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INTRODUCCION AL CRECIMIENTO MICROBIANO

Incremento ordenado de todos los componentes celulares, que
conduce a un aumento de masa y finalmente a un aumento del
numero de células

Para que el crecimiento bacteriano tenga lugar es necesario un aporte
adecuado de nutrientes. Todos los microorganismos necesitan carbono,
nitrogeno, hidrégeno, oxigeno, azufre, fésforo y diversos minerales para
crecer. Muchos necesitan también nutrientes especiales. Los
microorganismos captan estos nutrientes mediante diversos mecanismos de
transporte a través de las membrana.

En Microbiologia el crecimiento
se relaciona con el aumento del
numero de individuos
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INTRODUCCION AL CRECIMIENTO MICROBIANO

Puntos de vista de estudio: Q)

l. Crecimiento individual o ciclo celular (S0 )
Replicacion y segregacion de cromosomas [IlIIl
Sintesis de nuevos materiales de las envolturas 7\
Coordinacion de la replicacion y la division celular (0] (O

20-30 min £ colia 3T°|

Il. Crecimiento poblacional

Cinética del crecimiento

Medidas del crecimiento de una poblacién

Cultivos cerrados y cultivos continuos

Biofilms

Factores ambientales que afectan al crecimiento
- Fisicos
- Quimicos




|. CRECIMIENTO INDIVIDUAL: CICLO CELULAR

Secuencia de acontecimientos identificables que ocurren desde que surge una
nueva célula hasta que ésta se divide en dos hijas
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FORMACION DEL SEPTUM

Para que la division celular tenga lugar se debe formar un tabique o septo que
separe la célula original en dos células hijas (fisién binaria). Cada una de ellas recibe
un cromosoma completo y la porcion correspondiente de citoplasma.

Microscopia de contraste de fases
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FORMACION DEL SEPTUM

En la formacion del septo intervienen las proteinas Fts (Filamentous temperature
sensitive), que forman el aparato de division de la célula o divisoma.

FtsZ: similar a la tubulina de eucariotas, con actividad
GTPasa. Forma un anillo y recluta las otras proteinas del
divisoma. Citoplasmatica.

ZipA: ancla que conecta el anillo de FtsZ a la membrana
citoplasmatica.

Ftsl: PBP (proteina de union a penicilina)

FtsA: ayuda a conectar el anillo de FtsZ a la membranay
recluta otras proteinas del divisoma

FtsK: media la separacion de los cromosomas a las
células hijas
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El divisoma dirige el crecimiento de la membrana plasmatica y de la pared en el centro
de la célula y luego ocurre una constriccion para formar dos células hijas 6



Por qué el divisoma se forma en el centro de la célula?

Sistema MInCDE (E. coli)

MinC: interacciona con FtsZ e
impide la formacién de anillos
estables.

Se forma una hélice formada por
proteinas MinCD, desde un polo
hacia el centro de la célula.

Al interaccionar con un anillo de
MinE la hélice se desensamblay
comienza a formarse en el polo
opuesto de la célula.

Debido a la rapida oscilacion, se

genera una zona de inhibicién de
la divisidon cerca de ambos polos

de la célula
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Por qué el divisoma se forma en el centro de la célula?

La duplicacién del cromosoma tiene lugar
antes de la formacion del anillo FtsZ

Las proteinas Min forman una estructura
espiral localizada en la superficie de la
membrana plasmatica, que oscila
moviéndose de un polo a otro.

MinC y MinD inhiben la formacion del
anillo FtsZ.

MinE también oscila de polo a polo,
empujando a MinCD.

El anillo FtsZ aparece entre los nucleoides
duplicados.

FtsK y otras proteinas ayudan a que los
nucleoides se separen a medida que se va
produciendo |la elongacién celular.
Cuando se produce la constriccion el
anillo FtsZ se despolimeriza y se forma el
tabique.
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En la esporulacion se forma un septum asimétrico

La divisidn celular asimétrica ocurre tras la
formacion transiente de espirales de FtsZ, que
distribuyen estas moléculas a ambos polos de
la célula.

Se forma un anilllo de FtsZ en cada polo.

S6lo uno de estos anillos forma un septum.

La asimetria se refuerza por una via de
sefalizacion que controla la expresion de
genes especifica de cada compartimento.

La concentracion de SpollE es mayor en la espora
luego de la septacion. Activa un factor sigma (oF)

gue dirige la expresion de genes especificos de la
espora.

L] @ SpollE ® @
( i ‘; ° 5 spollE

chromosome ®

Currant Oinion in Call Bioloaw

(Z-ring

C

| )

Sporulatlon

FtsZ spirals

el
C

R
(.
]

___‘
-

Mother cell

-
C

Vegetatl\re growth

)C )

00O

Spore septum

@ Forespore



SINTESIS DE PEPTIDOGLICANO Y DIVISION CELULAR

El peptidoglicano preexistente debe ser cortado para permitir la insercion del recién
sintetizado. Actuan autolisinas.

Peptidoglycan Transglycosylase Growing point
activity of cell wall

Cytoplasmic Autolysin
membrane activity
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SINTESIS DE PEPTIDOGLICANO Y DIVISION CELULAR

; .. FisZ ring
Patrdon de crecimiento en cocos ‘
La sintesis de nuevo peptidoglicano ocurre en —
direcciones opuestas hacia afuera del anillo
FtsZ. Se forman bandas de pared (unién entre \
Wall bands Growth zone

peptidoglicano nuevo y el antiguo)

0-O-CO-00

Patron de crecimiento en bacilos
En bacilos el crecimiento ocurre en distintos puntos a lo largo de la célula

Zona del septo

e B e B e e B

Bandas de crecimiento



DETERMINACION DE LA FORMA CELULAR: PROTEINA MreB
FtsZ Cell wall
-

Cytoplasmic
membrane

MreB determina la forma en
procariotas formando un
citoesqueleto que recluta otras
proteinas que dirigen el
crecimiento de la pared en
patrones especificos.

