

El quimiostato

la velocidad a la que se anade el
medio fresco al cultivo es igual que la
velocidad a la que se elimina el
medio del cultivo

un nutriente esencial esta en
cantidades limitantes

W

5t i’ .:_,:':‘ J i

| Fresh medium

/Control valve
-
Air
supply /
ier (][ D
Culture

vessel

Coo0oo0oo0oo0coccoo00d

oC
(o]

Receptacle



Importancia de los cultivos continuos.
Usos del quimiostato

: % 42 g
S ! “

= Se puede obtener un suministro constante de células
creciendo en fase exponencial a una velocidad
conocida: produccion de biomasa

= Se puede estudiar el crecimiento de
microorganismos a muy baja concentracion de
nutrientes, similar a la de ambientes naturales

= Estudios genéticos: produccion de mutacion;
seleccion de cepas

= Estudios ecologicos: estudiar la interaccion de
microorganismos bajo condiciones parecidas a las
encontradas en medios acuaticos

= Estudios fisiologicos: Sintesis de acidos nucleicos y
proteinas

= Fundamentales en biotecnologia y microbiologia
industrial y de los alimentos

= Produccion de metabolitos primarios (etanol, acido
lactico, acetona, butanol)

= Transformaciones quimicas: esteroles




Calculos

L5 %
4

[V
LY

Ceontsded dz Hipwsadn
o

o~

Hotlierde limaifanle

Xf: concentracion de biomasa en el equilibrio
Sr: concentracion de sustrato en el reservorio




Rendimiento: o

Y = -AX/ AS = - (biomasa final — biomasa inicial)
(sustrato final — sustrato inicial)

g de biomasa
g de sustrato consumido

Importante: Y siempre debe ser positivo

Concentracién de sustrato limitante, determina la cantidad
de biomasa formada




CULTIVO CONTINUO:

Relacion entre velocidad de dilucion y velocidad de crecimiento

Velocidad de cambio = Velocidad de - Velocidad de
de biomasa produccion eliminacion
dx = H.X - D.x

dt
dx_ POSITIVO vel de produccién > que la de eliminacién
M>D dt
dx_ NEGATIVO conc de Biomasa en quimiostato disminuye
M<D dt
u=D dx =0 ESTADO ESTACIONARIO

dt (velocidades iguales)



CULTIVO CONTINUO:

Relacion entre velocidad de dilucion y velocidad de crecimiento : ;

= Cuando p= D se dice que el cultivo esta en estado Estacionario, en
estas condiciones la variacion en la concentracion de biomasa con
respecto al tiempo es igual a 0.

= Que p= D significa que podemos regular la velocidad de crecimiento
del microorganismo variando la velocidad de flujo del medio de cultivo.
Esto se logra variando la velocidad de agregado del medio de cultivo
por medio de la bomba peristalstica.

= L os estados de equilibrio solo son posibles entre D=0y D, es decir
cuando la velocidad de dilucion no excede un valor critico.

= La Dc depende de la concentracion de sustrato limitante del
crecimiento en el reservorio (S))

D= umax. S, K, <<<<<<S,
Ks+ S, D.= pmax




Relacion entre concentracion de sustrato y A
velocidad de crecimiento e 0

/

Ecuaciéon de Monod

Tasa de crecimiento (u)

S: concentracion de sustrato
[substrato] Ks: constante de saturacion




Evolucion de variables en cultivo continuo

XI SI P) td X: b|0masa
N < —— Equilibrio ——§ I

- 5 Concentracion bacteriana

5

.5 6 g

g ¢ iy 5

@ Productividad £
o

§ 3 S

§ '3

8 3

N a

: © 8

E 1 -

3 1

-

8 S: Sustrato

0 . 0
0 0,25 05 0,75 h 0

Velocidad de dilucion (n) [JJj tavade -

Velocidad especifica de crecimiento (p) D critico = M max



Caracteristicas de la curva

= La concentracion de biomasa se mantiene constante en un
amplio rango de D hasta alcanzar el valor Dc, cuando el cultivo
se lava

= [ a concentracion de sustrato limitante se mantiene cercana a
cero, luego incrementa abruptamente al alcanzar la Dc

= El tiempo de duplicacion disminuye al aumentar D
= La productividad que surge de la expresion P=D.X; g. I'1. h!

