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INFORMACAO BASICA

Numa suspensdo de células bacterianas, cada mililitro deve conter milhdes de células.
Nem todas, obviamente, estdo vidveis. O nimero de células vidveis presentes em um suspensao
tem sido genericamente denominado u.f.c. ("unidades formadoras de coldnias"”), sendo a sigla
equivalente em inglés c.f.u. ("colony forming units"). Assim, UFC (unidade formadora de
coldnia) é usado quase como sinénimo de célula viavel. Os métodos de contagem de coldnias em
placas ancoram-se no principio que, sendo a diluicdo e o semeio em placas bem feitos, cada
coldnia surgida é considerada originaria de uma Unica célula viavel.

A quantificacdo de UFC necessariamente envolve o preparo, com toda assepsia, de uma
suspensdo de células bacterianas, que a seguir sofre diluicdes em série e uma aliquota de cada
diluicdo € semeada em placa (Figura 1). Apds a incubacdo, conta-se 0 nimero de coldnias,
sempre assumindo-se ser cada coldnia originaria de uma Unica célula.

E recomendavel o cultivo da bactéria em um meio pobre em carboidratos pois, caso
contrario, hd abundante producdo de cépsula e eventual aderéncia de células umas as outras,
ocasionando erros de contagem. Isso porque, quando acontece de um grupo de células ser
depositado na superficie do meio, a col6nia surgida é contada na pressuposicdo de ser ela
originaria de uma Unica célula viavel, o que pode ndo ser verdade. Espécies de Xanthomonas sp.
Especificamente tém tendéncia a uma copiosa producdo de cépsula. Uma das forma de se
minimizar o problema ¢ a adicdo de um espalhante (Tween 80 a 0,1 %, por exemplo) conforme
GERHARDT (1994). ROMEIRO et alii (1991) obtiveram bons resultados em contagem de u.f.c.
de X. campestris pv. manihotis fazendo uso de Tween 80.

O metodo de diluicdo em placas para contagem de u.f.c. € uma das técnicas mais basicas e
essenciais em bacteriologia.

MEIO DE CULTURA
O meio universalmente conhecido como Nutriente Agar (NA) ou Agar Nutriente presta-se

bem a esta finalidade. Geralmente é adquirido pronto(ANONIMO, 1984), bastando apenas
dissolvé-lo em &gua e altoclavar:

Extrato de carne 39

Peptona o9

Agar 159

Agua destilada 1000ml (g.s.p.)

E possivel preparé-lo, conforme procedimento recomendado por KIRALY et alii (1970):
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PROCEDIMENTO

A bactéria em estudo deve ser cultivada em um meio que ndo favoreca a excessiva
formacdo de material capsular, pois 0s glumos resultantes da aglomeracdo de células podem
interferir na contagem.

Para minimizar esse tipo de problema, pode-se, por exemplo, substituir a fonte de carbono
do meio de cultura. No caso do meio 523 (KADO & HESKET, 1970) rotineiramente utilizado no
Laboratorio de Bacteriologia de Plantas da UFV, a sacarose € substituida por glicose uma vez que
0 primeiro agUcar estimula intensa formac&o de capsula na célula bacteriana (SILVA, 1996).

01. Adicione, asseticamente, agua estéril em um tubo de cultura

02. Agite e transfira a suspensao resultante para um tubo ou frasco vazio, também estéril.

03. .Proceda a diluicBes em séria, até 5

04. Transfira 100pl de cada uma das 8 ultimas diluicbes, comecando da mais diluida para
a menos diluida para a superficie do meio em placa, uma placa para cada diluicéo.

05. Imediatamente, proceda ao espalhamento da aliquota com auxilio de espatula de
Drigalsky.

06. Incube as placas, invertidas, a 28°C / por 24-48 horas ou até o surgimento de coldnias

07. Proceda & contagem das col6nias, na diluicdo ou diluicGes onde elas estiverem
individualizadas, sem coalescéncias e, ou, superposicoes.

08. Calcule quantas C.F.U. havia na suspensdo original

RELACAO DE MATERIAL NECESSARIO, POR ESTUDANTE

01 Cultura bacteriana em meio solido inclinado

01 Tubo ou freasco pequeno, vazio e estéril

01 Espatula de Drigasky

01 Pipeta automatica ajustavel para 1 ml

- Ponteiras plasticas estéreis (g.s.p.)

15 Tubos com 4ml de &4gua ou salina estéreis

08 Placas de petri com meio de KADO & HESKETT (1970)
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Figura 01: Esquema explicativo do procedimento para execucdo da tecnica de diluicdes em
placas e contagem de C.F.U.
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