TEMA 2. CONTROL DE MICROORGANISMOS
POR AGENTES FiSICOS Y QUIMICOS.

»>CONTROL DE LOS MICROORGANISMOS .
CONCEPTOS.
»CONTROL POR AGENTES FiSICOS. TIPOS Y MODOS
DE ACCION.
Calor.
Radiaciones.
Filtracion.
»CONTROL POR AGENTES QUIMICOS. TIPOS Y
MODOS DE ACCION.
Desinfectantes y Antisépticos.
Andlogos de los factores de crecimiento.
Antibiéticos.
>TRABAJO CON AGENTES BIOLOGICOS

CONTROL DE MICROORGANISMOS.
CONCEPTOS

> Esterilizacién = Muerte o eliminacion del
medio de todos los organismos vivos o sus
virus. Destruccion de las formas viables.

> Desinfeccion = Destruccion de formas
vegetativas de los microorganismos mas
comunes pero no las esporas mediante de un
agente  quimico.  Productos  quimicos
excesivamente  toxicos. Sobre agentes
inanimados.
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CONTROL DE MICROORGANISMOS.
CONCEPTOS

Control de los microorganismos = Inhibicion del
crecimiento o destruccion de los microorganismos.

Inhibicion del crecimiento = Reduccion del
crecimiento

Control no necesariamente igual a eliminacion

CONTROL DE MICROORGANISMOS.
CONCEPTOS

> Asepsia = Ausencia de microorganismos de
un objeto o area.

» Antisepsia = Proceso que destruye las formas
vegetativas de  los  microorganismos
patégenos mas comunes, pero no sus esporas,
presentes en el cuerpo, etc.



CONTROL DE MICROORGANISMOS.
CONCEPTOS
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Control por agentes fisicos

> Desinfectante = Producto quimico para la
desinfeccion de objetos inanimados.

> Antiséptico = Agente quimico de baja
toxicidad para eliminar microorganismos
sobre tejidos vivos.

CONTROL POR AGENTES FISICOS.
TIPOS Y MODOS DE ACCION.

Calor

» Muerte por calentamiento
= funcién exponencial de
primer orden. Se produce
mas répidamente al ir
elevando la temperatura.

Log N° supervivientes

Temperatura

> Calor
Calor himedo
Calor seco
Incineracion

> Radiaciones electromagnéticas
Radiaciones ionizantes
Radiaciones ultravioletas

» Filtracion

Sobrenadante

Centrifugar / Resuspender
U

TIEMPO
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Log N° supervivientes

Log N° supervivientes
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CONTROL POR AGENTES FISICOS.

[ A
D = tiempo de reducciéon decimal = TIPOS'Y MODOS DE ACCION.
periodo de tiempo requerido para reducir
en un 90% la densidad de la poblacion a Calor
una temperatura dada. > Muerte por calentamiento = funcién exponencial

de primer orden. Se produce mas rapidamente al ir
elevando la temperatura.

tiempo requerido para reducir en un 90% la

\ » D = tiempo de reduccion decimal = periodo de

densidad de la poblacién a una temperatura dada.
e > Tiempo de muerte térmica = tiempo
@ requerido para que mueran todas las células a

T T T T una temperatura dada.

Tiempo (minutos)

CONTROL POR AGENTES FISICOS.
Factores que afectan a la esterilizacién por calor

Tiempo de muerte térmica = tiempo
requerido para que mueran todas las

. » Temperatura alcanzada.
células a una temperatura dada.

> Tiempo, duracion del proceso.
> Densidad celular.

> Medio de suspension del
microorganismo.

> Tipo celular: célula vegetativa o espora.

Tiempo (minutos)



Ln(Nt/No)

54°C

56°C

58°C

t3 t2 tl tiempo

Medio de suspension del microorganismo

pH écido.

Concentraciones elevadas de az(cares,
proteinas o grasas.

Sequedad

Concentraciones elevadas de sal
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CONTROL POR AGENTES FISICOS.
Factores que afectan a la esterilizacion por calor

» Temperatura alcanzada.
> Tiempo, duracion del proceso.
» Densidad celular.

> Medio de suspension del
microorganismo.

> Tipo celular: célula vegetativa o espora.

