MICROBIOLOGIA CLINICA
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Tema 2.- Crecimiento y muerte de microorganismos. Concepto y expresion
matematica del crecimiento bacteriano. Concepto de muerte de un microorganismo.
¢ Qué necesita un microorganismo para crecer?. Deteccion y medida del crecimiento.
Ciclo de crecimiento de poblaciones. Factores fisicos y quimicos que influyen en el
crecimiento. Multiplicacion de los virus.

1. _CONCEPTO Y EXPRESION MATEMATICA DEL CRECIMIENTO
BACTERIANO.

Entendemos por crecimiento microbiano el aumento del numero de
microorganismos a lo largo del tiempo. Por tanto, no nos referimos al crecimiento de un
unico microorganismo (ciclo celular) sino al demografico de una poblacion. En este
tema nos centraremos en el crecimiento de bacterias, el estudio que se hace puede
servir también para entender el crecimiento de levaduras y de otros hongos. El
crecimiento de los virus se produce de otra forma diferente y seré tratado al final de este
capitulo.

Denominamos ciclo celular al proceso de desarrollo de una bacteria considerada de
forma aislada. A lo largo del ciclo celular, tiene lugar la replicacion del material de la
bacteria, la sintesis de sus componentes celulares, el crecimiento para alcanzar un
tamafio doble del inicial y su division por biparticion de la bacteria para dar lugar a dos
células hijas. La duracion del ciclo celular coincide con el tiempo de generacion y
depende, en general, de los mismos factores de los que depende este.

El crecimiento de una poblacién resulta de la suma de los ciclos celulares de todos
sus los individuos. Este crecimiento suele ser asincrénico puesto que cada
microorganismo se encuentra en un punto diferente del ciclo celular. Por consiguiente,
en un momento determinado en una poblacidon se encuentran células que acaban de
dividirse, otras que estan replicando su ADN y elongandose, otras que estan iniciando la
division celular, etc.

En un crecimiento sincrénico todas las células se encuentran simultaneamente en la
misma fase del crecimiento celular. Los cultivos sincronicos son muy dificiles de
mantener por lo que su importancia estd principalmente ligada a los estudios basicos de
biologia microbiana. Sin embargo, en la naturaleza, las bacterias del suelo se encuentran
en condiciones de crecimiento proximas a la fase estacionaria (en la que se produce una
cierta sincronizacién del cultivo) y, por consiguiente, durante cierto tiempo las
poblaciones naturales probablemente se comporten como relativamente sincronicas.

Las poblaciones de bacterias pueden crecer de una forma explosiva acumulando
grandes numeros en un periodo de tiempo muy reducido. Puesto que el efecto nocivo
(infecciones o intoxicaciones) de los microorganismos depende de su niimero en la
mayoria de los casos, entender como se produce el crecimiento microbiano es
importante para poder evitar o reducir dichos efectos nocivos.

Se denomina crecimiento equilibrado a aquél en el que todos la biomasa, nimero

de células, cantidad de proteinas, de ADN, etc., evolucionan en paralelo. El crecimiento
equilibrado probablemente ocurra en muy contadas ocasiones en condiciones naturales.

21



MICROBIOLOGIA CLINICA
Curso 2004 - 2005 (grupo 1)

Por tanto, es principalmente un concepto de aplicacion en el laboratorio. Sin embargo,
es util porque permite estudiar el crecimiento microorganismos.

Las bacterias crecen siguiendo una progresion geométrica en la que el niimero de
individuos se duplica al cabo de un tiempo determinado denominado tiempo de
generacion (t). De esta forma, podemos calcular el nimero de bacterias (N) al cabo de
un niamero de generaciones (n) usando la ecuacion siguiente:

N=N,2"

siendo Ny el nimero de células en el momento actual. El nimero de generaciones se
puede calcular de la siguiente forma:

n=t/t
donde t es el tiempo transcurrido.

Los tiempos de generacion de bacterias creciendo en ambientes favorables pueden
ser muy cortos (valores de t de 20 min). Esto lleva a que una unica célula (Ny = 1)
creciendo con un T = 20 min, llegue a poder producir 4.7 x 10*' células en 24 horas.