MreB forma un espiral por debajo de la MreB

membrana plasmatica, contactando con e
en varios puntos. En esos sitios ocurre la Sites of cell wall synthesis
sintesis de nuevo peptidoglicano.

Se rellenan agujeros dejados por accion de
autolisinas, que rompen enlaces glicosidicos
y amida (por ej.: D-D carboxipeptidasas, D-D
endopeptidasas, amidasas, transglicosilasas
liticas)

MreB no esta presente en cocos. La inactivacion
del gen que codifica para MreB en bacilos
convierte esas células en cocos

Al Formetons

La mayoria de los genomas de arqueas contienen proteinas FtsZ y MreB-like
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outer membrane

Divisome Elongasome

sidewall
PG

septal

periplasm

MurA.B.CD.EFG
complex:

El complejo proteico del divisoma (en verde) se forma El elongasoma (en azul) se forma en las bandas
en el centro de la célula y facilita la septacién laterales, favoreciendo su expansidn

Dick et al. 2018
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Nascent PG

Modelo “romper antes
de hacer” de la sintesis
de peptidoglicano

Las endopeptidasas
asociadas a Rod/SEDS/MreB
rompen localmente los
enlaces interpeptidicos en el
PG maduro.

RodA genera un molde de
PG, el cual es unido al saculo
por las bPBPs.

Las aPBPs luego generan
hebras adicionales, que son
croslinkeadas con el PG
naciente de un lado y PG
maduro del otro, asegurando
la integridad estructural.

Zhao et al. Mol Microbiol (2017) 14



Il. CRECIMIENTO DE POBLACIONES BACTERIANAS

El crecimiento de una poblacién bacteriana esta definido por el aumento de
la masa bacteriana o del nimero de individuos

VELOCIDAD DE CRECIMIENTO. Cambio en la masa celular o en el nimero de
células experimentado por unidad de tiempo

TIEMPO DE GENERACION (g). Tiempo requerido para que la poblacidon se
duplique. Durante cada generacion se duplican |la masa y el numero de células.
Es un parametro variable para los diferentes microorganismos

Si el tiempo de generacidon es constante, el niumero de células de la poblacion
bacteriana se duplica en un periodo fijo. Se conoce como crecimiento
balanceado, crecimiento logaritmico o crecimiento exponencial.

Para que esto ocurra el cultivo bacteriano debe crecer en un medio adecuado, sin
limitacion de nutrientes y sin productos toxicos de desecho.
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ASPECTOS CUANTITATIVOS DEL CRECIMIENTO BACTERIANO
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El aumento del niumero de células es
una progresion geométrica de base dos

N° células =

n = numero de generaciones
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CRECIMIENTO EXPONENCIAL

Total number
of cells

.1

2
4

8
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La representacion de este crecimiento en
escala aritmética es una curva cuya pendiente
aumenta constantemente.

Si se representa en escala semilogaritmica se
obtiene una recta.

Mumber of cells
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EXPRESION MATEMATICA DEL CRECIMIENTO BACTERIANO

En una poblacion de bacterias que se encuentre en crecimiento
equilibrado (medio adecuado, parametros nutricionales y ambientales
constantes) todos los constituyentes aumentan de manera proporcional

en la unidad de tiempo
constante de

/ proporcionalidad

Velocidad de aumento de células = @ N° o masa de células

U : velocidad especifica de crecimiento

En términos matematicos la velocidad de crecimiento de cualquier
componente en un tiempo corto puede expresarse

dZ=p.Zz
dt
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EXPRESION MATEMATICA DEL CRECIMIENTO BACTERIANO

Considerando el niumero de células N

dN=u.N
dt 1000 R 103
garithmic —___
plot |
Agrupando dN =p.dt T Arithmetic —__
N I g plot - 10°
O% 500
Integrando Id_N= Iu . dt -y
N 3% =10
No 1
0o 1 2 3 4 5
INN—1In No=p. (t—to) Time {h)
INN=1InNpo+ M. (t—to) log N =log No + . (t—to)
2.303
Forma exponencial (t—t
N = No eH- (t—to) N = No 10%
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EXPRESION MATEMATICA DEL CRECIMIENTO BACTERIANO

CALCULO DEL TIEMPO DE GENERACION

Tiempo de generacion o de duplicacion (g): tiempo requerido para que los
componentes del cultivo se incrementen en un factor de dos

Si la velocidad especifica de crecimiento es constante

InN=p. (t—1to) y N =2 Np
No
1000
Logarithmic —___ ]
In2No=p.(t—to) = .8 plot 1
No Arithmetic —____
plot
In2=p.g 500
g = In2 u= In2
v g 100

3

Mumber of cells
(logarithmic scale)

—
=




METODOS DE DETERMINACION DEL
CRECIMIENTO BACTERIANO

21



MEDIDA DEL CRECIMIENTO DE UNA POBLACION

El crecimiento de una poblacién microbiana se puede medir estimando el
incremento de masa celular o el aumento del nimero de células. En ambos
casos se pueden emplear métodos directos o indirectos.

Los mas utilizados son:

Métodos de medida de la MASA CELULAR
* Determinacion del peso seco (directo)

* Métodos turbidimétricos (indirectos)

Métodos de medida del NUMERO DE CELULAS (directos)

* Recuento en camara de Petroff-Hausser (células totales: vivas y muertas)
* Recuento con contador de Coulter (células totales)

* Recuento en placa (células viables)

* Recuento sobre filtros de membrana (células viables)

22



MEDIDA DEL CRECIMIENTO DE UNA POBLACION

METODOS DE MEDIDA DE LA MASA CELULAR

Determinacion del peso seco: las células de un cultivo se recogen por
centrifugacion de un volumen determinado, se lavan, se secan y se pesan.