CONDICIONES PARA DESTRUIR MICROORGANISMOS
Calor himedo

Células vegetativas

Levaduras

5 minutos a 50-60°C 5 minutos a 70-80°C

Hongos filamentosos 30 minutos a 60-70°C 30 minutos a 80°C
Bacterias mesofilas 10 minutos a 60-70°C  Depende del tipo bacteriano:

Virus

2 minutos - >13 h a 100°C
30 minutos a 60°C 0,5-12 minutos a 121°C



CONTROL POR AGENTES FiSICOS.
Calor hiimedo

Mas eficaz que el calor seco.

> Agua hirviendo (100°C)

> Autoclave (>100°C)

> Esterilizacion fraccionada (<100°C)
» Pasteurizacion (<100°C)

‘CEBG nipwimpi-<bg !

Calor hiimedo
Autoclave ®

> Efecto por elevacion de la temperatura al
someter el vapor de agua a presion.

» 1,1 kg/cm? de presion de vapor = 121°C y con
un tiempo de permanencia de 10-20 minutos.

> Objeto voluminoso o el volumen de medio
grande, transferencia de calor al interior mas
lenta, por tanto, tiempo de permanencia
mayor.

Autoclave

pH

Temperatura °C

Absorbancia

463nm

40

T T T
80 120 160 Tiempo (min)
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http://en.wikipedia.org/wiki/Max_Planck_Institute_for_Molecular_Cell_Biology_and_Genetics
http://www.mpi-cbg.de/
http://www.mpi-cbg.de/
http://www.mpi-cbg.de/

Calor humedo
Autoclave

» Laesterilidad depende de:
naturaleza del material a esterilizar
tipo de envase utilizado
volumen del material a esterilizar

> Limitaciones debidas a:

termolabilidad de ciertos materiales o componentes
del medio

presencia de sustancias inmiscibles en agua
accesibilidad del vapor

Calor seco
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Calor hiimedo
Esterilizacion fraccionada (Thyndalizacion)

> Introducir el material de vidrio u otros
materiales termorresistentes en un Horno
Pasteur

> Calentar a 160-180°C durante 2 h.

> Material perfectamente empaquetado.

> Presencia de sustancias termolabiles que
estan contaminados con microorganismos
esporogenos.

> Varios ciclos de tratamiento a temperatura
no superior a los 100°C, intervalos de
incubacién entre los ciclos de 1 6 varios
dias.

> NO se desnaturalizan los componentes
termolabiles y Sl se destruyen las formas
vegetativas.

Incineracion

»Llama de mechero. > 2.500°C.
>Incineradores eléctricos.

»Hornos crematorios.



CONTROL POR AGENTES FIiSICOS.
TIPOS Y MODOS DE ACCION.

Radiaciones electromagnéticas
The Electromagnetic Spectrum I ¥Ty ~The thermal energy at room temperature
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Kastanttobare
Radiaciones

Dy, = Valor de reduccién decimal =
Dosis de radiacion que produce una
reduccion decimal

100+

10— 10% supervivientes

Porcentaje supervivientes

Radiacion (Grays)

Wiimedia Commons

21/07/2014

Radiaciones

» Longitud de onda mas larga que la luz visible
(Microondas, Infrarrojos)
Bajo poder energético
No son directamente letales
Efecto indirecto debido al calor
> Longitud de onda mas corta que la luz visible
(lonizantes, UV)

Muy germicidas

uv-C

» 260 nm = Pico méaximo de absorcién del ADN = Longitud de
onda de UV-C

> Formacion de dimeros de pirimidina.
» Efecto desinfectante depende de:
»Dosis aplicada, D=1t
»Densidad celular
»>Medio en el que se irradian las células
»Profundidad de la solucién a esterilizar

»Sensibilidad de los microorganismos


http://commons.wikimedia.org/wiki/User:KristianMolhave

uv-C

» 260 nm = Pico méaximo de absorcién del ADN = Longitud de
onda de UV-C

» Formacion de dimeros de pirimidina.
» Efecto desinfectante depende de:
»Dosis aplicada, D=1t
»Densidad celular
»>Medio en el que se irradian las células
»Profundidad de la solucién a esterilizar

»Sensibilidad de los microorganismos

uv-C
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» 260 nm = Pico maximo de absorcion del ADN
= Longitud de onda de UV-C

» Formacién de dimeros de pirimidina.