iIncrementa continuamente con D hasta alcanzar Dc donde cae
abruptamente



Relaciones a tener presente:

Velocidad de dilucion (Flujo/Volumen)

Volumen = constante (es el volumen del quimiostato
Flujo = variable

D= (en cualquier punto del eje x)

D, = (en el LAVADO)

“m ax

L =In 2/t

Productividad P =D x




Optimum

Efecto de la Temperatura

Sicrofilos

Growth rate

= Requieren bajas temperaturas:15 — 20 °C

Minimum Maximum

= La minima puede ser muy baja
= Bacterias en el fondo del mar y en los polos Temperature

Mesofilos
= Rango de temperaturas: 25 — 40 °C

Hyperthermophiles

= Temperatura optima: 37 °C £ 1 °C
= Agentes que afectan al hombre y los
animales

Termofilos |
= Toleran altas temperaturas / /
| | | | ‘ | | | | | | |

Thermophiles

Mesophiles

Psychrotrophs

Growth rate

Psychrophiles / /'

= Temperatura optima: 55 °C
= Temperatura maxima: 80 °C o0 mas.

|
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Temperature (°C)



Condiciones de pH

pH H"]
(Molarity)

= pH< 6,5 acido ° 1070 inoreasing

acidity
= pH > 7,5 basico o alcalino P o A

2 107

= pH6,5- 7,5 neutro mas adecuado
para crecimiento bacteriano

3 10°

a4 107

= Bacterias que crecen hasta pH 4 s 100
Acidofilas (Ej: Lactobacillus) 6 107

= Staphylococcus aureus: medio TS Neutraiity
neutI'O 8 10

= Vibrio cholerae : medio alcalino B

12 10"

13 10"

~14
14 10 v

Increasing
alkalinity



Concentracion de oxigeno
Fundamento de la respuesta diferencial al oxigeno

O El Oi se reduce facilmente a iroductos toxicos

O Radical superéxido (O,+ 1le=——0,° )
o Peroxido de hidrogeno (O, «+1e+2H*—H,0,)
o Radical hidroxilo (H,0,+ 1e~+1H*—H,0+OH °)

Los organismos aerobios
sintetizan enzimas

protectores @ I%I

superoxido dismutasa —

(SOD)

20, *~+2H—>0,+H,0,

2H,0,—2H,0 + O, , _ . . .
Obligate Facultative Aerotolerant Strict Microaerophile
aerobe anaerobe anaerobe anaerobe

Positiva Negativa . . . .
S Necesita O, Prefiere O, Indiferenteal O, ElIO,estoxico <2-10% 0,
Enzyme content
+ SOD + SOD + SOD -SOD + SOD
+ Catalase + Catalase - Catalase - Catalase +/- Catalase

(low levels)



Técnicas para determinar el nUmero y
viabilidad de las células

= puede ser medido como el cambio en el nimero de individuos de una
poblacién, recuento de células

= 0 como los cambios en la masa de una poblacion




Recuento directo de células

c -

- camaras de recuento
= facil, barato y rapido Sl
= sirve para eucariotas y procariotas T
= no diferencia células vivas y muertas

= contadores electronicos: Una suspension de microorganismos se pasa por un
pequeiio orificio a través del cual circula una corriente eléctrica que es
interrumpida a medida que pasan los organismos

= no diferencia vivas de muertas
= rapido y facil
= (til con grandes microorganismos (no procariotas)

= sobre filtros de membrana

= se filtran las células sobre una membrana y se tifien con fluorescencia
= (til para contar bacterias

= con algunos marcadores pueden diferenciarse células vivas de muertas



Camara de recuento

= No diferencia células vivas de muertas

3 ;P—l_J\-.H To calculate number
| T par milliliter of sampla:
rr \ 12 calls » 25 large squares x 50 x 108
_ ! A [
LA A 1| I I I I
2= |» | ! [ I
| o | |
ol | L/ | Numbsr/mm? (3 x 107 |
Sample added here. Care must be S -j : ! :
taken not to allu:n._-.- u:u'.rarﬂcg.l-': spacs Micmscqpic obsarvation; all cells ara | Numberfmm? (1.5 x 104 |
b-?h-.ragn covarslip and slide is 0.02 mm counted in large squara (16 small squaras): I ; 1
{ g5 mm). Whola grid has 25 large 12 cells. (In practice, several large squares 4 .
squares, a total area of 1 mm? and are counted and the numbers averaged.) Number/cm (ml) (1.5 = 107)

a total volume of 0.02 mm?.

