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CRESCIMENTO DE MICRORGANISMOS — Fases de Crescimento
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Figura 6.14 Curva de crescimento bacteriano mostrando as
quatro fases tipicas de crescimento.



Fases de crescimento

Lag - N&o had mudanca na populacdo bacteriana,
aparentemente nada esta acontecendo. As células estao se
adaptando ao meio de cultura.

Exponencial - As células estdo totalmente adaptadas ao
meio de cultura e se multiplicam com a maxima capacidade

possivel.

Estacionaria - N3o ha mudanca na populacdo bacteriana.
A taxa de crescimento se iguala a taxa de morte.



CRESCIMENTO DE MICRORGANISMOS - Condicao ldeal

20) minutes

40 minutes

60 minutes

Figure 6.1 A depiction of exponential phase population growth. One cell of a microorganism with a 20-minute genera-
tion would vield 8 progeny in one hour.
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CRESCIMENTO DE MICRORGANISMQOS — Curva de Crescimento
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Figura 6.13 Representacao grafica logaritmica (linha pontilha-
da) e aritmética (linha continua) da curva de crescimento de uma
populacao em fase de crescimento exponencial.



Fases de crescimento
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Fases de crescimento

Populacdo (UFC/mL)

1,E+11

1,E+10

1,E+09

1,E+08

1,E+07

1,E+06

1,E+05

pd
/ ,
10 20 30 40

Tempo (h)

50

Lag
Exponencial
Estacionaria



Populagdo (UFC/mL)

Populacdo (UFC/mL)

Lag
Exponencial
Estacionaria
Aceleracao

Desaceleracao



ml

50.000 9 mlde dgua 9 mlde dgua 9 ml de dgua 9 ml de agua

bactérias/ml
(aproxima- diluicao diluicéo diluicao diluicéo
damente) de 1:10 de 1:100 de 1:1.000 de 1:10.000
5.000 500 50 5
bactérias/ml bactérias/ml bactérias/ml bactérias/ml

> Fig. 6.6 Diluicdo em série. Retira-se | ml de uma cultura em caldo
¢ acrescentam-se 9 ml de 4gua estéril, de modo a diluir a cultura POor um
fator 10. Este procedimento € repetido, até que a concentracio desejada

seja alcancada.



QUANTIFICACAO DO CRESCIMENTO — Diluicdes seriadas

0.1 mL

!
%
) . L Y (additional
"——- I'ml tenfold
solution)

Sample of C)J

drinking water

TNTC TNTC 74 colonies 7 colonies

Fig. 2-34 Plate Count Procedure. A, The plate count procedure is used to determine the
viable population in a sample containing bacteria Dilutions are achievad hu addine am almr e £ ob



QUANTIFICACAO DO CRESCIMENTO — Pour Plate

(a) O método pour plate (b) O método de espalhamento em placa

1,00u 0,1 ml

© Adicio do © Adicao do indeulo
inéculo em em placa conten-
placa sem do meio soélido
meio

9 Adicéo de agar
nutriente fundido
4 A o Espalhamento do
\ / inéculo em toda a
/__\ superficie

Misturar com ¥
agitagao suave

o Crescimento das
coldnias ocorre
na superficie como
também dentro do
4gar apds sua solidificagao

Crescimento das
\/ colénias somen-
) s
i te na superficie
do meio

s & W Figura 6.16 Metodologia utilizada

para a contagem de colonias em placa.




QUANTIFICACAO DO CRESCIMENTO — Membrana Filtrante

Figure 6.6 A Millipore Membrane Filter System.

(a) Parts of the filter assembly. Some of the more

important components are the following: (1) funnel,

(2) membrane filter, (3) filter holder base and

support, and (4) receiver flask. (b) A complete

filtering system. The sample is poured into the e

funnel and sucked through a membrane filter with
the use of vacuum.
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FiltradoS=

estéril

/i

Rolha de algodao
em linha de vacuo
assegura a esterilidade

Linha de vacuo

Figura 7.3 Esterilizaciio com filtro, com uma unidade plastica
descartavel, pré-esterilizada. A amostra € colocada na cAmara
superior e forgada através do filtro de membrana pelo vacuo, na
camara inferior. Os poros no filtro de membrana sio menores que as
bactérias, e assim, as bactérias sdo retidas no filtro. A amostra
esterilizada pode entdo ser decantada da cAmara inferior. Um equipa-
mento similar com discos de filtro removiveis € usado para contar as
bactérias em amostras (veja a Figura 6.17).

Existem filtros com poros pequenos o suficiente para reter virus.




QUANTIFICACAO DO CRESCIMENTO — Membrana Filtrante
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Figure 6.7 The Membrane Filtration Procedure.

(©

Figure 6.8 Colonies on Membrane Filters. Membrane-filtered samples grown on a variety of media. (a) Standard nutrient media for a total
bacterial count. An indicator colors colonies red for easy counting. (b) Fecal coliform medium for detecting fecal coliforms that form blue colonies.
(¢) m-Endo agar for detecting E. coli and other coliforms that produce colonies with a green sheen. (d) Wort agar for the culture of yeasts and molds.



