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Staphylococcus aureus

Figura 6.10 Meio diferencial. As colonias de bactérias no meio dife-
rencial tém uma aparéncia diferente. Esse meio é o &gar hipertonico manitol, e
as bactérias nas col6nias capazes de fermentar o manitol do meio em acidos
levam a uma mudanga na coloragéo. Na realidade, esse meio também € seletivo
por causa da alta concentragdo de sal que previne o crescimento da maioria
das bactérias, exceto os Staphylococcus spp.

P As bactérias capazes de crescer em pressdo osmoética elevada poderiam
crescer no muco encontrado no nariz?

reus. Esse meio salino também contém um indicador de pH que
muda de cor se o manitol do meio é fermentado a dcido; as coldnias
fermentadoras de manitol de S. aureus sdo assim diferenciadas das
coldnias de bactérias que ndo fermentam o manitol. As bactérias
que crescem em concentra¢io elevada de sal e fermentam o mani-
tol podem ser facilmente identificadas pela mudanga de coloragao
(Figura 6.10). Provavelmente elas sejam colonias de S. aureus, e sua
identificacdo pode ser confirmada por testes adicionais. A utiliza-
¢do de meio diferencial para identificar E. coli produtora de toxina
¢ discutida no Capitulo 5, pagina 139.

Meios de enriquecimento

Como as bactérias em pequeno nimero podem ser perdidas, em
particular se outras bactérias estiverem presentes em maior nime-
ro, algumas vezes é necessario utilizar uma cultura de enriqueci-
mento. Com frequéncia essa metodologia é empregada com amos-
tras de solo ou fezes. O meio (meio enriquecido) para enriquecer
uma cultura geralmente é liquido e fornece nutrientes e condigées
ambientais que favorecem o crescimento de um micro-organismo
especifico e ndo de outros. Nesse sentido, também é um meio sele-
tivo, mas elaborado para amplificar até niveis detectdveis um nu-
mero muito pequeno do micro-organismo de interesse.

Suponha que queremos isolar de uma amostra de solo um mi-
cro-organismo que pode crescer com fenol e que estd presente em
numero menor que outras espécies. Se a amostra de solo é colocada
em um meio liquido de enriquecimento no qual o fenol é a unica

Tipo Finalidade

Quimicamente de- Crescimento de quimioautotréficos e fotoautotrofi-

finido cos; ensaios microbioldgicos.

Complexo Crescimento da maioria dos organismos quimio-
-heterotréficos.

Redutor Crescimento de anaerdbicos obrigatdrios.

Seletivo Supressédo de micro-organismos indesejados; fa-
vorecimento dos micro-organismos de interesse.

Diferencial Diferenciagdo das col6nias dos micro-organismos

de interesse em relacdo aos outros.

Enriquecimento Similar ao meio seletivo, mas elaborado para au-

mentar o nimero de micro-organismos de interes-
se até niveis detectaveis.

fonte de carbono e energia, os micro-organismos incapazes de me-
tabolizar o fenol néo irdo crescer. O meio de cultura ¢ incubado
durante alguns dias, e entdo uma pequena quantidade é transferida
para outro frasco do mesmo meio. Apds uma série de transferén-
cias, a populagido sobrevivente consistird das bactérias capazes de
metabolizar o fenol. As bactérias tém um determinado tempo para
crescer no meio entre as transferéncias; esse ¢ o estdgio de enrique-
cimento (veja o quadro no Capitulo 28, pagina 801). Qualquer nu-
triente trazido pelo indculo original é rapidamente eliminado por
dilui¢ido com as transferéncias sucessivas. Quando a tltima dilui¢éo
é semeada em um meio sélido com a mesma composi¢do, somente
as colonias do organismo capaz de utilizar o fenol poderao crescer.
Um aspecto admirdvel dessa técnica é que o fenol normalmente é
letal para a maioria das bactérias.