Laborioso y poco sensible.
También puede hacerse determinaciéon del peso humedo o de algun

componente celular: ADN, proteinas, etc.

Métodos turbidimétricos: se basan en la capacidad de las células para
dispersar la luz que incide sobre ellas.

El grado de dispersion es proporcional
a la biomasa presente




METODOS DE MEDIDA DE LA MASA CELULAR

Turbidez: disminucidon de la luz transmitida a través del tubo (Transmitancia), lo
gue equivale a mayor cantidad de luz absorbida (Absorbancia)

En un espectrofotdmetro las lecturas se expresan en unidades de densidad 6ptica
(DO)

También se puede medir turbidez por comparaciéon con escalas prefabricadas

(escala de Mac Farland)

Percent of light
transmitted

0 te—smp

v "FI_"-
‘/;‘\1}:."
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METODOS DE MEDIDA DEL NUMERO DE CELULAS

RECUENTO EN CAMARA DE PETROFF-HAUSSER

Son portaobjetos excavados modificados sobre cuya superficie esta marcada una

rejilla con pequenos cuadros de area conocida.
En esta camara la excavacion mide 0.02 mm de profundidad (1/50 mm) y esta dividida en
25 cuadros grandes, subdivididos a su vez en 16 pequenos (400 celdillas en 1 mm?2)

Ridges that support coverslip
h y
Coverslip / A,

Sample added here. Care must be
taken not to allow overflow; space
between coverslip and slide is 0.02 mm
(25 mm). Whole grid has 25 large
squares, a total area of 1 mm? and

a total volume of 0.02 mm?®.

Microscopic observation; all cells are

counted in large square (16 small sguares):

12 cells. (In practice, several large sguares
are counted and the numbers averaged.)

To calculate number
per milliliter of sample:
12 cells = 256 [arge squares x 50 x

)

|

|

|

. 1
Number/mm? (3 x 109

|
|
|
|
|
|
|
|
|
| Number/mm? (1.5 x 104
|

10°

A
|
|
|
|
|
|
|
|
|

Number/cm?® (mi) (1.5 x 107)
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METODOS DE MEDIDA DEL NUMERO DE CELULAS

RECUENTO EN CONTADOR COULTER

Permite la automatizacion del recuento de células.

Una solucion electrolitica fluye a través de una delgada pipeta arrastrando las
células en suspension que, al tratarse de particulas muy poco conductoras,
producen un aumento en la resistencia del liquido al atravesar el microcanal.

Como consecuencia, la corriente eléctrica
gue atraviesa el canal disminuye por un
breve periodo. El contador detecta estos
cambios en la corriente eléctrica.

Al llevar un registro de los pulsos que
ocurren en la corriente eléctrica, se
puede contar el nimero de particulas

presentes en un determinado volumen de
fluido.

La amplitud del cambio en la corriente que
atraviesa el microcanal se encuentra
directamente relacionado al volumen de Ia
particula, permitiendo medir también Ia
distribucion del tamano de las particulas
contadas.

Tube

Counting orfice

I~

NEEEEEER

Automatic
counber

T

Electronic detector



METODOS DE MEDIDA DEL NUMERO DE CELULAS

RECUENTO EN PLACA

Se cuentan las células de una muestra
gue son capaces de formar colonias
cuando se inoculan en un medio de
cultivo sélido adecuado.

Antes de realizar la siembra usualmente se
realizan diluciones seriadas

El resultado se expresa en UFC / mi

UFC/ml = colonias contadas x factor de
dilucion x volumen de indéculo

1ml

1 ml

ik, Sample to
# be counted

1 mi

Y i

/R
1
|

Pf

G-ml
broth —

St L
Total  1/10 1/100 1/10°
dilution (107") (1079 (1079

Plate 1-ml samples

1

1
Too many colonies ¢

to count

olonies

|

I 159

159 x 10°

Plate
count

Dilution
factor

M

y

1/104

(1079

17

L

1105 110
(1079) (1075

2 0

colonies colonies colonies

1.59 x 10°
Cells (colony-forming
units) per milliliter of
original sample



w

Flask inoculated

4

Samples taken at equally spaced intervals

=

500 mi

Sample is
diluted in
ligquid agar
rmediLm

and poured
or spread
over surface
of solidified
rmediLm

I 'I_(/.—-n:CIJ ml}

80 min

120 min

180 min

240 min

300 min

2380 min

420 min

480 min

540 min

G000 min

+
]

L

‘
||

- - ll -

-
'-— e .

—

FPlates are
incubatad,
colonies
are counted

Mone

Mumber of
colonies (CFU)

per 0.1 mil

<i"

13

23

45

gl

135

230

Total estimated
cell population
in flask

=10,000

5,000

20,000

35,000

85,000

115,000

225,000

400,000

675,000

1,150,000

"Cinly means that too few cells are present o be assayed.
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METODOS DE MEDIDA DEL NUMERO DE CELULAS

RECUENTO EN PLACA: métodos de siembra

Spread-plate method

Surface
colonies
Sample is pipetted onto Sample is spread evenly over Typical spread-plate results
surface of agar plate surface of agar using sterile
(0.1 ml or less) glass spreader
Pour-plate method
Surface

colonies

Solidification Subsurface
and incubation = colonies
Sample is pipetted into Sterile medium is added and Typical pour-plate results
sterile plate mixed well with inoculum

Permite inocular volimenes mayores de muestra
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METODOS DE MEDIDA DEL NUMERO DE CELULAS

RECUENTO SOBRE FILTROS DE MEMBRANA

- Consiste en hacer pasar un volumen de una muestra muy diluida a traves
de un filtro de nylon o nitrocelulosa con un tamano de poro adecuado. El

filtro que retiene los microorganismos se coloca a continuacion sobre una
placa con medio de cultivo, tras incubar, aparecen colonias sobre el filtro
( los nutrientes del medio difunden a través del filiro o que permite el crecimiento
de los microorganismos)

E\_..

