Medicion del crecimiento
Microbiano

e Determinacion del nimero de microorganismos en una muestra.

*Determinacion de la actividad metabdlica, biomasa y proteinas.

Méetodos para el conteo de microorganismos viables

Cuenta en placa Vaciado en placa
Extendido en placa
Asa calibrada

Miles y Mirsa
Filfracion

NUmero mads probable (NMP)

Métodos para el conteo de microorganismos totales

Recuento microscopico Cuenta de Breed
Cdmara de Neubauer
Cdmara de Prettof Hausser

Turbidimetria



Métodos para el conteo de
MICroorganismos viables

*Estos métodos se basan en
poner en evidencia la
presencia de los
MICroorganismaos Vivos.

*Requieren al menos 24 horas
para el cultivo y la
interpretacion de resultados.

*Se emplean medios de cultivo
generales, enriquecidos
selectivos y diferenciales

dependiendo de los
Mmicroorganismaos a cuantificar.




Cuenta en placo

Se determina el nUmero de
MICroorganismaos en una muestra en
relacion a las colonias que forman, las
UFC (Unidades Formadoras de
Colonias). Se emplean soluciones
diluidas o diluciones de una muestra
concentrada para que cada colonia
formada provenga de un solo
Mmicroorganismo aungque algunas
agrupaciones no pueden ser separadas
por las diluciones. Se utilizan
principalmente para la cuantificacion
de bacterias, levaduras y hongos
filamentosos.

Se reporta como:

* UFC ****/unidad de volumen o peso




Diluciones y cuenta en placa
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Plate 1-ml samples

L T 1 159 17 2 0
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Plate Dilution Cells (colony-forming
count factor units) per milliliter of
original sample

http://people.rit.edu/~gtfsbi/IntroMicro/20081Mic e o
robialGrowthChé.htm



Vaciado en placa y extendido
en placa

Spread-plate method

Surface
colonies

Incubation

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

Pour-plate method Subsurface Surface

. colonies colonies
Incubation O

Sample is pipetted Sterile medium is added and Typical pour-plate
into sterile plate mixed well with inoculum results



Cuenta de colonias

Criterio: 25 a 250 UFC por placa

Pueden emplearse medios selectivos y diferenciales



Miles y Misra

Involucra la preparacion de diluciones seriadas de una suspension
bacteriana. Las placas son divididas en sectores separados. Se
inocula cada sector una gota empleando una Pipeta Pasteur
calibrada o bien micropipetas inoculando 0.02mL.

Las placas se incuban de 18 a 24 horas a la temperatura adecuada
(37°C). Se toman en cuenta los sectores donde hay menos de 20
UFC. El nUmero de bacterias viables se obtiene calculando la media
de cada dilucion en las repeticiones realizadas.




Asa calibrada

La utilizacidon de agujas o
asas calibradas permite
tomar volumenes
pequenos, que son
inoculados en la
superficie del agar
mediante la técnica de
siembra masiva. Las
colonias son contadas y
se mulfiplican por el factor
de dilucion del asa
empleada. El uso mas
frecuente de esté método
es en el urocultivo. Se
determinan las UFC/g o
mL de muestra.




Filtracion

Lo membrana de
celulosa retiene a los
MiCcroorganismaos en su
malla con poros de 0.25-
0.45um. Esta membrana
se tfransfiere a un medio
de cultivo para el
desarrollo de colonias.



NUmero Mdas Probable (NMP)

También llamada técnica de dilucion en fubo, proporciona una
estimacion estadistica de la densidad microbiana presente con
base a que la probabilidad de obtener tubos con crecimiento

positivo disminuye conforme es menor el volumen de muestra
inoculado.

||| ||
Double Streng th EICPL BCPL
10 mL 1 mL 0.1 mL




NUmero Mds Probable (NMP)

CUADRO 3.- Ejemplos de la seleccion de resultados positivos para el calculo del NMP.