TESTE SEU CONHECIMENTO

o Os seres humanos poderiam se desenvolver em um meio quimicamen-
te definido, pelo menos em condigdes de laboratério? 6-8

/" Louis Pasteur, nos anos de 1800, poderia ter crescido o virus da raiva
em cultura de células em vez de animais vivos? 6-9

o/ Que nivel de BSL o seu laboratério tem? 6-10
% o %

A resume os propositos dos principais tipos de
meios de cultura.

Obtencéao de culturas puras

OBJETIVOS DO APRENDIZADO
6-11 Definir colonia.
6-12 Descrever como culturas puras podem ser isoladas pelo método
de semeadura por esgotamento.

A maioria dos materiais infecciosos, como pus, escarro e urina,
contém diversos tipos de bactérias; da mesma forma que amostras
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Figura 6.11

(b)

Método de esgotamento utilizado para isolar culturas puras de bacté-

rias. (@) As setas indicam a dire¢cdo da semeadura por esgotamento. A série de estrias 1 € feita com
a cultura bacteriana original. A alga de inoculagdo é esterilizada apds cada série de estrias. Nas séries
2 e 3, a alga retira bactérias da série anterior, reduzindo cada vez mais o nimero de células. H4 ind-
meras varia¢8es dessa técnica. (b) Na série 3, observe que foram obtidas colénias de bactérias bem

isoladas de dois tipos diferentes, vermelho e amarelo.

P Uma colénia formada por esgotamento em placa é sempre derivada de uma tnica bactéria?

de solo, agua ou alimento. Quando esses materiais sdo semeados
na superficie de meio sélido, as colonias formam cépias exatas
do organismo original. Uma coldnia visivel teoricamente vem de
um unico esporo ou célula vegetativa ou de um grupo dos mes-
mos micro-organismos juntos em agregados ou cadeias. As colo-
nias microbianas frequentemente tém aparéncia diferente, o que
permite distinguir um micro-organismo do outro (veja a Figura
6.10). As bactérias devem ser espalhadas de maneira suficiente-
mente ampla na placa para que as coldnias possam ser separadas
umas das outras.

A maioria dos trabalhos de microbiologia requer culturas pu-
ras ou clones da bactéria. O método de isolamento mais comu-
mente utilizado para obter culturas puras é o0 método de esgota-
mento por estrias (Figura 6.11). Uma al¢a de inocula¢io estéril
¢ mergulhada dentro de uma cultura mista, que contém mais de
um tipo de micro-organismo, e é semeada em estrias na superficie
de um meio nutritivo. Ao longo da estria, as bactérias sdo depo-
sitadas quando a al¢a entra em contato com o meio. As tltimas
células depositadas na al¢a sao afastadas o suficiente para crescer
em coldnias isoladas. Essas colonias podem ser repicadas com uma
alca de inoculagio e transferidas para um tubo de ensaio com meio
nutritivo para a obten¢ido de uma cultura pura contendo somente
um tipo de bactéria.

O método de esgotamento por estrias funciona bem quando o
organismo a ser isolado estd presente em grande nimero em rela-
¢do a populacio total. Contudo, quando o micro-organismo a ser
isolado estd presente em um numero muito pequeno, sua quantida-
de pode ser aumentada por enriquecimento seletivo antes do isola-
mento com o método de esgotamento por estrias.

TESTE SEU CONHECIMENTO

A/ Vocé pode pensar em alguma razdo para uma colonia ndo crescer infi-
nitamente, ou pelo menos preencher toda uma placa de Petri? 6-11

»/ Uma cultura pura da bactéria poderia ser obtida pelo método de esgo-
tamento por estrias se tivesse somente um micro-organismo de inte-
resse em uma suspenséo de bilhdes de bactérias? 6-12

Preservacéo de culturas bacterianas

OBJETIVO DO APRENDIZADO
6-13 Explicar como os micro-organismos sdo preservados
por congelamento em baixas temperaturas e liofilizagdo
(congelamento-dessecacdo).