Si la bacteria crece en un medio liquido, las células que se producen en cada division
continian su vida independientemente en la mayoria de los casos formando una
suspension de células libres.

Cuando una célula aislada comienza a crecer sobre un substrato solido, el resultado
del crecimiento al cabo del tiempo es una colonia. Se denomina unidad formadora de
colonia (UFC) a una célula viva y aislada que se encuentra en un substrato y en
condiciones ambientales adecuadas y produce una colonia en un breve lapso de tiempo.
Una UFC también puede corresponder a mas de una célula cuando éstas forman parte de
grupos unidos fuertemente (estreptococos o diplococos, por ejemplo) ya que cada grupo
formaré una sola colonia.

Cuando algunos tipos de bacterias o de levaduras patdogenas crecen sobre superficies
forman biopelicuas (biofilms) en los que las células se asocian entre si mediante capas
de polisacaridos que forman una pelicula que recubre la superficie sobre la que se
encuentran las células. Los biofilms son muy importnates porque los microorganismos
que los forman resultan més resistentes a antibidticos y al ataque de células del sistema
inmune y, por consiguiente, las infecciones que producen son mas dificiles de tratar. La
presencia de biopeliculas es un problema serio en los implantes ortopédicos, catéteres,
etc. El sarro de los dientes es un ejemplo de biofilm.

2.- CONCEPTO DE MUERTE DE UN MICROORGANISMO.

Desde el punto de vista microbioldgico, un microorganismo muere cuando pierde de
forma irreversible la capacidad de dividirse. El fundamento de esta definicion es que si
un microorganismo ha perdido la capacidad de dividirse no podra formar una colonia
sobre un medio de cultivo y no sera posible detectar su presencia por los métodos
microbiologicos tradicionales. Es decir: cuando no se produce aumento en el nimero de
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microorganismos no hay crecimiento. Sin embargo, un microorganismo puede estar
muerto desde el punto de vista microbioldgico y continuar desarrollando una actividad
metabolica que se traduzca, por ejemplo, en liberacion de toxinas.

Por otra parte, hay que considerar que la capacidad de multiplicacion (crecimiento)
de un microorganismo puede verse transitoriamente afectada por lesiones o por las
condiciones fisicas o quimicas del entorno. En estos casos, podriamos considerar como
muertos microorganismos que pueden reanudar su crecimiento si las condiciones son de
nuevo favorables.

3.- ZQUE NECESITA UN MICROORGANISMO PARA CRECER?

El aislamiento de bacterias a partir de muestras naturales se realiza, en la mayoria de
los casos, mediante la produccion de colonias aisladas en cultivos solidos. El
crecimiento explosivo de las bacterias produce un gran numero a partir de una Unica
célula inicial de forma que, tras un periodo de tiempo de incubacién en las condiciones
ambientales adecuadas, se produce una colonia de individuos iguales.

Para crecer, un microorganismo necesita nutrientes que le aporten energia y
elementos quimicos para la sintesis de sus constituyentes celulares. Dependiendo de la
fuente de carbono que utilizan, los microorganismos se pueden clasificar en autotrofos
si es el CO; atmosférico (microorganismos que fotosintetizan) y heterotrofos si utilizan
carbono organico. Los microorganismos de importancia clinica son todos ellos
heterotrofos.

La formula elemental de un microorganismo es, aproximadamente,
C4H,0,N

lo que supone que los componentes de las células son: carbono que representa
alrededor del 50% del peso seco, oxigeno (32%), nitrogeno (14%) y debe estar
disponible, normalmente, en forma de NH4 o de aminoécidos a los que se pueda tomar
su grupo amino; fosforo (3%) y debe estar en forma de PO4”, azufre que representa en
torno al 1% y procede de aminoacidos sulfurados o de SO4*; y otros elementos traza
entre los que se encuentran Fe, K, Mg, Mn, Co, Mb, Cuy Zn.

La elaboracion de medios de cultivo que permitan aislar microorganismos a fin de
iniciar posteriores cultivos puro o axénicos requiere proporcionar los nutrientes antes
citados y, en ciertos casos, algunos aminoacidos o vitaminas que determinados tipos de
microorganismos no pueden sintetizar.