Nimero de tubos positivos obtenidos de tres MVE
E tubos incubados, para las siguientes cantidades
J de muestra inoculada por tubo
E Producio
M liquido my 10 1 1ot o10® 10 Producto Otros
P
L Otros
8] productos fgy 1 40 40 10 10 liguido productos
mayor dilucidén = menor concentracion
mi-! gl
1 3 3 2 1 ] 15 (5) 150 (a)
2 3 2 2 0 24 () 240 i3]
3 2 2 1 1 o 7 (B) 7o (7
4 2 2 o 0 0 24 (4) 24 (5]
5 2 2 0 10 0,21 (4) 21 (5)

10-19-95 NORMA Oficial Mexicana NOM-112-SSA1-1994, Bienes y servicios. Determinacion de
bacterias coliformes. Técnica del nUmero mas probable.

Cochran, W. C. (1950). Estimation of bacterial densities by means of the “most
probablenumber” Biometrics 6, 105-116.



Tablas de Cochran (19250)

Pos. tubes Conf. lim. Pos. tubes Conf. lim.
0.10 0.01 0.001 MPN/g Low High 0.10 0.01 0.001 MPN/g Low High
0 0 0 <3.0 -- 9.5 2 2 0 21 4.5 42
0 0 1 3.0 0.15 9.6 2 2 1 28 8.7 94
0 1 0 3.0 0.15 11 2 2 2 35 8.7 94
0 1 1 6.1 1.2 18 2 3 0 29 8.7 94
0 2 0 6.2 1.2 18 2 3 1 36 8.7 94
0 3 0 9.4 3.6 38 3 0 0 23 4.6 94
1 0 0 3.6 0.17 18 3 0 1 38 8.7 110
1 0 1 7.2 1.3 18 3 0 2 64 17 180
1 0 2 11 3.6 38 3 1 0 43 2 180
1 1 0 7.4 1.3 20 3 1 1 75 17 200
1 1 1 11 3.6 38 3 1 2 120 37 420
1 2 0 11 3.6 42 3 1 3 160 40 420
1 2 1 15 4.5 42 3 2 0 93 18 420
1 3 0 16 4.5 42 3 2 1 150 37 420
2 0 0 9.2 1.4 38 3 2 2 210 40 430
2 0 1 14 3.6 42 3 2 3 290 90 1,000
2 0 2 20 4.5 42 3 3 0 240 42 1,000
2 1 0 15 3.7 42 3 3 1 460 90 2,000
2 1 1 20 4.5 42 3 3 2 1100 180 4,100
2 1 2 27 8.7 94 3 3 3 >1100 420 -

http://www.cfsan.fda.gov/~ebam/bam-a2.html#tabs




! V 4 | ° ) M ° b ° | Vd ° d | !
) Determinacion del MMP de coliformes en agua v hisle potables (e:quema genearal)

Tiom— T =T

Siembra con asa bactericlégica de los tubos
CLSS + 20.0mL de muestra positivos (produccion de gas) en caldo
lactosa verde brillante bilis 2% y calde EC

Tubos con 10.0mL de caldeo lauril sulfato
de sodio (CLSS) triple concentfracian [3X)

l l

2 g 3 asadas/tubo 2 a 3 asadas/tubo
37°C 44.5°C
—
24-48h
24-48h
Tubos con 10.0mL de Lectura de tubos positivas en Lectura de tubos posifivos en

calde lactose verde taklzs. NMP de colifermes Tubos con 10.0mL de taklas. NMP de coliformes

brilante bilis 2% totales /100mL de muestra coldo EC o EC-MUG tecales /100mL de muestra.

|

Siembra de tubos positives en
placas de Agar EMB para lo
blsqueda de Escherichia coli



Métodos para el conteo de
MICroorganismos totales

*Estos métodos se basan en poner en evidencia la presencia
de los microorganismos vivos y muertos los cuales no se
pueden distinguir.

*Son rdpidos pero se requiere contar en algunos casos con
curvas de calibracion.
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Recuento microscopico

To calculate number

Ridges that support coverslip B per milliliter of sample:
\ . S ,Aﬁ-—:l:%\ 12 cells x 25 large squares
- NKEEEAER x50x103=1.5x107
S T b
....... T o™ =117 : : . Ve
~ - I
_______ N =] 1)V » Number /mm?2 Voo
<N WV : | ; s
Sample added here; care must Microscopic observation; all . Number /mm .
be taken not to allow overflow; cells are counted in large square: — ; 3 (ml
space between coverslip and 12 cells (in practice, several umber /cm* (ml)

slide is 0.02 mm (slo mm). Whole squares are counted and
grid has 25 large squares,atotal the numbers averaged.)
area of 1 mm2 and a total volume

of 0.02 mm3.

o.o02 uml:

0.005 am




Cdamaras de Petroff-Hausser y

de Neubauer

Limitfaciones:

*Es muy fedioso, no es practico para
un gran numero de muestras.