A refrigeragdo pode ser utilizada para o armazenamento de
culturas bacterianas por curtos periodos. Dois métodos comuns de
preservagdo de culturas microbianas por longos periodos sdo o con-
gelamento em baixa temperatura e a liofilizagdo. O congelamento
em baixa temperatura é um processo no qual uma cultura pura de
micro-organismos é colocada em um liquido de suspensao e rapida-
mente congelada em uma faixa de temperatura de -50°C a -95°C. A
cultura normalmente pode ser descongelada e cultivada mesmo apos
varios anos. Durante a liofilizagdo (congelamento-desseca¢io), uma
suspensiao de micro-organismos é rapidamente congelada em uma
faixa de temperatura de -54°C a -72°C, e a dgua é removida por alto
vacuo (sublimagio). Ainda sob vacuo, o container é selado, derreten-
do o vidro com uma chama de alta temperatura. O p6 obtido desse
processo, contendo os micro-organismos sobreviventes, pode ser ar-
mazenado por anos. Os organismos podem ser reativados a qualquer
momento por hidratacdo com um meio nutriente liquido apropriado.

TESTE SEU CONHECIMENTO

A Se a Estagdo Espacial em 6rbita na Terra sofresse uma ruptura re-
pentina, os humanos a bordo morreriam instantaneamente pelo frio e
pelo vacuo do espaco. Todas as bactérias na capsula também seriam
mortas? 6-13
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Crescimento de culturas bacterianas

OBJETIVOS DO APRENDIZADO
6-14 Definir crescimento bacteriano, incluindo fissdo binaria.

6-15 Comparar as fases do crescimento microbiano e descrever sua
relagcdo com o tempo de geragdo.

6-16 Explicar quatro métodos diretos de medida do crescimento celular.

6-17 Diferenciar métodos diretos e indiretos na determinagdo do
crescimento celular.

6-18 Explicar trés métodos indiretos de medida do crescimento celular.

A possibilidade de representar graficamente as enormes popula-
¢Oes resultantes do crescimento de culturas bacterianas ¢ uma par-
te essencial da microbiologia. A determinac¢do das quantidades de
micro-organismos tanto diretamente, por contagem, quanto indi-
retamente, pela medida de sua atividade metabdlica, também é um
aspecto importante da microbiologia.

Divisdo bacteriana

Como mencionado no inicio do capitulo, o crescimento bacteriano
se refere a0 aumento do niimero de bactérias e ndo a um aumento
no tamanho das células individuais. As bactérias normalmente se
reproduzem por fissdo bindria (Figura 6.12).

Algumas espécies bacterianas se reproduzem por brotamen-
to; elas formam uma pequena regido inicial de crescimento (o
broto), que vai se alargando até atingir um tamanho similar ao da
célula parental, e entdo se separam dela. Algumas bactérias fila-
mentosas (certos actinomicetes) se reproduzem pela produgéo de
cadeias de conididsporos carreados externamente na ponta dos
filamentos. Algumas espécies simplesmente se fragmentam, e os
fragmentos iniciam o crescimento de novas células.

Tempo de geracao

Para o cédlculo do tempo de geragio das bactérias, consideraremos
somente a reproducio por divisdo binaria, que é o método mais
comum. Como pode ser analisado na Figura 6.13, a divisdo de uma
célula produz duas células, a divisdo dessas duas células produz
quatro células, e assim por diante. Quando o numero de células em
cada geracio é expresso na poténcia de 2, o expoente reflete o nu-
mero de duplica¢des (geragdes) que ocorreram.