» Efecto desinfectante depende de:
»Dosis aplicada, D = I t
» Densidad celular
»Medio en el que se irradian las células
»Profundidad de la solucién a esterilizar

»Sensibilidad de los microorganismos

> Fotorreactivacion del ADN
Depende de la luz de longitud de onda 380-450 nm

ADN fotoliasa
> Escision fotoquimica de dimeros de pirimidina
Reparacion por escision de nucleétidos
Eficaz bajo iluminacion y oscuridad
Numerosos enzimas implicados
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Filtracion

> Liquidos (componentes) termosensibles
y gases
> Retencion de microorganismos
Diversos mecanismos
> Tamafio de poro
»Composicion del filtro
> Trama del filtro

Filtracion

Wikinedia Cormons


http://commons.wikimedia.org/wiki/User:LadyofHats
http://fr.wikipedia.org/wiki/User:Alpha.prim
http://commons.wikimedia.org/wiki/User:Lilly_M
http://en.wikipedia.org/wiki/User:G3pro
http://sci.agr/
http://www.ens-lyon.fr/RELIE/PCR/ressources/ecologie_evolution_mol/thermus_aquaticus/thermusaquaticus.htm
http://www.ens-lyon.fr/RELIE/PCR/ressources/ecologie_evolution_mol/thermus_aquaticus/thermusaquaticus.htm
http://www.ens-lyon.fr/RELIE/PCR/ressources/ecologie_evolution_mol/thermus_aquaticus/thermusaquaticus.htm
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Filtracion CONTROL POR AGENTES QUIMICOS.
TIPOS Y MODOS DE ACCION.

Agente antimicrobiano = producto
quimico que mata o inhibe el

crecimiento de los microorganismos.

Wiimedia Commons

BACTERIOSTATICO

CONTROL POR AGENTES QUIMICOS. £ M
TlPOS Y MODOS DE ACC'ON L % Ne Cultivables
Z /

Agente estatico = No mata, inhibe el I —
crecimiento (bacteriostatico, fungistatico y T | eTRosTATeo
viristatico). g
Agente microbicida = Mata a los ;/\
microorganismos (bactericidas, fungicidas g
y viricidas). Tiempo
Agente litico = Elimina las células

(rotura o lisis celular).

Log Ne células/ml

Tiempo
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http://en.wikipedia.org/wiki/National_Cancer_Institute
http://en.wikipedia.org/wiki/National_Institutes_of_Health
http://visualsonline.cancer.gov/details.cfm?imageid=2307

CONTROL POR AGENTES QUIMICOS.
TIPOS Y MODOS DE ACCION.

Toxicidad selectiva = Toxico para un
estrecho grupo de células.

Agente quimioterapedtico = Agente
antimicrobiano que presenta toxicidad
selectiva. Tratamiento de enfermedades
infecciosas.

DESINFECTANTES

> Desinfeccion de objetos inanimados
> Diferentes modos de accion

> Tratamiento de materiales sensibles al
calor (hospitales)

> Tratamiento de aguas de bebida, de aguas
de piscina, de aguas residuales, etc

> Esterilizacion en frio
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CONTROL POR AGENTES QUIMICOS.
TIPOS Y MODOS DE ACCION.

» Desinfectantes y Antisépticos

» Analogos de los factores de
crecimiento

> Antibioticos

Cl ClI
oH hexaclorofenol
fenol Cl Cl
clcl
NH
v, i
)
T w H H
hexamidina NH glutaraldehido
i
C O,
H” ™ H M H\C/ N
Formaldehido \C/ N
2N H
H
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Sobrenadante

Centrifugar e Resuspender
— =0 —>U
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| Neutralizar cloro

AAL L

Cel./ml Cel./ml Cel./ml Cel./ml

Cc2 C1l co

DESINFECTANTES vs ANTISEPTICOS

ANTISEPTICOS
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Algunos compuestos son antisépticos y
desinfectantes

Neutralizados (consumidos) por
compuestos organicos

Concentraciones microbicidas no se
mantienen durante periodos de tiempo
largos

Penetracion limitada
Esporas resistentes

> Suficientemente no téxicos como

para ser aplicados a los tejidos
Vivos

> Diferentes modos de accién

DESINFECTANTES vs ANTISEPTICOS

> Neutralizados

> Algunos compuestos son antisépticos y

desinfectantes

(consumidos) por
compuestos organicos

> Concentraciones microbicidas no se

mantienen durante periodos de tiempo
largos

- Penetracion limitada
» Esporas resistentes

12



ANALOGOS DE FACTORES DE CRECIMIENTO

> Estructuralmente similares a factores de
crecimiento

> Suficientemente diferentes como para
bloquear la funcién del factor de
crecimiento