L

—

| )

[ —

=

Filtro de membrana La muestra liguida, se
sobre un reciplents pasa a través del filtre

Tras inculxar aparecan las
codanias sobre el filiro .

El filtre se retira y se

coloca sobre la placa

Eﬂ'l]ﬂﬂE‘ [D.dﬁ I'"“' qUE ﬂﬂﬁ!li‘."“ﬂ EI “"IElﬂlﬂ' SE 'ﬂl.ll‘."l"l'.ﬂﬂ !'I g& mﬂaen ﬂl
de cultive adecuado velumen filtrado
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CRECIMIENTO EN SISTEMAS CERRADOS

Es el mas habitual en laboratorio (cultivo de
microorganismos en medio liquido en
erlenmeyers, tubos, frascos u otros recipientes)

Ocurre en un volumen fijo de medio de cultivo, el
gue es modificado por los microorganismos

No hay aporte nuevo de nutrientes ni es posible
eliminar productos de desecho del cultivo

Se observa una curva de crecimiento tipica que se
divide en varias fases

* Fase de latencia
e Fase exponencial
* Fase estacionaria

* Fase de muerte

31



CURVA DE CRECIMIENTO

dN=p.N
dt
Growth phases
I—Lag—I-ExponentiaI-li Stationary l Death
10 : ; | -
E i '
58 9 : Turbidity/
S E | (optical density)
o't I
> % g E Viable count
- O !
1
6
Time
n=0 K = M max n=0 Q. = veloc. especifica de muerte
dN=0 dN=pma.N dN=0 dN=a.N
t dt dt dt
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CURVA DE CRECIMIENTO

Es la representacion grafica del logaritmo del numero de células en funcién del
tiempo

La curva tedrica seria una recta si los microorganismos estuvieran creciendo
constantemente, pero en la practica la curva presenta distintas fases:

Fase de latencia (lag): Periodo de adaptacion a las nuevas condiciones ambientales
en un nuevo medio de cultivo

Fase de aceleracidon: Periodo donde las células mejor adaptadas comienzan a
dividirse, por lo tanto lo hacen gradualmente

Fase exponencial o logaritmica (log): La poblacidon se incrementa de modo regular,
duplicandose a intervalos regulares de tiempo. Se considera que son
fisiologicamente iguales y el tiempo de generacién es constante. La poblacién
aumenta en proporcion a los componentes celulares

Fase estacionaria: Hay una merma en el crecimiento poblacional, esencialmente por
agotamiento de nutrientes y acumulacién de productos téxicos.

Fase de declinacion o de muerte: pérdida de viabilidad, lisis celular. Se debe a
agotamiento de reservas de energia



CRECIMIENTO EN SISTEMAS CERRADOS: CRECIMIENTO DIAUXICO

Este tipo de crecimiento tiene lugar cuando una bacteria crece en un medio con dos
fuentes de carbono, una de las cuales se usa con preferencia sobre la otra. Es
consecuencia de la represion catabdlica (mecanismo de regulacion de la expresion
génica)

Da lugar a una curva de crecimiento con dos fases exponenciales separadas por una
fase estacionaria corta.

Growth on

lactose
En un medio con glucosa y lactosa la Glucose I
glucosa es la fuente de carbono exhausted

{

preferente y su presencia reprime la
sintesis de la beta-galactosidasa,
enzima necesaria para degradar
lactosa.

=~ Growth on

Cuan la gl la enzim
uando se agota la glucosa la e a glucose

se sintetiza y se reanuda el
crecimiento.

Relative cell density ( ==, ==)
Relative level of B-galactosidase (==)

Time (h)



CRECIMIENTO EN SISTEMAS CERRADOS: CRECIMIENTO DIAUXICO

Este tipo de crecimiento tiene lugar cuando una bacteria crece en un medio con dos
fuentes de carbono, una de las cuales se usa con preferencia sobre la otra. Es
consecuencia de la represion catabdlica (mecanismo de regulacion de la expresion
génica)

Da lugar a una curva de crecimiento con dos fases exponenciales separadas por una
fase estacionaria corta.

Growth on
— _ lactose
— Se inhiben las permeasas requeridas Glucose
para el ingreso de otros azucares (“inducer exhausted I

expulsion”) 'l'

— Se reprime la sintesis de enzimas
catabodlicas de otros azucares si hay
glucosa presente en el medio de cultivo

(ej., operon lac) ~ Growth on

glucose

— Asegura que la “mejor” fuente de
carbon y energia se utiliza primero

Relative cell density (==, =)

Relative level of B-galactosidase (==)

Time (h)



CRECIMIENTO EN CULTIVO CONTINUO

Quimostato: sistema abierto con volumen constante, al que continuamente se
anade medio fresco de un reservorio y del que se retira medio usado que
contiene microorganismos y sustancias de desecho a una velocidad constante.