Los medios de cultivo se pueden clasificar en definidos cuando su composicion
quimica se conoce totalmente y complejos cuando no es el caso porque estan
compuestos por mezclas de extractos de materiales complejos (extracto de levadura,
extracto de carne, etc.).

Por otra parte, los medios de cultivo pueden ser liquidos o bien sélidos si se afiade

algin agente solidificante que no sea consumible por los microorganismos
(normalmente agar).
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En funcion de los microorganismos que pueden crecer en ellos, los medios pueden
ser generales, selectivos cuando favorecen el crecimiento de ciertos microorganismos
mientras suprimen el de otros (por ejemplo, el medio SPS para clostridios),
diferenciales cuando alguno de sus componentes permite identificar las colonias de un
tipo de microorganismos (por ejemplo medios con hematies para identificar colonias de
microorganismos hemoliticos), selectivo-diferenciales cuando combinan las dos
caracteristicas anteriores (por ejemplo, el agar de MacConkey para identificar
Escherichia coli), y medios de enriquecimiento que permiten aislar un tipo
determinado de microorganismo a partir de una mezcla una poblaciéon mixta de gran
tamano.

4.- DETECCION Y MEDIDA DEL CRECIMIENTO

Existen diferentes sistemas para detectar y medir el crecimiento de microorganismos.
Los principales, se enumeran a continuacion:

Recuento directo: consiste en la observacion al microscopio de volimenes muy
pequetios de suspensiones de bacterias. Se usan unos portaobjetos especiales
denominados camaras de Petroff-Hausser. Para que la medida sea correcta es
necesario que la densidad de células sea del orden de 10° por ml.

Medida de la masa de células: el sistema se basa en que las células en suspension
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.

Recuento de viables: consiste en sembrar un volumen determinado de cultivo o
muestra sobre el medio de cultivo s6lido adecuado para estimar el nimero de viables
contando el nimero de colonias que se forman puesto que cada una de estas deriva de
una UFC. Para que la medida sea correcta desde el punto de vista estadistico, es
necesario contar mas de 300 UFC.

En ciertas ocasiones en las que la densidad de microorganismos es demasiado baja,
¢éstos se pueden recolectar por filtracién a través de una membrana (de 0.2 pm de
tamafio de poro) y posterior colocacion de la membrana en un medio de cultivo
adecuado para que se formen las colonias.

Medida del nimero de particulas usando contadores electronicos de particulas.
Estos sistemas no nos indican si las particulas corresponden a células vivas o muertas;
pero nos pueden dar una idea del tamafio de las particulas.

Medida de parametros bioquimicos tales como la cantidad de ADN, ARN,
proteinas, peptidoglicano, etc. por unidad de volumen.

Medida de actividad metabélica de las bacterias como que respiran producen una
disminucion del potencial redox del medio en que se encuentran como consecuencia del
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consumo de oxigeno (utilizaciéon de colorantes sensibles a oxidacion-reduccion tales
como el azul de metileno).

5.- CICLO DE CRECIMIENTO DE POBLACIONES.

En un cultivo bacteriano en medio liquido, se pueden diferenciar cuatro fases en la
evolucion de los pardmetros que miden el crecimiento microbiano:

Fase lag o de adaptacion: Durante la que los microorganismos adaptan su
metabolismo a las nuevas condiciones ambientales (de abundancia de nutrientes) para
poder iniciar el crecimiento exponencial.

Fase exponencial o logaritmica: en ella la velocidad de crecimiento es maxima y el
tiempo de generacion es minimo. Durante esta fase las bacterias consumen los
nutrientes del medio a velocidad méxima. La evolucion del nimero de células durante
esta fase se explica con el modelo matematico descrito anteriormente. Esta fase
corresponde a la de infecciébn y multiplicaciéon dentro del organismo del agente
infeccioso.