*No es muy sensible, se necesitan al
menos 106 bacterias/mL para que
sean observadas al microscopio.
*No distinguen células vivas de
muertas.



Cuenta de Breed

* Muestra a evaluar (directa o diluida)
* MiCcroscopio

* Objetivo micrométrico

* Asa calibrada o micropipeta

* Portaobjetos e

e Colorantes de Gram u otros colorantes. \/




Cuenta de Breed

K‘% Tl
/ ——
v Gy
YA ,

— -~
— 10uL Tenir

/ﬁ]cy

Area de la muestra =
bxh y convertir a pm?

Observar 10 campos, contar las bacterias de
cada uno de ellos y obtener el promedio X

C Factor= Am/AcC

p Calcular el nUmero de bacterias por mL

X x Factor x 100 = bacterias /mL

100 es la dilucion inicial al tomar 0.0TmL
Determinar el drea del
campo: A= nxr? (um2)

ImL = 1000uL
Tcm = 10 000um




Extra: Uso del equipo micrométrico
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Nefelometria (Turbidimetria)
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Unscatter

Incident

Filter or light, I, Sample light,/ Photocell (measures  Recorder
prism (540 nm) containing unscattered light, /) A
units
cells (0) ¥ N

Spectrophotometer— Klett photometer—
optical density (OD) Klett units = 2D

La turbidez producida por el I 0.002

0
crecimiento microbiano de Rk
microorganismos unicelulares puede
ser medida de acuerdo a la
capacidad de absorber la luz. La Longitud de onda ()
muestras a determinar son *Bacterias 540nm
generalmente translUcidas cuando no *Protozoarios 580nm

presentan crecimiento microbiano. *Levaduras 600nm



Turbidez

La turbidez se determina por la
densidad optica (DO) que puede ser
expresada como Absorbancia, % de
Transmitancia o Unidades Klett (UK).




Escala de Mc Farland

Tubo Vol (mL) Vol (mL) # de celulas

H,SO, 1% BaCl, 1% /mlL

0 10 o) o)

] 9.9 0.1 3x108/mL
2 9.8 0.2 6x108/mL
3 9.7 0.3 9x108/mL
4 9.6 0.4 12x108/mL
) 9.5 0.5 15x108/mL
6 9.4 0.6 18x108/mL
/ 9.3 0.7 21x108/mL
8 9.2 0.8 24x108/mL
9 9.1 0.9 27x108/mL
10 9.0 1.0 30x108/mL




Klett-Summerson Colorimeter

Klett units

Theoretical

Actual-

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Cell numbers or dry weight

oD



L=

o~ On

Actividad metabolico
(produccion de CO,)

CO, + 2NaOH — Na,CO; + H,O
Na,CO3 + BaCl, —» BaCO; + 2NaCl
NaOH (residual) + HCI — NaCl + H,O

Muestra de suelo

Recipiente con agua
Solucion de NaOH 0.5 N
Aguja #20 (Venocat calibre
17)

Jeringa desechable de 20mL
Tubo de plastico flexible de 1-
2 mm de didmetro

Plastilina




Peso seco y determinacion de
orofeina

*El peso seco (contenido de solidos) de las células bacterianas
que se encuentran en una suspension se obtiene por el secado de
un volumen en un horno a 105°C hasta peso constante.

* Es Util para grandes volumenes. La desventaja de este metodo es
que componentes voldtiles de la célula pueden perderse por el
secado y puede existir alguna degradacion. La muestra seca
puede recobrar humedad durante el pesado, principalmente si el
ambiente tiene una humedad relativa alta.

*La proteina se relaciona al
crecimiento, por lo que un
incremento en la cantfidad de
profeina en el paqguete celular
indica que hay mayo
concentracion de células.

Curva patréon oro la determinacion
de proteinas por el método de Lowry



viable
organisms/ml

Logyg

Curva de crecimiento
Viables vs Totales

Growth phases

'— Lag—'—Exponentiab-'— Stationary

9.0 ' 1.0
Viable count 4075
T rbidity
(optical density) - 0.50
< 0.25
0.1

Time