O tempo necessario para uma célula se dividir (e sua popu-
lag¢ao duplicar) é chamado de tempo de geragao. Ele varia consi-
deravelmente entre os organismos e com as condi¢des ambientais,
como a temperatura. A maioria das bactérias tem um tempo de ge-
ragdo de 1 a 3 horas; outras requerem mais de 24 horas por geragio.
(O método matematico para calcular os tempos de geracdo ¢ apre-
sentado no Apéndice B.) Se a fissdo binaria ndo é controlada, uma
grande quantidade de células sera produzida. Se a divisao ocorre
a cada 20 minutos, que ¢ o caso da E. coli em condi¢des favora-
veis, apds 20 geragdes, uma unica célula inicial podera ter gerado
mais de um milhao de células. Esse aumento ocorrerd em cerca de
7 horas. Em 30 geragdes, ou 10 horas, a populagao podera ser de
um bilhéo, tendo atingindo um niimero com 21 zeros em 24 horas.
E dificil de representar graficamente variages de populagdes tio
grandes utilizando niimeros aritméticos. Essa é a razao pela qual

Parede celular Membrana plasmaética

o

l DNA (nucleoide)

&

o A célula se alonga e
o DNA é replicado.

e A parede celular e a
membrana plasmatica
comecam a se dividir.

&

A

e Paredes interme-
diarias se formam,
separando
completamente as
duas copias de DNA.

& | &

A

o As células se

separam. /

(a) Diagrama da sequéncia da divisdo celular.

DNA (nucleoide)  Parede intermediaria parcialmente formada

Parede
celular

(b) Seccéo ultrafina da célula de Bacillus MET
licheniformis iniciando sua divisao. 1,0 um

Figura 6.12 Fisséo binaria em bactéria.

P Todas as bactérias se reproduzem por fissdo binaria?

escalas logaritmicas em geral sdo utilizadas para representar grafi-
camente o crescimento bacteriano. A compreensao das representa-
¢oes logaritmicas de populagdes bacterianas requer conhecimento
em matemitica, que é fundamental para os microbiologistas (veja
o Apéndice B).

Representacao logaritmica das populacoes
bacterianas

Para ilustrar a diferenca entre representagao grafica logaritmica e

aritmética de populagdes bacterianas, analisaremos 20 geragdes
. . ~ 5 7 7

bacterianas. Em cinco gera¢des (2°), havera 32 células; em dez gera-
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Representagao visual dos nimeros

1

2

4 22 xXxx

8 23 eeccccoe

16 24 e0ccccccccccccce

32 25 ©0000000000000000000000000000000

(a) Representacao visual do aumento do nimero de bactérias durante
cinco geragdes. O numero de bactérias dobra a cada geragdo. O nimero
sobrescrito indica a geragéo, ou seja, 2° = 5 geragdes.

Numero Log,o do nimero
de geracdes Numero de células de células
0 v = 1 0

5 2 = 32 1,51
10 20 = 1.024 3,01
15 215= 32768 4,52
16 216 = 65536 4,82
17 217 = 131.072 5,12
18 218 = 262.144 5,42
19 219 = 524.288 5,72
20 220 = 1.048.576 6,02

(b) Conversao do numero de células de uma populagéo na expressao
logaritmica desse nimero. Para obter os nimeros da coluna central, utilize
a fungéo y* da sua calculadora. Aperte o 2 e depois y*; aperte o 5 e depois
o sinal =. A calculadora mostrard o nimero 32. Portanto, a populagéo da
quinta geracéo das bactérias totalizar 32 células. Para obter os nimeros
da coluna da direita, utilize a funcé@o log da sua calculadora. Aperte o
numero 32 e depois log. A calculadora mostrara, arredondando, que o
log,q de 32 é 1,51.

Figura 6.13 Divisdo celular.

P Se uma tinica bactéria se reproduz a cada 20 minutos, qual o niimero de
bactérias em duas horas?

coes (2'%), serdo 1.024 células, e assim sucessivamente. (Utilizando
uma calculadora com as fungdes y* e log, pode-se duplicar os nu-
meros da terceira coluna da Figura 6.13.)

