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PRINCIPIO BASICO DOS METODOS

Contagens Microscopicas

Bactérias Totais

Métodos de
Contagem

Meétodos Turbidimétricos

Bactérias Viaveis

Atividade Metabdlica

Determinacédo do NMP

Contagem em Placa

Contagem em Membrana Filtrante
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METODOS DE CONTAGEM MICROSCOPICA

Camara de contagem de células

Area quadriculada contendo
25 quadrados grandas

250 cel. --- 0,02 mm?®

250 cel.--- 0,00002 mL

xcel. - 1mL
x= 1,25 x107 cel./mL

N
%12.500.000 cel./mL

Laminula

\

250¢cel.|=1| 25 | X| 10

Lamina

Suspensao
bacteriana

Laminula

Lémina

7
Pago contendo a suspensao bacteriana,
comvolumetotalde 0,02 MM === === ————
(0,02 mm de altura e 1 mm’ de drea quadriculada)

-

0,02 mm?3

Observagao microscoplca:

E feita a contagem em vérios quadrados
grandes e considerada a média de células
contadas. No exemplo acima sao 10
células no quadrado central

Contagem final:
10 células = 25 quadrados grandes estao
contides em 0,02 mm?®, portanto existem

|1 25 x 107 células/m;.] na suspensao

bactenana
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METODOS DE CONTAGEM MICROSCOPICA

Principais Caracteristicas:

HE

= E um método de contagem direto; pr====== > « | )

=» Contam células vivas e mortas:

=» Mais adequado para amostras liquidas;

=>» A amostra deve possuir pouco material particulado;

= Populacéo deve ser elevada,

=» Mais facil para culturas mono-microbianas e de células isoladas;

= Nao é adequado para bactérias moveis;

= Rapido e com resultados imediatos;

=» Resultados podem bastante ser influenciados pelo executor;
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METODOS DE CONTAGEM TURBIDIMETRICOS

Medida Direta da Turvacao

= Aturvacédo da amostra bacteriana é
determinada espectrofotometricamente;

Métodos
Turbidimétricos

Medida da Turvacao por Comparacéo com Escala Padréao

= Aturvacado da amostra bacteriana é
comparada visualmente com padroes;

z MCFARLAND 0.5 AND | ‘m H\W ‘m \““”l m““

ADJUSTED TEST ORGANISM
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METODOS DE CONTAGEM TURBIDIMETRICOS - DIRETOS

maior a transmitancia (T)

Quanto menor a quantidade de bactérias |<

menor a absorbancia (Abs)

Leitura
s ) 4a ABS

—>

Curva
Padrao

---------

---------

maior a absorbancia (Abs)

Quanto maior a quantidade de bactérias | <

menor a transmitancia (T)
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METODOS DE CONTAGEM TURBIDIMETRICOS - DIRETOS

Abs

Leitura

0,860 |1

Curva Padrao

y =0,0002x - 0,0005
' R2=0,999

[=]
o

4] 1000 2000 3000 4000 5000
Contagem de Bactérias / mL

Contagem de Bactérias / mL
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METODOS DE CONTAGEM TURBIDIMETRICOS

Principais Caracteristicas: a gt;%ﬂ
= E um método de contagem indireto; fresseemmrmmmsenseees gl Y o Abs
; : 0,500
=» Contam células vivas e mortas; '

=» Mais adequado para amostras liquidas;

= A amostra “nao deve” possuir particulado;

=>» Populacéo deve ser elevada (> 10%-10° bactérias/mL);

= Rapido e com resultados imediatos;
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METODOS DE CONTAGEM TURBIDIMETRICOS - POR COMPARACAO

Escala de McFarland

Tubo da
Escala

Quantidade de Bactérias
X 108 bactérias /mL

150 (1,5 x 108)

300 (3,0 x 108)

600 (6,0 x 108)

900 (9,0 x 108)

1200 (1,2 x 10°)

MCFARLAND 0.5 AND

ADJUSTED TEST ORGANISM

1500 (1,5 x 109)

1800 (1,8 x 109)

2100 (2,1 x 109)

2400 (2,4 x 109)

@OO\ICDUT-POOI\JI—‘g

2700 (2,7 x 10°)

=
o

3000 (3,0 x 10°)
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METODOS DE CONTAGEM TURBIDIMETRICOS - POR COMPARACAO

i

Principais Caracteristicas:

= E um método de contagem indireto; |r=========== > d<

DC

=» Contam células vivas e mortas; '

= Mais adequado para amostras liquidas;

= A amostra “nao deve” possuir particulado;

=» Populacao deve ser elevada;

=» Rapido e com resultados imediatos;

MCFARLAND 0.5 AND

ADJUSTED TEST ORGANISM

=» Resultados dependem do executor;

Tubo 0,5 ou 1 ou 2?