El medio se renueva y su composiciéon no cambia a lo largo del tiempo, lo que
permite mantener el crecimiento de la poblacidon de forma indefinida (una vez
alcanzado el estado de equilibrio)

s Fresh medium— . -
Se controlan dos parametros from reservolr " reguiator
simultdaneamente y de manera
independiente: Sterea
L Gaseous
» La densidad de la poblacidn, variando la neadspace
concentracion de un nutriente limitante T Culture

vesssl

* La velocidad de crecimiento, ajustando la
velocidad de flujo o salida (velocidad de -
dilucion)

T Culture

Overflow

-
7
el

En cultivos cerrados las condiciones de crecimiento
cambian constantemente, es imposible controlar

’ . . Effluent containing
ambos parametros independientemente microbial cells ——___



Los cultivos continuos son sensibles a la velocidad de dilucidon vy la

concentracion del nutriente limitante:

* A velocidades muy altas de dilucion, los microorganismos son lavados

* A velocidades de dilucion muy bajas las células pueden morir por hambreado

* Elaumento de concentracidon de un nutriente limitante produce mas biomasa
pero la misma velocidad de crecimiento

i&; |— Steady state—{
S 5 Bacterial concentration
.g
T -~ 6
o 4 —
3] =
5 1 o
O 3 E
.g - 4 ;
2 £
7] - o)
8 2 2
2 492 0O
8
a 1 =
>
S
@©
9
N 0 0

0 0.25 0.5 0.75 h.o

Dilution rate (h™) Washout



BIOFILMS

Agrupamientos de bacterias adheridas a una
superficie y encerradas en una matriz adhesiva
excretada por las células

C.-T. Huang, Karen Xu, Gordon McFeters, and

Philip S. Stewart
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BIOFILMS

La matriz es una mezcla de
polisacaridos que atrapan
nutrientes para el crecimiento
microbiano y ayudan a evitar
qgue las células superficiales se
desprendan.

Ej: Pseudomonas aeruginosa

Produce polisacaridos que
aumentan la patogenicidad y la
resistencia a antibidticos

Su formacion depende de la
expresion de genes especificos
activados por quorum sensing.
https://www.youtube.com/watc

Attachment Colonization
(adhesion of (intercellular

a few motile = communication,
cells to a growth, and
suitable polysaccharide
solid surface) formation)

Development
(more growth and
polysaccharide)

Active Dispersal
(triggered by
environmental
factors such as
nutrient availability)

fLOW
—< cell
B =
Polysaccharide
Surface
o o~ |0-393°3%%

h?v=Aa8WE2LO0OcQ

Water
channels



https://www.youtube.com/watch?v=Aa8WE2LOOcQ

Quorum Sensing

Mecanismo por el cual las bacterias miden la densidad de poblacion

Los procariotas pueden responder a la presencia de otras células de la misma especie

Asegura que hay un numero suficiente de
células antes de iniciar una respuesta que,
para ser efectiva, requiere una cierta
densidad celular (ej., produccién de toxinas
en una bacteria patogena)

El primer sistema de quorum sensing
descubierto fue la regulacion de la
produccion de luz en bacterias: induccion
del operon lux en Aliivibrio fischeri
https://www.youtube.com/watch?v=mQ43f
uwIJW7M

Cada especie bacteriana produce un auntoinductor especifico

Timothy C. Johnston


https://www.youtube.com/watch?v=mQ43fuJJW7M

Autoinductor

Difunde libremente a través de la envoltura celular

Alcanza altas concentraciones dentro de la célula solo si hay muchas células en las

cercanias

Se une a activadores transcripcionales dentro de la célula o a histidin quinasas de

sistemas de dos componentes y desencadena

la transcripcion de genes especificos

0
e A
Y H

Gram negativas:

acilhomoserina lactonas (AHL)

* Al-2 (furanona) ©
O
oy /Phe\
Gram positivas: A,slp LS
. Loa Ser_ Cys Met
* oligopéptidos v T\ <
- \
e gamma butirolactonas %

0
H o

n—c::—cmz—él;—rld 0
H H

Acyl homoserine lactone (AHL)

(a)
i © 0 AHL
ON)
° g

@]
Activator protein (]

Quoru

Other cells specific
of the same , proteins i |
species M

Chromosome AHL synthase

(b)
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EFECTO DE LOS FACTORES AMBIENTALES
SOBRE EL CRECIMIENTO BACTERIANO
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EFECTO DE LOS FACTORES AMBIENTALES SOBRE EL
CRECIMIENTO BACTERIANO

El crecimiento de los microorganismos esta influenciado por los factores
ambientales, los cuales determinan la distribucion de los microorganismos en la
naturalezay a su vez permiten controlar sus actividades

Los principales factores que afectan al crecimiento bacteriano son:

Temperatura

Disponibilidad de agua y presion osmética
Oxigeno

pH

Otros factores:

Presion hidrostatica

Radiaciones
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EFECTO DE LA TEMPERATURA

Temperatura minima: por
debajo de la cual no hay
crecimiento

Temperatura maxima: por
encima de la cual no existe
crecimiento

Temperatura dptima: a la
qgue se da el mayor
crecimiento.

Growth rate

Enzymatic reactions occurring
at maximal possible rate

> Optimum

Enzymatic reactions occurring
at increasingly rapid rates

Y

Minimum

pd

Maximum

A\

| Temperature !

/

Membrane gelling; transport
processes so slow that growth
cannot occur

Protein denaturation; collapse
of the cytoplasmic membrane;
thermal lysis
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Growth rate

CLASES DE MICROORGANISMOS EN RELACION A LA

TEMPERATURA OPTIMA
Habitat: océnos, aguas Habitat: zonas volcanicas sometidas a
congeladas, alimentos insolacidon, materiales fermentados,
refrigerados fuentes hidrotermales

Example: Hyperthermophile
Geobacilius stearothermophilus an—.pF ample:

Masnphlla Thermococcus celer Pyrolobus fumarii
ample: 60"
Escherichia coli BE" 108"

Psychrophile
ample:

Paolaromonas vacuolata

! |.