Na Figura 6.14, observe que a curva utilizando os valores arit-
méticos (linha cheia) ndo mostra claramente as mudancas de popu-
lagao nos passos iniciais da curva de crescimento com essa escala.
De fato, as dez primeiras geragdes permanecem na linha de base.
Além disso, a representacio de mais uma ou duas outras geragdes
na mesma forma gréfica aumentaria os valores no eixo de y de
modo que acabaria saindo da pagina.

A linha pontilhada na Figura 6.14 mostra como os problemas
de representacdo grafica podem ser evitados utilizando a represen-
tagdo no log,, dos nimeros das populagdes. O log,, da populagio é
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Figura 6.14 Curva de crescimento para uma populacéo crescen-
do exponencialmente, representada logaritmica (linha pontilhada)
e aritmeticamente (linha cheia). Essa figura demonstra porque, em vista
do grande nimero das populac¢des bacterianas, é necessaria a mudanga gra-
fica da representagdo aritmética para a logaritmica. Por exemplo, observe que,
até a décima geracdo, a curva da representacdo aritmética ainda néo se ergueu
de maneira perceptivel da linha de base, enquanto a curva logaritmica para a
décima geragdo ja esta no meio do gréfico.

P Se os valores aritméticos (linha cheia) fossem aplicados para duas gera-
coes suplementares, a curva ainda estaria dentro do grafico?

representado pelas geracdes 5, 10, 15 e 20. Observe que uma linha
reta é obtida e que populagdes mil vezes maiores (1.000.000.000 ou
log,, 9,0) ainda poderiam ser acomodadas em um pequeno espago
complementar. Contudo, essa vantagem é obtida ao custo de uma
distor¢ao da nossa percep¢ao intuitiva da real situa¢ao. Néo esta-
mos acostumados a raciocinar em termos de relagdes logaritmicas,
mas elas sdo necessdrias para uma compreensdo apropriada dos
graficos das populacdes microbianas.

TESTE SEU CONHECIMENTO

»/ Um organismo complexo, como um besouro, pode se dividir por fiss&o
binéria? 6-14

Fases do crescimento

Quando algumas bactérias sdo inoculadas em um meio liquido de
crescimento e a populagdo é contada em intervalos regulares, é pos-
sivel representar graficamente a curva de crescimento bacteriano,
que mostra o crescimento das células em fun¢io do tempo (Figura
6.15). Ha quatro fases basicas de crescimento: a fase lag, a fase log,
a fase estaciondria e a fase de morte celular.



Figura 6.15

FIGURA FUNDAMENTAL A curva de crescimento bacteriano

O conceito da curva de crescimento bacteriano é fundamental para entendermos a dinamica das
populacdes e o controle durante, por exemplo, a preservacdo ou a deterioragdo de alimentos, a
microbiologia industrial, como a producéo de etanol, e o curso e o tratamento de doencas infecciosas.

Fase lag Fase log Fase estacionaria

Log do nimero de bactérias

Fase de morte celular

Tempo (h)

Aumento

o Intensa atividade e
logaritmico ou

de preparacéo as mortes

para o exponencial da microbianas sé&o
crescimento populagao. equilibradas pela
populacional, producdo de novas
mas sem células.
aumento da
populagao.

A fase lag

Durante um certo tempo, o numero de células muda pouco, pois
elas nao se reproduzem imediatamente em um novo meio. Esse
periodo de pouca ou nenhuma divisdo é chamado de fase lag,
podendo durar de uma hora a vérios dias. Durante esse tempo,
contudo, as células ndo estdo dormentes. A populagdo microbiana
passa por um periodo de intensa atividade metabdlica, envolven-
do principalmente a sintese de enzimas e varias moléculas. (A si-
tuagdo ¢ andloga a uma usina sendo equipada para produzir auto-
moveis, ou seja, ha atividade de preparagdo, mas ndo ha produgéo
imediata de automovel.)