QUANTIFICACAO DO CRESCIMENTO — Presenca/Auséncia
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QUANTIFICACAO DO CRESCIMENTO — NGmero Mais Provavel

4-2-0 22 9 56
4-21 26 12 65
4-3-0 27 12 67
4-3-1 33 15 77
4-4-0 34 > 16 80
Volume de

Inéculo em 5-0-0 23 9 86
Cada Grupo 5-0-1 30 10 110
de Cinco 5-0-2 40 20 140
Tubos 5-1-0 30 10 120
10 ml 5 5-1-1 50 20 150
5-1-2 60 30 180
1wl U 3 5-2-0 50 20 170
5-2-1 70 30 210
5-2-2 90 40 250
250

0,1 mi 1 531 Bt
5-3-2 140 60 360

Figura 6.18 Método do nimero mais provivel (MNP). Neste exemplo, sdo apresentados trés grupos de
tubos, cada grupo contendo cinco tubos. Cada tubo do primeiro grupo de cinco tubos recebe 10 ml de inéeulo,
como, por exemplo, uma amostra de dgua. Cada tubo do segundo grupo de cinco tubos recebe 1 ml de amostra, e
do terceiro grupo, 0,1 ml cada. Todos os cinco tubos do primeiro grupo apresentaram crescimento bacteriano. ou
seja, resultado positivo, demonstrando a existéncia de um grande nimero de bactérias na amostra. No segundo
grupo, que recebeu apenas um décimo do indculo inicial, apenas trés tubos apresentaram resultado positivo. No
terceiro grupo, que recebeu um centésimo do inéculo inicial. apenas um dos tubos foi positivo. A tabela do MNP
nos permite calcular o nimero estatisticamente provavel de bactérias presentes na amostra. O nimero de tubos
positivos € anotado para cada grupo de tubos: na regido sombreada do exemplo, os tubos 5, 3 e 1. Se analisarmos
esta combinagdo em uma tabela de MNP, concluiremos que 110% ¢ o indice do MNP, para 100 ml de amostra.
Estatisticamente, isso significa que 95% das amostras de dgua que apresentam esse resultado contém entre 40-300
bactérias, sendo 110 o nimero mais freqgiiente.

Quando pode ser utilizado 0 método do nimero mais provavel para a determinacdo do nimero de bactérias em

uma amostra?




Volume de Numero de
Diluicao Resultados das Culturas Tubos
Adicionado Positivos

B
10 ml | ; 1 i 5
nIn
W il
U d W
+ G €
spapgn
\ ! ‘ i
AR
1 ml ‘ . ; 2
#+ = =2 * +
0,1 ml | 0
i L i
it i} 1 RN
AERNNE T

> Fig. 6.10 Teste do nimero mais provavel (NMP). Os tubos nos
quais bolhas de gas sdo vis{veis (marcados com +) contém 0rganismos.



QUANTIFICACAO DO CRESCIMENTO — Camara de contagem

Carvalhal, 2001

Quadriculado
Apoio da
laminula

Laminula

(c)

(a) Vista lateral: consiste numa lamina grossa de vidro retangul
com uma cavidade central de 0, | mm abaixo do nivel das laterais. A plataforma central é separada dos ombros lateras
por uma cavidade de cada lado. (b) Vista superior: na superficie de cada metade da plataforma central existe um qu
drado dividido em 400 pequenos quadrados, cada um de /i mm2. Uma laminula deve ser posicionada e comprimid
sobre as bordas laterais da cAmara; para ter o contato apropriado, a laminula deve ser escorregada levemente pelast
perficie enquanto estiver sendo pressionada. (Figura adaptada do livro: Bacteriain Biology, Biotechnology and Med:

ne de Paul Singleton — Ed. John Wiley & Sons, 4.# ed. 1997.)

Figura 2.10 — Uma cdmara de contagem tipica.



QUANTIFICACAO DO CRESCIMENTO — Camara de contagem

Grade contendo 25 quadrados grandes

Laminula

Lamina

7
|~

/™Y AN \
EEY S - |71s
\ \‘ ” o " ’ }
o A suspensdo bacteriana é adicionada sl e B ln] ©
L
aqui preenchendo todos os quadrados ~ P
Figura 6.19 Utilizagdo da cAmara de da perfuragéo por capilaridade. -l
contagem Petrot:f-Hausser na c’opta- Suspensio e Contagem no microscopio. Sao
gem direta do nimero de bactérias. bacteriana contadas todas as células de varios
A média do niimero de células determi- ) quadrados grandes, sendo poste-
nadas no guadrado grande e multiplica- Laminula dormmatita calculada’a média. O
das pelo fator 1.250.000 fornece o — = ndmero de células no quadrado
nimero total de bactérias por mililitro. o [/ I ) | grande mostrado & 14.
Contagens diretas ao microscopio sao Eamiva e e o O volume de liquido em cada qua-
stante utilizadas para certas aplicacoes. e Corte lateral da camara de contagem. drado grande é 1/1.250.000 de mili-
intacem de necessitarem A profundidade é conhecida assim como litro. Se o quadrado contém 14 cé-
nimero de células para a area dos quadrados, portanto pode ser Iulgs, como mostrado aqui, portanto
R L calculado o volume da suspensao bacteriana existe 14 vezes 1.250‘09.0 (17.500.
adicionado (profundidade x area). 000) células em cada mililitro.

Carvalhal, 2001



QUANTIFICACAO DO CRESCIMENTO — Turbidimetria

Luz
direta

C

Branco

O Luz espalhada

" _|que nao alcanga
L)
o detector

Suspensao bacteriana

Detector sensivel a luz

Espectofotdmetro

Figura 6.20 Determinagéo do
nimero de bactérias por turbidimetria.
A quantidade de luz que atravessa o
detector no espectofotdmetro € inversa-
mente proporcional ao nimero de
bactérias. Quanto menos luz € transmiti-
da maior € a quantidade de bactérias na
amostra.

A turbidimetria é um método direto ou
indireto de determinar o numero de
células bacterianas?




Quantificacéo de
microrganismos

Carvalhal, 2001

O desenho apresenta um modelo esquemético de um espectrofotémetro.

Contagem de viaveis

(a)

Fonte luminosa

Célula
fotoelétric:

J

Turbidimetria

(b)

— Métodos utilizados para a quantificagao de microrganismos. (a) Contagem de vidveis. (b) Turbidime