0 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100 110 120

Habitat: animales de sangre | Temperaiure (°C)
caliente, ambientes
terrestres y acuaticos de
zonas templadas y tropicales
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VIDA MICROBIANA A BAJAS TEMPERATURAS

Extremofilos
Organismos que crecen en condiciones de mucho frio o mucho calor
e Psicrofilos

Organismos con bajas temperaturas P

Optimas de crecimiento. -
Habitan permanentemente ambientes
frios

* Psicrotolerantes &
Organismos que pueden crecer a 0°C
Pero tienen temperaturas optimas
De crecimiento entre 20°Cy 40°C
Estan mas ampliamente distribuidos

en la naturaleza que los psicroéfilos




VIDA MICROBIANA A BAJAS TEMPERATURAS

Adaptaciones moleculares que permiten el crecimiento a
bajas temperaturas

— Produccion de enzimas que funcionan éptimamente en frio;
caracteristicas que puede proporcionar mas flexibilidad

* Mas a-helices que laminas plegadas

* Mas aminoacidos polares y menos hidrofdbicos
* Menor cantidad de uniones débiles

* Menos interacciones entre dominios proteicos

— Modificaciéon de membranas citoplasmaticas



Efecto del frio sobre las membranas

Se ven afectadas las glicoproteina

actividades de las

proteinas integrales de [ g0

membrana: DIIQDSEEETIHEJII ,5 ’

- transporte activo y :
pasivo

- sensado del ambiente

- movimiento celular

- catalisis enzimatica

- generacion de
energia

prutelinas periféricas By

pruteim'las integrales fibras del
citoesqgueleto

Las propiedades biofisicas de las membranas estan definidas en gran parte por las
estructuras de los acidos grasos que son incorporados a los fosfolipidos.

Los microorganismos se adaptan modificando la estructura y composicion de los
lipidos de la membrana (menor Tm)




Table 1 | Chemical structures of membrane phospholipid fatty acids
Fatty acid Structure Effect on membrane fluidity

C16:0 0 Decreases membrane fluidity
P Y “\«J\DH

Cis-11-C18:1 (o) Increases membrane fluidity
P P N “““x,eJ\

) =
r

-

Iso-C17:0 Decreases membrane fluidity

(]
compared with anteiso-chains
.______,-' HMfMM’fKJfoKﬁKfﬂVfIJ\DH p

Anteiso-C17:0 Increases membrane fluidity compared

O
- - o )1 with iso-chains
PN P N P ~0OH

Cyclopropane-C17:0 o Mimics unsaturated fatty acids and
J/}M“”” PPy J\DH increases stability to acid stress

=

J

-~

Trans-11-C18:1 Mimics saturated fatty acids, and
provides resistance to solvents and

O
e - N N T )J\ . .
R e OH  increases in growth temperature



Cambios en la composicion de lipidos de membrana
causada por disminucion de la temperatura de crecimiento

Cambio rapido que involucra el
Reordenamiento de las especies moleculares intercambio de las cadenas de acilo del
esqueleto de glicerol

Modificacion in situ de lipidos,

Aumento en el grado de insaturacion relativamente rapido. Mediado por
desaturasas
Acortamiento de cadenas Basada en la menor temperatura de

melting de los ac.grasos de cadena corta

Algunos microorganismos alteran la
Alteracion del tipo de acido graso relacion y la cantidad de los ac. grasos
ramificados

Cambios en la clase de lipidos, cuando la
Alteracion de la clase de lipido intercorversion entre PL sea factible por
ejemplo PE por PC que tiene menor Tm

Cambio en la relacidn lipido a proteina La relacion aumenta significativamente a
baja T debido al aumento neto de sintesis
de lipidos.




VIDA MICROBIANA A ALTAS TEMPERATURAS

45°Cy 80°C

optima mayor a 80°C
Habitan ambientes calientes, incluyendo
fuentes termales hirvientes y fumarolas
hidrotermales del fondo marino, que pueden
presentar temperaturas por encima de los 100°C

Hipertermaofilos: organismos con temperatura

Estudios de ambientes termales revelaron que:

* Los procariotas son capaces de crecer a mayores
temperaturas que los eucariotas. Por encima de
~65°C solo existen formas de vida procariota

* Los organismos con las mas altas temperaturas
optimas pertenecen a Archaea

* Los organismos no fotdtrofos pueden crecer a
mayores temperaturas que los fotdtrofos

Termofilos: organismos con temperatura éptima de crecimiento entre

Arroyo de agua hirviendo
Parque Nac. Yellowstone



VIDA MICROBIANA A ALTAS TEMPERATURAS

Adaptaciones moleculares que permiten el crecimiento a altas
temperaturas

— Produccidn de enzimas y proteinas que funcionan dptimamente a altas
temperaturas; caracteristicas que proporcionan estabilidad térmica
 Sustitucidn de aminoacidos criticos en unos pocos lugares
generan plegamientos mas tolerantes a la desnaturalizacién por
calor

* Numero aumentado de enlaces idnicos entre aminoacidos
basicos y acidos

* Produccion de solutos (ej., di-inositol fosfato, diglicerol fosfato)
gue ayudan a estabilizar a las proteinas

— Modificaciones en las membranas citoplasmaticas para asegurar
estabilidad térmica



VIDA MICROBIANA A ALTAS TEMPERATURAS

- Modificaciones en las membranas citoplasmaticas para asegurar estabilidad
térmica
* Bacteria tienen lipidos enriquecidos en acidos grasos saturados
* Archaea tienen monocapas lipidicas
en lugar de monocapas

/ CHy)
Ho-o-c N VN NN S
I __~CH,
Hc—o—c/\l/\/\/\/\/\/\/
I \ /
2_
H,COPO; CH; groups

(a) Glycerol diether Isoprene unit

Biphytanyl

N \/\/VM/\/\/\/V\/\W
|

R © \/\N\/\/\/\/\/\/\/WW\A
|

H,COPQO,2~

(b) Diglycerol tetraethers

Los hipertermoéfilos producen enzimas ampliamente usadas en microbiologia industrial.
Ej: Tag polimerasa, enzima de Thermus aquaticus, usada para automatizar los pasos
repetitivos en la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)




DISPONIBILIDAD DE AGUA Y PRESION OSMOTICA

El agua libre se mide por la actividad de agua aw cuyos valores oscilan entre Oy 1

dw = PS/PW

Ps = presion parcial de vapor de agua en la
solucion problema
Pw = presion parcial de vapor de agua destilada

aw puede disminuir por interacciones
con moléculas de soluto (efecto
osmotico).