A fase log

Finalmente, as células come¢am a se dividir e entram em um pe-
riodo de crescimento, ou aumento logaritmico, chamado de fase
log ou fase exponencial de crescimento. A reprodugio celular é
mais ativa durante esse periodo, e o tempo de geragdo atinge um
valor constante. Como o tempo de geragio é constante, uma repre-

e Periodo de equilibrio; e A populagao se reduz em

0

Conceito-chave

As populacdes bacterianas seguem uma
série de fases de crescimento: as fases
lag, log, estacionaria e de morte celular.

uma taxa logaritmica.

sentagdo logaritmica do crescimento durante a fase log gera uma
linha reta. A fase log é o momento de maior atividade metabdlica,
sendo o preferido para fins industriais, pois o produto precisa ser
produzido de maneira eficiente.

A fase estacionaria

Se a fase de crescimento continua sem controle, ocorre a formacio
de um grande numero de células. Por exemplo, uma tnica bactéria
(com peso de 9,5 x 10°g por célula) se dividindo a cada 20 minutos
por somente 25,5 horas pode teoricamente produzir uma popula-
¢do equivalente em peso a de um avido de carga de 80.000 tonela-
das. Na realidade, isso niao ocorre. No final do crescimento, a velo-
cidade de reprodugio se reduz, o nimero de mortes microbianas é
equivalente ao nimero de células novas, e a populagio se estabiliza.
Esse periodo de equilibrio é chamado de fase estacionaria.

A causa da interrupgao do crescimento exponencial ndo é sem-
pre clara. O esgotamento dos nutrientes, o acimulo de residuos e
mudangas no pH danosas a célula podem ser os motivos.
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A fase de morte celular

O ntmero de mortes finalmente ultrapassa o numero de células
novas formadas, e a popula¢io entra na fase de morte ou declinio
logaritmico. Essa fase continua até que a populagio tenha dimi-
nuido para uma pequena fra¢do da populagio da fase anterior ou
morre totalmente. Algumas espécies passam por toda a sequéncia
de fases em somente poucos dias; outras mantém algumas células
sobreviventes indefinidamente. A morte microbiana sera discutida
no Capitulo 7.

TESTE SEU CONHECIMENTO

»/ Se um casal de camundongos inicia uma reprodugdo em uma gaiola
com um fornecimento de alimento fixo, a sua curva de populacdo é
similar a uma curva de crescimento bacteriano? 6-15

Medida direta do crescimento microbiano

O crescimento de popula¢cdes microbianas pode ser medido de
diversas maneiras. Alguns métodos medem o nimero de células,
outros medem a massa total da populagdo, que muitas vezes é pro-
porcional ao numero de células. A quantifica¢io de uma popula-
¢do normalmente é registrada como o numero de células por mili-
litro de liquido ou grama de material s6lido. Como as populagoes
bacterianas geralmente sdo muito grandes, a maioria dos métodos
de contagem tem como base enumeragdes diretas ou indiretas de
amostras pequenas; um calculo determina depois o tamanho total
da populag¢do. Vamos assumir, por exemplo, que um milionésimo
de mililitros (10° mL) de leite azedo contém 70 bactérias. Portan-
to, deve existir 70 vezes mais células, ou 70 milhdes de células por
mililitro.

No entanto, ndo é pratico medir em um milionésimo de milili-
tro ou de grama de alimento. Assim, o procedimento é feito indire-
tamente em uma série de dilui¢des. Por exemplo, se adicionamos 1
mL de leite em 99 mL de agua, cada mililitro dessa diluigao terd um
centésimo das bactérias que um mililitro da amostra original tinha.
Realizando uma série de dilui¢oes, podemos rapidamente estimar
o nimero de bactérias da amostra original. Para contar as popula-
¢des microbianas em alimentos s6lidos (como um hamburguer),
uma parte do alimento serd misturada com nove partes de agua for-
mando um homogenado. Amostras da dilui¢ao inicial de 100 vezes
podem ser transferidas com uma pipeta para dilui¢oes posteriores
ou contagem de células.