= Resultados imprecisos;
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METODOS DE DETERMINACAO DA ATIVIDADE METABOLICA

Reagentes + Cultura (ATP) :(Bioluminescénciai—v

Luciferina

+

Dosagem da Luz Emitida
proporcional a quantidade
de bactérias

Luciferinase

ATP

Quantidade de ATP é
DIRETAMENTE _

PROPORCIONAL a
quantidade de bactérias | = LLYZ

e aquantidade de luz
emitida

UNI-LITE'NG

Clean-Trace Rapid Surface Hygiene Test
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OUTROS METODOS DE DETERMINACAO DA ATIVIDADE METABOLICA

Geralmente Utilizados em Biotecnologia

Vitamina + Cultura =(Crescimentoj
Carboidrato + Cultura :<Fermenta9505 Dosagem de Acidos o

A 4

Biomassa

v

Principais Caracteristicas dos Métodos de Determinacao da Atividade Metabélica:

= E um método de contagem indireto;

=>» A populacdo é determinada a partir da Atividade Metabélica das células;

=» Contam somente células vivas ativas metaboélicamente;

=> AplicacOes bastante especificas;
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METODOS DE DETERMINACAO DO NUMERO MAIS PROVAVEL

e

m
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D - Resultado Positivo G => Resultado Negativo

Incubar
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METODOS DE DETERMINACAO DO NUMERO MAIS PROVAVEL

TABELA ESPECIFICA para:
* NUmero de tubos (3 series 5 tubos);
» Volumes utilizados (10,1 e 0,1 mL)

Tubos Contendo Meio Numero de
Nutriente (Grupo com Tubos Positivos
Cinco Tubos) em Cada Grupo
— £ - C‘.x' ’q
10 ml U ] | ERE —_— @
JRURGECNC
[T R ft‘ [ A
I R R —). oo Pogitees.
Z| &[S T &
4.2-0
- ::‘-I = |89 4-2.1
0,1 mi [ = I @ yit]
e \./I L \_/ — 4-40
531 500
- o
= . 5.0.2
| = Resultado Negativo 5.1.0
-/ 5-1-1
= . 502
.| =» Resultado Positivo
&, 520
5-2-1
522

NMP = 110 bactérias / 100 ml

de Confiabilidade

a

indice de '

NMP/100 mL Inferior Superior
22 @ 56
26 12 65
27 12 67
33 15 77
34 16 80
23 9 86
30 10 10
40 20 140
30 10 120
50 20 150
60 30 180
50 20 170
70 30 210
Q0 40 250
20 30 250
110 40 300
TA0 60 360
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METODOS DE DETERMINACAO DO NUMERO MAIS PROVAVEL

Principais Caracteristicas:

=» Contam células vivas;

= E um método de contagem estatistico;

= E um método TRABALHOSO:

= E um método DISPENDIOSO:

= E um método MUITO UTIL PARA BACTERIAS ESTRESSADAS:

\ 4

Alimentos: refrigerados, congelados, com alta
acidez ou osmolaridade, com conservantes, ...
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CONTAGEM DE VIAVEIS EM PLACA

Diluicdo 1 mL da amostra : 9 mL do diluente || =

1:9 vol/vol (e)

1 mL 1 mL 1 mL 1mL 1mL 1mbL

Amaostra

Plagueamento
de 1 mL de cada
diluigao

WM M M M ¥

IRIN

Cada tubo -
contém 9 mL
de salina
_/ \/ T
/ 104 10y A
Diluicao . 110 110 1/10 110

(10°) (10°) (10°) {0y

1/10 (para)

I
v

Diluicao Seriada
na Razéao 1/10

elele

Contagem de Col0nias




METODOS DE CONTAGEM BACTERIANA 19

CONTAGEM DE VIAVEIS EM PLACA

Técnica de
Espalhamento
em Superficie

c S d PI 1] Adicao do indeulo & Espalhamento do inoculo em  tApos incubagao, observagao
( prea - ate ) supericie do meio de loda a superficie do meio com das colonias crescidas na
cultura solido auxilio de alga de Drigalsky superficie do meio de cultura

Técnica de
Espalhamento em
Profundidade
(“Pour-Plate”)

Adigao do indeulo ao Adicao do meio de Homegeneizagao do Apds incubagde, observagao
fundo da placa vazia, cultura fundido indculo como meio  das coldnias crescidas tanto na
estérnl através de movimentos  superficie como no interior do

suaves agar solidilicado
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CONTAGEM DE VIAVEIS EM PLACA

Técnica de
Espalhamento
em Superficie

(“Spead-Plate”)

=» In6culo de 0,1 a 0,5 mL;

- | = Possibilita o uso de “Meios Opacos’;

=>» N3&o existe choque térmico “devido” ao meio de cultura ;




METODOS DE CONTAGEM BACTERIANA 21

CONTAGEM DE VIAVEIS EM PLACA

(
=> In6culo de 1 a 5 mL;
Técnica de ~ — -
Espalhamento em < => N&o possibilita o uso de “Meios Opacos?;
Profundidade . . . :
(“Pour-Plate”) =>» Deteccéo dificil de colonias no interior do meio de cultura

=>» Existe choque térmico “na adicao” do meio de cultura;

= 45 a 50°C

Adigao do indeulo a0 Adicdd domeio de |
fundo da placa vazia, cultura fundido
...... C‘Slefl
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CONTAGEM DE VIAVEIS EM PLACA

Contagem de Col6nias

X

Inverso da Diluicdo da Amostra

X

Fator de Correcdo de Volume do In6culo

| |

Determinacéo da Contagem de
Unidades Formadoras de Colbnias

na Amostra m

v
A
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Improved RODAC Plates
Offer These Unigue Features:

CONTAGEM DE VIAVEIS EM PLACA

#54.90
L]

i
1010110 10

Método da Placa de Contato (RODAC)




METODOS DE CONTAGEM BACTERIANA 24

CONTAGEM DE VIAVEIS EM MEMBRANA FILTRANTE

Permite a Analise de
“Grandes” Volumes

\

|:> I I

Sample to be
filtered

! *
Membrane filter— e ,\
retains cells ) :
! h

To vacuum -}
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= Nao deixe de fazer os exercicios (Google Formularios e Socrative);

= Aproveite a Aula de Estudo Sincronico para tirar suas duividas;

OBRIGADO