El agua difunde de regiones de alta
concentracion de agua a las de baja
concentracion. Hay ambientes
hipertdnicos (aw baja) o hipotonicos
(aw alta).

A menor valor de ay, mas dificultad
tienen las bacterias para sobrevivir.

Table 5.3 Water activity of several substances

Water activity

(a,) Material Example organisms®

1.000 Pure water Cauwlobacter, Spinliurm

0.995 Human blood Strepiococcus, Eschenchia

0.980 Saawater Pseudomonas, Vibrio

0.950 Bread Most gram-positive rods

0.900 Maple syrup, ham (Gram-positive cocci such
as Staphylococcus

0.850 Salami Sacchammyces rouxi
(yeast)

0.800 Fruit cake, jams Sacchammyces baiff,
FPenicilium (fungus)

0.750 Salt lakes, salted fish Halobactenum, Halococcus

0.700 Cereals, candy, dried fruit  Xeromyces bisporus and

other xerophilic fungi

Bz olected axamples of prokaryotes or fungi capable of growth in culture media adjusted

to the stated watar activity
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Cells with

Cell Wall

.. Cell wall

\ Cell membran

2

e

§

Water concentration is equal inside and
outside the cell, thus rates of diffusion
are equal in both directions.

Cells Lacking

Cell Wall

Cell membrane

Rates of diffusion are equal
in both directions.

-—# Direction of net water movement.

Hypotonic Solution

e

Water diffuses out of the cell and
shrinks the cell membrane away from
the cell wall, process is known as
plasmolysis.

Met diffusion of water is into the cell; this
swells the protoplast and pushes it tightly
against the wall. Wall usually prevents
cell from bursting.

Early

Late
(osmalysis)

Late . -.

Water diffusing out of the cell causes
it to shrink and become distorted.

Diffusion of water into the cell causes
it to swell, and may burst it if no
mechanism exists to remaove the water.



DISPONIBILIDAD DE AGUA Y PRESION OSMOTICA

CLASES DE MICROORGANISMOS

Example: Example:
Staphylococcus Aliivibrio fischer
aureus

Halotolerant Halophile Extreme
halophile
ample:

Halobacterium
salinarum

Growth rate

Nonhalophile

MNaCl (%)
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DISPONIBILIDAD DE AGUA Y PRESION OSMOTICA

Adaptaciones al aumento de la presion osmaética externa

Osmotolerantes:

Mantienen elevada su concentracion interna

de solutos

* Bombeo de iones desde el exterior

* Sintesis y/o concentracién de solutos
compatibles: sacarosa, trehalosa,
polialcoholes (glicerol, manitol),
aminoacidos (colina, betaina, prolina, etc)

Haléfilos extremos:
Concentran ademas ién K* (hasta 4-7 mM)
que es necesario para:

* Estabilidad de las proteinas
transportadoras, enzimas y ribosomas
 Mantenimiento estable de pared celulary

membrana plasmatica

CHzOH

OH

CHs 0
ch—é—chﬂ Hgg —0"
+
Dimethylsulfoniopropionate

CHy
H;C— N*™—CH, —CO0O0~
Hj
Glycine betaine

CH
N~ “CH,
Ce.

- ‘N’E‘coo-

Ectoine

H.C

CH,OH
CHOH

CH,OH
Glycerol



EFECTO DEL OXIGENO SOBRE EL CRECIMIENTO BACTERIANO

El oxigeno comprende alrededor de 20% de los gases
atmosféricos

Es un importante aceptor final de electrones en la respiracion
Es un poderoso oxidante, que genera diversas especies toxicas

Los microbios se pueden separar en tres categorias:

* Los que usan el oxigeno y lo pueden detoxificar
* Los que no lo usan ni lo pueden detoxificar
* Los que no lo usan pero lo pueden detoxificar



OXIGENO Y CRECIMIENTO BACTERIANO

El oxigeno es un potente oxidante y es el mejor aceptor de electrones para la
respiracion, pero puede ser letal para las bacterias ya que durante el proceso
de reduccién hasta agua se generan formas toxicas (radical superdxido vy
peroxido de hidrogeno).

Las flavoproteinas, quinonas y hierro-sulfoproteinas, pueden también catalizar
la reduccidon de oxigeno a superdxido, aunque no haya respiracion aerdbica.
Estos productos oxidan los compuestos organicos celulares, incluyendo las
macromoléculas

Reactants Products
O, +e == Oy (superoxide)
O, +e + 2H"=— H,0, (hydrogen peroxide)
H,O; + e + H" == H,0 + OH* (hydroxyl radical)
OH* +e~ + H* = H,0 (water)
Outcome:

O, + 4 + 4H"— 2H,0
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OXIGENO Y CRECIMIENTO BACTERIANO
Enzimas detoxificantes: destruyen especies toxicas del oxigeno

CATALASA: Convierte &l Perdxido de Hidrogeno
H0z + Hy0;~ 2H,0 + O, (Agua Dxigenada ) en Agua y Oxigeno. Es una

proteina con porfirina.