Contagem em placas

O método utilizado com mais frequéncia para medir populagdes
bacterianas é a contagem em placas. Uma grande vantagem desse
método é que ele mede o nimero de células vidveis. Uma desvan-
tagem é que sdo necessarias 24 horas ou mais para que coldnias
visiveis sejam formadas. Isso pode ser um problema sério para
certas aplicagdes, como o controle de qualidade do leite, quando
nao ¢ possivel manter um lote do produto durante esse tempo.

As contagens em placas consideram que cada bactéria viva
cresce e se divide para produzir uma unica colonia. Isso nio é
sempre verdadeiro, pois as bactérias frequentemente crescem uni-
das em agregados ou cadeias (veja a Figura 4.1, pagina 78). Por-

tanto, uma coldnia muitas vezes resulta ndo de uma tnica bacté-
ria, mas de um curto fragmento de uma cadeia ou de um agregado
bacteriano. Para refletir essa realidade, as contagens em placas
muitas vezes sio denominadas unidades formadoras de colonias
(UFC).

Quando uma contagem em placas ¢é feita, ¢ importante que
somente um numero limitado de coldnias se desenvolva na placa.
Quando muitas colonias estdo presentes, algumas células sao re-
primidas e ndo podem se desenvolver. Obviamente, isso ndo pro-
duz uma placa adequada para contagem; essas condi¢cdes causam
imprecisdo na contagem. Uma recomendagdo da Food and Drug
Administration ¢ a contagem de placas com somente 25 a 250 co-
l6nias, mas muitos microbiologistas preferem placas com 30 a 300
colonias. Para assegurar que algumas contagens de coldnias es-
tejam nessa faixa, o indculo inicial ¢ diluido vérias vezes, em um
processo chamado de dilui¢éo seriada (Figura 6.16).

Diluigdes seriadas. Digamos, por exemplo, que uma amostra
de leite tem 10.000 bactérias por mililitro. Se 1 mL dessa amostra
fosse semeado em placa, teoricamente 10.000 colonias deveriam
se formar no meio da placa de Petri. Obviamente, isso ndo pro-
duziria uma placa contével. Se 1 mL dessa amostra fosse transfe-
rido para um tubo contendo 9 mL de dgua estéril, cada mililitro
do fluido dentro do tubo conteria 1.000 bactérias. Se 1 mL dessa
amostra fosse inoculado em uma placa de Petri, ainda teriam co-
lonias demais na placa para a realizagdo da contagem. Portanto,
outra dilui¢do deveria ser feita. Um mililitro contendo 1.000 bac-
térias deveria ser transferido para um segundo tubo de 9 mL de
dgua. Cada mililitro nesse tubo conterd agora somente 100 bac-
térias, e se 1 ml do conteudo do tubo fosse inoculado em placa,
100 coldnias potenciais seriam formadas, um numero facilmente
contével.

Incorporacédo em placas a espalhamento em placas. A conta-
gem em placas ¢é feita pelo método de incorporagio em placas ou
pelo método de espalhamento em placas. O método de incorpo-
ragao em placas segue o procedimento mostrado na Figura 6.17a.
Um mililitro ou 0,1 mL das dilui¢des da suspensio bacteriana é
introduzido em uma placa de Petri. O meio nutritivo, no qual o
agar ¢ mantido liquido por aquecimento em banho-maria a 50°C,
¢ vertido sobre a amostra, que ¢ entdo misturada com o meio por
agitacdo lenta da placa. Quando o agar solidifica, a placa ¢ incuba-
da. Com a técnica de incorporagdo em placas, as colonias crescerdo
tanto dentro do agar nutriente (a partir de células que ficaram em
suspensdo no meio nutritivo assim que o 4gar solidificou) quanto
na superficie da placa de 4gar.