» Sulfanilamida = 4cido p-aminobenzéico (4cido félico)

> Bromouracilo = timina

» p-fluorfenilalanina = fenilalanina

Posibilidad de utilizacion en Medicina

Antibioticos de amplio espectro =
actlan sobre diferentes grupos de
microorganismos

Antibidticos de corto espectro =
actlan sobre un Unico grupo de
microorganismos, incluso sobre una
Unica especie

ANTIBIOTICOS
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Sustancias quimicas producidas por ciertos
microorganismos que inhiben el crecimiento
0 matan a otros microorganismos
> Clasificacion:

» Posibilidad de utilizacién en Medicina

» Estructura quimica

»Modo de accién

» Organismo diana

Estructura quimica

Antibi6ticos que contienen carbohidratos:
vancomicina, estreptomicina, ...

Lactonas macrociclicas: eritromicina, .....

Quinonas y antibidticos relacionados: tetraciclinas,

Aminoacidos y antibidticos peptidicos: penicilina,
cicloserina, .....

Antibi6ticos  heterociclicos que  contienen
nitrégeno: polioxinas, ....

Derivados aliciclicos: cicloheximida, ....
Antibiéticos aromaticos: cloranfenicol, griseofulvina,

13



Modo de accion
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Organismo diana

Interfieren en la sintesis de la pared
celular

Inhiben la sintesis de proteinas
Inhiben la sintesis de &cidos nucleicos
Alteran la membrana celular

Pruebas de susceptibilidad
ANTIBIOGRAMAS

Determinan la cantidad de compuesto
que se requiere para matar o inhibir el
crecimiento de un microorganismo
»Método de difusion en placa (Técnica de
Kirby-Bauer)

»Meétodo de dilucion en caldo

> Antibacteriano
» Antimicotico
> Antiviral

Método de difusion en placa
(Técnica de Kirby-Bauer)

Wikinedia Cormons

14


http://commons.wikimedia.org/w/index.php?title=User:Microrao&action=edit&redlink=1
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Meétodo de difusion en placa ° Meétodo de difusion en placa
E-test (Técnica de Kirby-Bauer)

Micaor
hipier

i orgikiFile Etest Vaneomycin_S_aureus g

H H
Método de difusién en placa ° Método de difusion en placa
(Técnica de Kirby-Bauer) E-test
Diametro mm
Conc. Intermedio | \SUSCED. | Susceptible
‘Amikacina 30 pg 15-16 B =17
Ampicilina B . .
—-entericas 12-13 - =>14
—staphyloccocci 10pug B - =529
---enterococci - =17 -
22-29 =>30
C 75ug - 16-20 =>21
Ci i 5ug 16-20 - =21
Erythromycina 15ug 14-22 - =>23
Gentamicia 10 pg 13-14 - =>15
Imipenem 10ug 1415 - =16
OXBCI“\H? 1 1172 . ‘13
e I , B =3
Penicilin? G N B S
Ciephylocecci | tounis | 5239 : =15 =2 = S —
--streptococci <=19 - 20-27 =>28
Piperacilina 100 ug <=14 15-17 - =>18 CMI = Concentracion Minima Inhibitoria
30 pg <=14 15-18 - =19 é
ET <=9 10-11 B =>12 5
i
H
H
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http://commons.wikimedia.org/w/index.php?title=User:Microrao&action=edit&redlink=1
http://commons.wikimedia.org/w/index.php?title=User:Microrao&action=edit&redlink=1
http://commons.wikimedia.org/w/index.php?title=User:Microrao&action=edit&redlink=1

Método de dilucion en caldo
v QOO U000 000
e 000000000

1/256 1/128 1/64 1/32 1/16 1/8 1/4 1/2 1

vy uouuuuyguguy

1 2 4 8 16 32 64 128 256 Opg/ml

yewUUUUD

4 8 16 32 64 128 256 Opg/ml

3. Inocular

4. Incubar

5. Observar u Q
1 2

o)
=

Uyl

32| 64 128 256 0 pg/ml

77X 787X 7X7]

32 64 128 256  Opg/ml

OO 00O

16 32| 64 128 256 0 pg/ml
CMB|

. S
O ~a
O -a
ORI =

CMI = CMB = antimicrobiano bactericida

Concentracion minima bactericida (CMB)

vyveyylUlUuyly

2 4 8 16 32 64 128 256 Opg/ml

O O OO0 000000

8 16 32 64 128 256 Opg/ml

©@222©00000

3. Observar
8 16 32 64 128 256 Opg/ml

2. Incubar

Concentraciéon minima bactericida (CMB) = en
ausencia de antimicrobiano, primera concentracion
para la que no se anota crecimiento.