PEROQXIDASA : Convierte el Perdxido de
H;0; + NADH + H* — 2H;0 + NAD* Hidrégeno [Agua Oxigenada ) en Agua en presencia

de NADH reducido. Es una proteina con pﬂl‘fll"il"ll.

0" 4+ =+ 2N H + 0 SUPEROQXIDO DISMUTASA: genera Perdxide
. EE Ea Iﬂi 2 de Hidrdgeno y Oxigeno a partir de 2 moléculas

de superoxido.Es una proteina con Cu y Zn, Mn o
Fe. Esencial en bacterias aerobias ¥y ausente en
anaerobios asiriclos

d ﬂ-:' + dH'= 2 Hzﬂ + J D: SUPEROQXIDO DISMUTASA + CATALASA:
Convierten el superdxido en Agua y Oxigeno

| -

| Oy +2H* + rubredoxin == H;0; + rubredoxin

raducida sxidada

SUPEROXIDO REDUCTASA: Convierten el superoxido en Peroxido de
Hidregeno , utilizando rubredoxina como agente reductor. Presente en
Arqueas anaerobios estrictos (Pyrococcus furiosus, metanogenos) y en
algunas bacterias anaerobias estrictas (Sulfaterreductoras) o microaerdfilas

| Treponema)
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T.D. Bock

Figure 5.30 Method for testing a microbial culture for the presence
of catalase. A heavy loopful of cells from an agar culture was mixed on

a slide (right) with a drop of 30% hydrogen peroxide. The immediate
appearance of bubbles is indicative of the presence of catalase. The
bubbles are O, produced by the reaction H,O5 + H;05 — 2 H,0 + O..
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EFECTO DEL OXiIGENO SOBRE EL CRECIMIENTO BACTERIANO

Aerobios: requieren oxigeno para vivir
* Aerobios estrictos

* Microaerofilos: pueden usar el oxigeno solo si esta
presente en niveles menores que en el aire

Anaerobios: no requieren oxigeno para vivir
* Anaerobios estrictos: mueren si son expuestos al oxigeno

* Anaerobios aerotolerantes: pueden tolerar el oxigenoy
crecer en su presencia aunque no puedan usarlo

Microoganismos facultativos: pueden vivir con o sin oxigeno



EFECTO DEL OXIGENO SOBRE EL CRECIMIENTO BACTERIANO

Group Refationship to Oz Type of metabolism Example® Habitat®

Aerobes

Obligate Required Aesrobic respiration Micrococcus luteus (B) Skim, dust

Facultative Mot required, but growth Aesrobic respiration, anasrobic Escherichia cali (B) Mammalian large intestine
better with Ot respiration, fermentation

Microasrophilic Required but at levels lower Asrobic respiration Spirfium volutans (B) Lake water
than atmospheric

Anaerobes

Agrotolerant Mot reguired, and growth no Fermentation Sireprococcus pyogenas (B) Upper respiratory tract
better when Og present

Obligate Hammnful or lethal Fermentation or anasrobic Methanobacterum formicicum (A) Sewage sludge, anoxic lake

respiration sediments
21% O, _| Owic zone

2-10% O,

Anoxic zone

Crecimiento en Agar tioglicolato,
el oxigeno penetra solo en la parte
superior del tubo.

Indicador redox: resarzurina
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OXIGENO Y CRECIMIENTO BACTERIANO

- -

Dabomh O, Jung and M T Madigan

Jarra de anaerobiosis. Una reaccion
quimica en el sobre de la jarra
genera H, y CO,. El H, reacciona
con el O, delajarra sobre una
superficie de catalizador (Pd) para
dar H,0. La atmdsfera final
contiene N,, H,yCO,

Camara anerdbica. Esta equipada con
guantes para el manejo de anaerobios
estrictos sin exponerlos al aire. Estan
provistas de sistemas de evacuacién de
aire y llenado de gas libre de O,

Cioy Laboartory Prducts
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EFECTO DEL pH

Alteraciones por variaciones del pH
del medio:

Inestabilidad de la membrana
plasmatica

Intercambio de hidrogeniones
Modificacion de la concentracion
interna de [H*]

Cambia la ionizacion de las moléculas
Desnaturalizacion de proteinas:
inhibicion de actividad enzimaticay
transporte

Mecanismos de adaptacion

Sistemas antiporte potasio/protones
o sodio/protones

Sintesis de ATPasas traslocadoras de
protones que expulsan protones al
medio

Sintesis de chaperonas para corregir
proteinas desplegadas

hongos
Thiobacillus

Acidophiles

Staphylococcus
aureus

Bacillus

Alkaliphiles

pH Example Moles per
H+
0 I 1
1 m Volcanic soils, waters 101
ﬁastnc_ﬂulds
Bmon juice 5
2 @ Acid mine drainage 107
Vinegar
3w Rhubarb 1072
Peaches
4 - Acid soil 10
Tomatoes
5  American cheese 1078
Cabbage
6 Peas 1078
Com, salmon, shrimp
Meutrality Pure wator =——— m
8 ~ Seawater 10°%
9 Very alkaline 102
natural soil
10 . Alkaline lakes 10-10
Increasing Soap solutions
LU 11 = Household ammonia 1071
Extremely alkaline .
12 soda lakes 100
Lime (saturated solution)
13 I 10712
14 107
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Appoximate
Physioclogical class PH optimum
(optima range) for growth Example organism®
MNeutrophile (pH =5.5
and <8) 7 Escherichia coli

Acidophile (pH <5.5) ) Rhodopila globifomnis

3 Acidithiobacillus fermooxidans

1 Ficrophilus oshimae
Alkaliphile (pH =8) 8 Chioroflexus aurantiacus

9 Bacillus firmus

10 Natronabactenum gregornyi

2 Picrophilus and Natronobactenum are Archaea; all others are Bactana.

Buffers
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