Essa técnica tem algumas desvantagens, pois alguns micro-
-organismos relativamente sensiveis ao calor podem ser danifica-
dos pelo agar fundido, sendo incapazes de formar colonias. Além
disso, quando certos meios diferenciais sdo utilizados, a aparéncia
diferenciada da coldnia na superficie é essencial para diagnostico.
As colonias que se formam abaixo da superficie de uma placa por
incorporag¢do nao sio adequadas para esses testes. Para evitar esses
problemas, o método de espalhamento em placas frequentemente
¢ utilizado (Figura 6.17b). Um in6culo de 0,1 mL ¢ adicionado a
superficie de um meio de 4gar previamente solidificado. O indculo
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Célculo: nimero de colbnias na placa x indice de diluicdo da amostra = nimero de bactérias/mL (p. ex., se 32 coldnias
estéo na placa de diluicdo 1:10.000, a contagem pode ser estimada em 32 x 10.000 = 320.000 bactérias/mL na amostra).

Figura 6.16 Diluicées seriadas e contagens em placas. Nas diluicdes seriadas, o indculo original é diluido em uma série de tubos de diluigdes. Nesse
exemplo, cada tubo de diluigdo subsequente tem apenas um décimo do nimero de células microbianas do tubo anterior. Posteriormente, amostras de todas as di-
luicBes sdo utilizadas para inocular placas de Petri, nas quais as colonias crescem e podem ser contadas. Essa contagem € entdo utilizada para estimar o nimero de

bactérias na amostra original.

P Por que as diluicdes 1:1.000 e 1:100.000 nédo foram contadas? Teoricamente, quantas col6nias deveriam aparecer na placa 1:1.000?

é entdo espalhado de modo uniforme na superficie do meio com
um bastdo de vidro em L esterilizado. Esse método espalha todas
as colonias na superficie e evita o contato entre as células e o dgar
fundido.

Filtracéo

Quando a quantidade de bactérias é muito pequena, como em
lagos ou correntes de dgua relativamente puras, as bactérias po-
dem ser contadas pelo método de filtracao (Figura 6.18). Nes-
sa técnica, pelo menos 100 mL de dgua passam através de uma
membrana filtrante fina com poros estreitos o suficiente para
nao deixar que as bactérias passem, ficando assim retidas na su-
perficie do filtro. Esse filtro é transferido para uma placa de Petri
contendo um suporte embebido em um meio liquido nutriente,
que permite que as colonias se desenvolvam a partir das bacté-
rias retidas na superficie do filtro. Esse método é aplicado fre-
quentemente para a detecgdo e o registro de bactérias coliformes,
que sdo indicadoras de contaminacio fecal em alimento ou dgua
(veja o Capitulo 27). As coldnias formadas por essas bactérias
podem ser identificadas quando um meio nutritivo diferencial
¢ utilizado (as colonias mostradas na Figura 6.18b sdo exemplos
de coliformes).

0 método do niimero mais provavel

Outro método para determinar o ndmero de bactérias em uma
amostra é o método do nimero mais provavel (MNP), ilustrado
na Figura 6.19. Essa técnica estatistica tem como base o seguinte
principio: quanto maior o nimero de bactérias em uma amostra,
maior serd o nimero de diluigdes necessdrias para reduzir a densi-
dade até um ponto no qual mais nenhuma bactéria esteja presente
nos tubos de dilui¢do seriada. O MNP é utilizado quando os micro-
-organismos ndo crescem em um meio sélido (como as bactérias
quimioautotroficas nitrificantes). Também é pratico quando o cres-
cimento de bactérias em um meio liquido diferencial ¢ utilizado
para identificar micro-organismos (como bactérias coliformes em
agua, que fermentam seletivamente lactose produzindo acido. O
mnp fornece somente uma estimativa de 95% de probabilidade de
a populagdo bacteriana estar em uma faixa determinada e que o
MNP obtido é estatisticamente o nimero mais provavel.

Contagem microscdpica direta

No método conhecido como contagem microscépica direta, um
volume conhecido de uma suspensio bacteriana é colocado em
uma area definida da lamina microscopica. Por consideragoes de