Fase estacionaria: en ella no se incrementa el nimero de bacterias (ni la masa u
otros parametros del cultivo). Las células en fase estacionaria desarrollan un
metabolismo diferente al de la fase de exponencial y durante ella se produce una
acumulacion y liberacion de metabolitos secundarios que pueden tener importancia en
el curso de las infecciones o intoxicaciones producidas por bacterias.

lag exponencial estacionaria tuerte

Farametro de medida

Tiempo de cultive

Los microorganismos entran en fase estacionaria bien porque se agota algin
nutriente esencial del medio, porque los productos de desecho que han liberado durante
la fase de crecimiento exponencial hacen que el medio sea inhospito para el crecimiento
microbiano o por la presencia de competidores u otras células que limiten su
crecimiento.

La fase estacionaria tiene gran importancia porque probablemente represente con

mayor fidelidad el estado metabdlico real de los microorganismos en muchos ambientes
naturales.
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Fase de muerte: se produce una reduccion del nimero de bacterias viables del
cultivo.

Las fases, parametros y cinética de crecimiento discutidas para el caso de los medios
liquidos se presentan también en los so6lidos. La cinética de crecimiento, en este caso,
solo se puede seguir utilizando unos sistemas de deteccion especiales siendo el mas
sencillo, la medida del ntimero de células viables por unidad de superficie o por unidad
de masa.

6.- FACTORES FiSICOS Y QUIMICOS QUE INFLUYEN EN EL
CRECIMIENTO.

Temperatura: Cada microorganismo tiene una temperatura de crecimiento
adecuada. Si consideramos la variacion de la velocidad de crecimiento en funcion de la
temperatura de cultivo, podemos observar una temperatura minima por debajo de la
cual no hay crecimiento; a temperaturas mayores se produce un incremento lineal de la
velocidad de crecimiento con la temperatura de cultivo hasta que se alcanza la
temperatura optima a la que la velocidad es maxima. Por encima de esta temperatura
Optima, la velocidad de crecimiento decae bruscamente y se produce la muerte celular.

El aumento de la velocidad de crecimiento con la temperatura se debe al incremento
generalizado de la velocidad de las reacciones enzimaticas con la temperatura. Se
denomina coeficiente de temperatura a la relacion entre el incremento de la velocidad
de reaccion y el de temperatura. En términos generales, la velocidad de las reacciones
bioquimicas suele aumentar entre 1.5 y 2.5 veces al aumentar 10°C la temperatura a la
que tienen lugar.

La falta de crecimiento a temperaturas bajas se debe a la reduccion de la velocidad de
las reacciones bioquimicas y al cambio de estado de los lipidos de la membrana celular
que pasan de ser fluidos a cristalinos impidiendo el funcionamiento de la membrana
celular.

La muerte celular a altas temperaturas se debe a la desnaturalizacion de proteinas y a
las alteraciones producidas en las membranas lipidicas a esas temperaturas.

Es importante tener en cuenta que a temperaturas bajas, el metabolismo celular es
lento y las células paran de crecer; aunque suelen morir. Sin embargo, cuando la
temperatura es superior a la optima, se produce la muerte celular rapidamente y las
células no pueden recuperar su capacidad de division si baja posteriormente la
temperatura. Esto permite esterilizar por calor y no por frio.

Hay varios tipos de microorganismos en funcion de sus temperaturas de
crecimiento minima, maxima y optima.

Tipo de Temperatura Temperatura Temperatura
microorganismo minima
Optima maxima
Psicrofilo -5+5 12-15 15-20
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Psicrotrofo -5+5 25-30 30-35
Mesbfilo 5-15 30-45 35-47
Termofilo 40 - 45 55-175 60 - 90

Los microorganismos psicrétrofos son mesofilos que pueden crecer a temperaturas
bajas. Por tanto, se les puede considerar como psicréfilos facultativos. Esto es
importante desde el punto de vista aplicado porque cuando se encuentran contaminando
alimentos, son capaces de crecer en condiciones de refrigeracion (4 - 8°C) y de producir
infecciones en los consumidores del alimento (30 - 35 °C).

Desde el punto de vista clinico, los microorganismos capaces de producir infecciones
en pacientes son los mesoéfilos y algunos psicrétrofos ya que sus temperaturas ptimas
de crecimiento coinciden con las corporales.

Actividad de agua (ay): Se denomina actividad de agua a la relacion entre la presion
de vapor de agua del substrato de cultivo (P) y la presion de vapor de agua del agua pura
(Po). El valor de la actividad de agua est4 relacionado con el de la humedad relativa
(HR).

