











d) Técnica IV — Meio soélido (placa de Petri — técnica do esgotamento)

e Divide-se a placa de Petri em trés partes, fazendo linhas com a caneta
retroprogetor na parte de baixo da placa.

e Mergulha-se a alca de platina esterilizada na cultura bacteriana.

e Devem ser feitas estrias em cada divisao, respeitando as linhas e utilizan-
do da melhor forma possivel toda a superficie da placa (Figura 8.4).

e O objetivo dessa técnica é obter (isolar) culturas puras de amostras que

contenham microbiota mista, sendo igualmente Util para o estudo da
morfologia colonial.

Figura 8.4: Esquema da técnica de semeadura em meio sélido (placa de Petri — técnica
do esgotamento)
Fonte: CTISM

e) Técnica V — Meio solido (placa de Petri — técnica de Pour-Plate)

e Semear, com pipeta esterilizada, 0,1 ml de suspensao contendo bacté-
rias, no fundo da placa de Petri esterilizada.

e \erter o meio de cultura (agar simples) dissolvida a 40 — 45°C.

e Submeter a placa a movimentos rotatérios suaves, com a finalidade de
misturar o inéculo com o agar.

e Esperar solidificar o meio.
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e O objetivo da técnica de semeadura em Pour-Plate é obter colénias isola-
das (qualitativo) ou realizar contagem de colénias em placas (quantitativo).
Nessa técnica, deve-se tomar cuidado para nao adicionar o meio em tem-
peratura elevada sobre o inéculo, pois isso podera matar as bactérias.

8.6 Método do Numero Mais Provavel (NMP)

O método do NMP permite calcular o nimero de um microrganismo especifico
numa amostra, utilizando tabelas de probabilidade.

Diluicdes decimais da amostra sao inoculadas em séries de tubos contendo
meio liquido seletivo (Figura 8.5). Os tubos sao positivos quando tém cresci-
mento e/ou producao de gas de fermentacao.
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1° Passo: diluicdes sucessivas

: \ N\
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. 1° tubo E 2° tubo a 3° tubo ﬁ

2° Passo: incubagao em meios adequados

\& >

Figura 8.5: Diluicdes decimais da amostra inoculadas em séries de tubos contendo
meio liquido seletivo
Fonte: CTISM
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A densidade bacteriana é determinada pela combinacao de resultados posi-
tivos e negativos numa tabela designada NMP.

Esse método é constituido por trés testes:

a) Teste presuntivo;
b) Teste confirmativo;

c) Teste completo.

O teste presuntivo fornece uma estimativa preliminar da densidade do grupo
bacteriano baseada no enriquecimento em meio minimamente restritivo. Os
resultados deste teste ndo podem ser usados sem confirmacao posterior.

O teste confirmativo é a segunda etapa do NMP. Os tubos considerados
positivos no teste anterior sao inoculados em tubos de meio mais seletivo e
inibidor. As reacdes positivas sao lidas e a densidade calculada com a ajuda
da tabela NMP.

O teste completo ¢é a terceira etapa. E utilizada apenas na determinacdo do
numero de coliformes totais. Os tubos positivos do teste anterior sao subme-
tidos a testes adicionais para isolamento e identificacdo dos microrganismos.
Devido a morosidade deste teste, ele, normalmente, nao é utilizado.

Resumo

Nessa aula, tivemos a compreensao de como realizar algumas provas bioqui-
micas e técnicas de enumeracao e deteccao dos microrganismos, as quais
exigem uma boa carga de conhecimento em microbiologia.

Atividades de aprendizagem

1. Para que servem as provas bioguimicas?

2. Quando a prova de catalase é considerada positiva?

3. Quando a prova da citocromo-oxidase é considerada positiva?

4. Por que as leituras das provas fermentativas devem ser feitas em, no
maximo, 24 horas?
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5. Comente sobre a prova vermelho de metila (VM).

6. Descreva a prova de motilidade.

7. O que sao meios de cultivos ou meios de cultura?

o

Classifique os meios de cultivos:

a) Quanto ao estado fisico.

b) Quanto a funcao.

9. Cite as regras que devem ser seguidas durante as inoculacoes.

10.Diferencie as técnicas de semeaduras em meio liquido, em meio semisso-
lido e em meio soélido.

11.Comente sobre o método do numero mais provavel (NMP).
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