CMI

90/0

1 6 32| 64 128 256 Opg/ml

'
OO0O00OO0OO0OOO

1 2 4 8 16 32 64 128 256 Opg/ml
1 2 4 8 16 32 64 |128 256 0 pg/ml
CMB

CMI < CMB = antimicrobiano bacteriostatico
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ESTERILIZACION

Eliminacion (muerte) de TODOS los
microorganismos

TODO el material utilizado ha de ser
esterilizado: medio de cultivo, pipetas, asas
de siembra, etc.

Los cultivos y el material empleado han de
ser esterilizados antes de eliminarlos o
limpiarlos

Indique el método de control de microorganismos que
utilizaria con los siguientes materiales:

Cultivos contaminados:
Calor himedo/Autoclave/121°C 20
Medio de cultivo que contiene leche:
Medio de cultivo: Autoclave/121°C 20
Leche: Pasteurizacién
Matraces de vidrio vacios:
Calor seco/Estufa
Solucién de vitaminas:
Filtracion
Superficie de trabajo en la campana de siembra:
Desinfectante no corrosivo
Tubos Eppendorf:
Autoclave/ 115°C 15
Solucién concentrada de glucosa:
Filtracién
Etanol 98:
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TECNICAS DE ESTERILIZACION

CALOR: material resistente a altas temperaturas.

Calor himedo (121°C 15°): medios de cultivo, filtros,
pléstico termorresistente.

Calor seco (160-180°C, 2h): material de vidrio.

Incineracion (2500°C): asas de siembra, papel, etc.
FILTRACION: liquidos termosensibles, gases.

COMPUESTOS QUIMICOS: area de trabajo,
superficie corporal, cultivos a eliminar, etc.

Indique el método de control de microorganismos
que utilizaria con los siguientes materiales:

Zumo de frutas:
Pasteurizacién
Bata de laboratorio:
Autoclave o Desinfectante
Superficie de trabajo en la mesa de laboratorio:
Desinfectante (hipoclorito sédico)
Puntas de pipeta automdtica:
Autoclave
Pinzas de pldstico:
Autoclave
Asa de siembra:
Incineracion (llama)
Filtros:
Autoclave
Jeringas con restos de sangre:
Incineracién



® @ o | Clasificacion Agentes Bioldgicos

NIVEL 1: Poco probable que cause enfermedad en el
hombre.

NIVEL 2: Patégeno que puede causar enfermedad en el
hombre. Poco probable que se propague a la colectividad.
Existen medidas profilacticas y tratamientos eficaces.

NIVEL 3: Patégeno que puede causar enfermedad grave en
el hombre. Riesgo de propagacion a la colectividad. Existen
profilaxis y tratamiento eficaces.

NIVEL 4: Patégeno que causa enfermedad grave en el
hombre. Muchas probabilidades de propagacién. No existen
generalmente profilaxis y tratamientos eficaces.

Proteccion Agentes Bioldgicos

Real Decreto 664/97 de 12 de Mayo sobre la Proteccion
de los Trabajadores contra los Riesgos Relacionados con
la Exposicion a Agentes biolégicos durante el Trabajo
Ley 9/2003, de 25 de abril, sobre la utilizacion
confinada, liberacién voluntaria y comercializacion de
organismos modificados genéticamente, y en el Real
Decreto 178/2004, de 31 de enero, por el que se aprueba
el reglamento general que la desarrolla.

Proteccién Agentes Bioldgicos

NIVEL 1: Medidas higiénicas basicas.
NIVEL 2, 3 y 4: Medidas higiénicas bésicas mas
medidas de reduccion de riesgos.

»Disefio y ubicacion del lugar de trabajo.

»Instalaciones especiales:

»cabinas de seguridad biolégica: clase I, 116 I11 (nivel 4)

»Condiciones de trabajo.

»Protecciones personales.

»Métodos de trabajo.

>Gestion de residuos.

21/07/2014
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