El valor de la actividad de agua nos da una idea de la cantidad de agua disponible
metabolicamente. Por ejemplo: comparemos el agua pura donde todas las moléculas de
agua estan libremente disponibles para reacciones quimicas con el agua presente en una
disolucion saturada de sal comun (NaCl) donde una parte importante de las moléculas
de agua participa en la solvatacion de los iones de la sal disuelta. En este ultimo caso, la
actividad de agua mucho menor que en el primero. conforme aumenta la cantidad de
solutos en el medio, disminuye su actividad de agua.

El agua es un substrato en muchas reacciones bioquimicas (proteasas y lipasas, por
ejemplo). Cuando no hay agua disponible, estas reacciones se detienen y el
metabolismo se para. Esta falta de agua también detiene muchas de las enzimas que
podrian degradar las estructuras bioldgicas. Por ello, las células que no crecen por falta
de agua no mueren rapidamente: los sistemas de degradacion tampoco funcionan y no
las degradan. Es decir: cuando un microorganismo se encuentra en un substrato con
actividad de agua menor que la que necesita, su crecimiento se detiene. Esta detencion
del crecimiento no suele llevar asociada la muerte del microorganismo, sino que éste se
mantiene en condiciones de resistencia durante un tiempo mas o menos largo. En el
caso de las esporas, la fase de resistencia puede ser considerada practicamente ilimitada.

La gran mayoria de los microorganismos requiere valores de actividad de agua muy
altos para poder crecer. Los valores minimos de actividad para diferentes tipos de
microorganismos son, a titulo orientativo, los siguientes: bacterias a,>0.90, levaduras
a,>0.85, hongos filamentosos a,>0.80. Como puede verse, los hongos filamentosos son
capaces de crecer en substratos con actividad de agua menor (més secos) de la que
permite el crecimiento de bacterias o de levaduras. Por esta razon se puede producir
deterioro de alimentos de baja actividad de agua (por ejemplo, el queso o almibares) por
mohos (hongos filamentosos) y no por bacterias.

En funcién de su tolerancia a ambientes con baja a,, los microorganismos que

pueden crecer en estas condiciones se clasifican en halotolerantes, haloéfilos y xerofilos
segln toleren o requieran condiciones salinas o hipersalinas, respectivamente.
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La reduccion de la actividad de agua para limitar el crecimiento bacteriano tiene
importancia aplicada en industria alimentaria. La utilizaciéon de almibares, salmueras y
salazones reduce la actividad de agua del alimento para evitar su deterioro bacteriano.

pH: Es un parametro critico en el crecimiento de microorganismos ya que cada tipo
de microorganismo tiene un rango de pH en el que puede vivir adecuadamente, fuera de
este rango muere.

El pH intracelular es ligeramente superior al del medio que rodea las células ya que,
en muchos casos, la obtencion de energia metabdlica depende de la existencia de una
diferencia en la concentracion de protones a ambos lados de la membrana citopldsmica.
El pH interno en la mayoria de los microorganismo esta en el rango de 6,0 a 8,0.

Los rangos de pH tolerables por diferentes tipos de microorganismos son, también,
distintos. Hay microorganismos acidofilos que pueden vivir a pH=1.0 y otros
alcalofilos que toleran pH=10.0

Hay que considerar que, como consecuencia del metabolismo, el pH del medio de
crecimiento suele tender a bajar durante el cultivo. Por otra parte, la bajada del pH del
medio que producen ciertos microorganismos les confiere una ventaja selectiva frente a
otros competidores. Asi, por ejemplo, las bacterias lacticas que producen grandes
cantidades de 4cido lactico como consecuencia de su metabolismo primario reducen el
pH del medio a valores inferiores a los soportables por otras bacterias competidoras
(llegan a bajar el pH del medio hasta 4.5). De esta forma, las bacterias competidoras
mueren y las lacticas se convierten en la poblacién dominante.