Figure 5.14 Direct microscopic counting procedure using the Petroffi-Hausser counting chamber.
A phase-contrast microscope is typically used to count the cells to avoid the necessity for staining.

) _ _ Bacterias coMadis »  m—
Mimerototal de microorganismos diluc ion

¥l Alaro de cuadrados contados « Foluren dal cuadvado




Téecnicas para determinar el numero y '
viabilidad de las células )

Recuento de celulas viables
« Siembra por vertido en placa ( mezcla de muestra mas agar)

Siembra por vertido Colonias de Colonias
en placa superficie incluidas en
g ; . / el medio
La muestra se pipetea Se anade medio estéril y se Resultado tipico del vertido
mezcla bien con el indculo en placa

en la placa estéril

Recuento de células viables

« Siembra por extension sobre agar
- Colonias

Siembra por
extension de superficie
Incubacién
=) Gy =) = =)
La muestra (0,1 mi 0 menos) La muestra se extiende uniformemente
sobre la superficie del agar usando un Resultado tipico de la Slembra
por extension

se pipetea sobre la superficie

de la placa con agar asa de vidrio esténl



Recuento de viables

3 ""?:,-'_ SEN, Sample to
Eeht dosEen® o countad

1

se siembran diluciones (en
profundidad o por extension) en
mi un medio soélido adecuado

A

g-ml
broth
L i

Total 110 100 1408 1404
dilution (107" (1079 MO (oY
Plate 1-ml| samples l l l
.h-.-|.".'.-".:-1.|_,__. e e
WL

gl

" RS

If mlﬂqzr_1ml_}|[1ml_‘;_r_1

= o T
oo _n?é‘ f

|
O

DI !

se incuba y se cuenta el nUmero de

| | colonias
RS !
l se calcula el nimero de células en la
O. poblacion

0

1.50 x 10°
Calls [colony-forming

' , I 150 17
Too many colonies  colonies  colonies  colonies  colonias
to count 4
150 = 10° =
Plate Dilution
count  factor

units) per milliliter of

original sample



Método de filtracion en membrana

e 5
0 1+ A

= concentra las células

= mide el numero de células viables

= elimina inhibidores presentes en el medio en el que estan suspendidas
= muy util para analizar muestras acuaticas

Membrane filter
/ / removed and

//  placed in plate
containing the

appropriate
medium

Water sample filtered
through membrane
filter (0.45 um)

Incubation

Typical
for 24 hours by

colonies

on a filter support

=

o
0,'9:0.'0'::-_‘o!~°

5
ALH IS 7, ': 22
Lo i
P 25 2
Q 5
by -2

e —
s




Determinacion de la masa

= Peso seco
= |aborioso y no muy sensible

= Cuantificacion de un componente o sustancia Spectrophotometer meter
celular

= gj.;, proteina, DNA, ATP o clorofila

= (til si la cantidad de componente o sustancia
en cada célula es constante )

=

= determinacion turbidométrica (dispersion de luz)

= rapida, facil y sensible

mas células

: ) I

mas luz dispersada
Lamp Tube of Photocell

bacterial or detector

menOS IUZ deteCtada suspension




Recuento directo: Citometria de flujo

Las celulas se tifien con un marcador fluorescente (salvo que tengan
fluorescencia intrinseca) y se pasan por un capilar muy fino sobre el que inciden
dos haces de luz laser uno de ellos permitira medir la dispersion de luz
(relacionada con el tamafio de las particulas) y otra excitara el marcador

fluorescente

O es caro 3 A Pk | B B E“._f‘__-=.;__f;.__i
o puede diferenciar células vivasy muertas  § | sn ol
5 107 5 10f e
= = .
L i,
Ej.. el andlisis combinado de la luz g s B sas
dispersada y la emisiébn natural de TR ey e e e
fluorescencia de los pigmentos Forward Scatter Side Scateer
fotosintéticos del fitoplacton permite 2 1) Read
diferencias a Synechococcus (puntos % 2,5l S
verdes) Prochlorococcus (puntos rojos) vy g § et f“
algas eucariotas (puntos azules). Los § % Pmc"l e
puntos fucsia son marcadores de tamano. 3 = L
T R

QOrange Fluorescence Side Scatter
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