La bajada del pH se puede deber a varios factores, uno de los cuales es la liberacion
de acidos orgéanicos de cadena corta (formico, acético, lactico) por ciertas bacterias. En
este sentido, hay que tener en cuenta que la accidon bactericida de estos dcidos orgéanicos
de cadena corta es mas potente que la debida unicamente a la bajada del pH que
producen. Esto es, los acidos orgénicos de cadena corta son toxicos para algunas
bacterias por si mismos.

El efecto letal del pH acido sobre los microorganismos tiene aplicacion en la
conservacion de alimentos acidificandolos. De esta forma, la adicidon de acido acético en
forma de vinagre permite la conservacion de alimentos perecederos (escabeches, por
ejemplo) y la produccion de acidos en el curso de fermentaciones naturales permite
alargar la vida de los alimentos (coles fermentadas, por ejemplo).

Potencial redox: nos indica la capacidad del substrato para aceptar o donar
electrones, esto es: sus caracteristicas oxidantes o reductoras. Uno de los factores que
intervienen en el potencial redox, aunque no el unico, es la concentracion de oxigeno
[O2].

Hay microorganismos que requieren ambientes oxidantes para crecer, mientras que
otros necesitan ambientes reductores. El metabolismo de ambos tipos de
microorganismos presenta diferencias notables. El requerimiento de condiciones
oxidantes o reductoras no debe confundirse con la necesidad de presencia o ausencia de
oxigeno para que se produzca el crecimiento.
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En general, cuando un microorganismo requiere un ambiente oxidante se dice que
desarrolla un metabolismo oxidativo (o respirativo) mientras que los microorganismos
que requieren ambientes reductores (o menos oxidantes) realizan un metabolismo
fermentativo.

Un microorganismo es aerobio cuando necesita oxigeno para vivir y es anaerobio
cuando o bien no lo necesita (anaerobios facultativos como las bacterias entéricas, o
como Saccharomyces cerevisiae, o anaerobios aerotolerantes como las bacterias
lacticas) o cuando muere en presencia de oxigeno (anaerobios estrictos como los
clostridios).

Hay microorganismos que, aunque viven en presencia de oxigeno, no son capaces de
utilizarlo como aceptor final de electrones y deben desarrollar un metabolismo
fermentativo (los estreptococos, por ejemplo).

Por otra parte, hay microorganismos que pueden desarrollar ambos tipos de
metabolismo. Esto es: en presencia de oxigeno desarrollan un metabolismo oxidativo y
en su ausencia, fermentativo. El rendimiento de los procesos fermentativos es menor
que el de los respirativos: las bacterias y las levaduras producen menos biomasa cuando
crecen fermentando que cuando lo hacen respirando.

En el curso de ciertas reacciones metabolicas redox se forman compuestos
altamente reactivos (radicales libres, formas superdxido) que pueden dafiar las
proteinas, membranas y acidos nucleicos produciendo la muerte de las células. Las
células se defienden de estos compuestos reactivos mediante las enzimas siguientes:
Superoxido dismutasa (SOD) y catalasa. Los anaerobios estrictos carecen de SOD y
de catalasa o tienen niveles muy bajos de estas enzimas de forma que no pueden
sobrevivir en presencia de oxigeno. La deteccion de estas enzimas tiene valor
taxonomico.

7.- MULTIPLICACION DE LOS VIRUS.

Los virus tienen un ciclo celular diferente al de los microorganismos de vida libre y
por consiguiente, su forma de crecimiento y la cinética del proceso es diferente.

Una vez que un virus infecta una célula (fases de adsorcion y penetracion) puede
comenzar su proceso de multiplicacion que requiere la liberacion del material genético
del virus (desnudamiento) sintesis de una serie de enzimas, la multiplicacién de su
material genético y la sintesis de las proteinas de su cépsida (sintesis virica), el
ensamblaje de nuevos viriones (maduracion) y la liberacion de estos al exterior. Por
consiguiente, desde el ingreso del virion en la célula huésped hasta la liberacion de los
nuevos viriones producidos como resultado de la infeccion, transcurre un periodo de
tiempo en el que no es posible detectar la presencia de particulas viricas fuera de las
células. A este periodo se le denomina fase de eclipse. Las fases de eclipse separan
liberaciones explosivas de viriones.
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