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\ Eliminacéo parcial ou Eliminacao total}

|

MORTE: Perda irreversivel da capacidade de reproducéo —
acao microbiocida (morte rapida do microrganismo)

\ Inibicéo do crescimento}

|

INIBICAO: Bloqueio da multiplicacdo — acdo microbiostatica
(microrganismos vivo nao multiplica — morte lenta)
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TRATAMENTOS MICROBICIDAS: sao agqueles qgue matam
0S microrganismos.

Esterilizacao

Antissepsia
TRATAMENTOS MICROBIOSTATICOS: sio aqueles que so
Inibem o0 crescimento microbiano. Parecem mortas, mas

guando o tratamento fol interrompido, elas tornam a crescer.

Desinfeccao

Descontaminacao
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ESTERILIZACAO: destréi toda a vida microbiana.
ANTISSEPSIA: mata 0os microrganismos em tecido vivo.

DESINFECCAO (SANITIZACAO): reduz o numero de
patdgenos a um nivel em que ndo sejam mais um risco de
doenca, em matéria inanimada.

DESCONTAMINACAO: torna segura uma superficie que foi
fortemente exposta aos microrganismos.

ESTERILIZAR UM INSTRUMENTO TAMBEM DESINFETA E
DESCONTAMINA
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Tipos de tratamento para controle de microrganismos:

Quimicos: Fisicos:
Produto quimicos Calor
Frio
Eficiéncia depende: Radiacao
Tipo e numero de microrganismos Filtrac&o
Estado fisiologico das celulas
Tempo de exposicao Dessecacao

Pressao osmotica
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Os métodos de controle microrganismos podem atuar de
diferentes formas na célula:

Rompimento das ligacdes
das proteinas
e acidos nucleicos:

flagelo

‘ desnaturacao

; citoplasma
ribossomos

parede celular

capsula mesossomo

DNA (nucledide)
\

| membrana plasmatica |

v

LesbOes na memb
e parede:
altera permeabilidade
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CALOR
% E o mais efetivo > MICROBICIDA

< E 0 melhor método se o material a ser tratado n&o for sujeito a
danos causados pelo calor

desnaturacéo de proteinas, levando a perda
da integridade celular e morte

¢ O calor penetra, eliminando os microrganismos do objeto

outros tratamentos esterilizam apenas as superficies que
tocam, como luz ultravioleta e substancias quimicas.
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CALOR

Calor seco
Tempo X Temperatura
Oxidacao de componentes dos microrganismos

Flambagem
Estufas e fornos

Incineracéao

Calor umido
Temperaturas mais baixas Tempo x Temperatura x Umidade
Alto calor |_atente Desnaturacao de acidos nucléicos e proteinas
(conserva mais o calor) Fluidificacdo de lipideos da membrana

Elevado poder de penetragao Esterilizacao

Agua em ebuli¢io
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CALOR SECO

* Flambagem

* Ocorre destruicao do microrganismo pelo Calor direto - a alca
de vidro ou a alca de platina é levada a chama de um bico de

Bunsen
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CALOR SECO

* Flambagem

« Utilizado para isolamento de culturas pela técnica de
espalhamento, e na confeccéo de esfregaco para coloracéao e
visualizacao de microrganismos, como nha coloracao de Gram.




CALOR SECO

* Flambagem

* Colocar a algca em contato primeiro com a

Controle de microrganismos

chama redutora, em que a temperatura € H_-{
menor, numa inclinacao de 45°, e depois k

na chama oxidante.

 Deixar até ficar vermelha.

e

 Esfriar antes de colocar em contato com =, '.

0S microrganismos.

hl‘l::'. . .I i
b

5
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CALOR SECO

¢ Estufas e fornos

« Recomendado quando o contato direto ou o uso do calor umido
com o material € considerado indesejavel.

C vidrarias, placas, pipetas, tesouras, materiais em aco inox

« O material deve estar limpo, deve ser embalado em papel
pardo ou em sacos resistentes, com fita adesiva indicadora.
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CALOR SECO

s+ Estufas e fornos

170 a 205°C
120 min
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CALOR SECO

.  Distribuir 0 material

« Nunca encher mais que 80% da
capacidade;

L.

s
1

« O tempo sO € contado quando
atinge a temperatura;

« Nao abrir a porta antes de esfriar,
« Ventilacao para distribuir o calor;

« Controle periodico da
temperatura.
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CALOR UMIDO

s Autoclave
' Tempo x Temperatura x Umidade
+

PRESSAO

3

€ 0 agente mais seguro e eficiente para fins de
esterilizacao, proporcionando temperaturas mais
b - elevadas que as obtidas por ebulicao

121 a 134°C
15 a 30 min Meios de cultura, roupas, instrumentos, material
contaminado, equipamentos
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CALOR UMIDO
s+ Autoclave

« Material € limpo e embalado, de maneira que
nao tenha contato com o ambiente e micro-
organismos apos a esterilizacao.

« Normalmente se usa papel pardo, ou sao
feitos pacotes ou a boca das vidrarias sao
tapadas.

« Também deve se utilizar a fita indicadora, pra
nao confundir material contaminado com
esterilizado.
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CALOR UMIDO

s Autoclave

* Antes de iniciar o processo, deve-se conferir
o nivel da agua, que deve cobrir as
resisténcia, quase encostando no cesto.

O material deve ser distribuido também de
maneira uniforme e nao ultrapassando 80%
da capacidade.

 Deve-se fechar a tampa, apertando as travas
opostas, pra que seja usada a mesma forca,
nos lados opostos.
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CALOR UMIDO
s+ Autoclave

« Ligar a chave no maximo e esperar sair vapor
de agua pela valvula.

« Quando comecar a sair vapor, fechar a
valvula e esperar pressao e temperatura
subirem.

* Quando atingir 121°C , colocar no médio e
contar o tempo.




CALOR UMIDO

s Autoclave

Controle de microrganismos

Desligar e esperar temperatura e pressao baixarem para abrir.

O material sai umido, devendo ser seco em estufa antes de ser

guardado.
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CALOR UMIDO

< Agua em ebulicéo (fervura)

Destroi células vegetativas, fungos, virus
- 10 minutos

Esporos e termofilicos - podem resistir

Capaz de eliminar a maioria dos
patdgenos - 30 minutos

O problema de utilizarem  _Esporos de C. botulinum = 5,5 horas
laboratdrio € que o material

nao seria embalado, ficando
sujeito a contaminacao
futura.

-Esterilizacao - 4 a 5 minutos
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FRIO

<+ NAO mata a maioria  dos microrganismos -
MICROBIOSTATICO

C armazenamento frio - é usado para preservacao,
armazenamento por periodos limitados.

C microrganismos que nao morrem permanecem em
estado de congelamento.

 CHOQUE FRIO — quando uma cultura em crescimento de
repente é resfriada, muitos microrganismos sao imediatamente
mortos (nitrogénio liguido). Tem excecao!
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FRIO

Frio em alimentos =3 cristais de gelo . .

¢ 4
.

oy
, & .

Microrganismos =9 muito pequenos * #.es
para que se formem cristais de gelo = %9
dentro ¢

Morrem pela alta forca osmaotica que
se desenvolve engquanto a agua
congela no ambiente externo.
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Agentes conservantes para criopreservagao

Considerando a importancia da conservacdo de microrganismos por
longos periodos, na tentativa de prevencdo ou até mesmo na reducdo dos
efeitos adversos dos meétodos de preservacdo de amostras bioldgicas, por uma
descoberta acidental, verificaram a protecao efetiva do glicerol sobre materiais
biologicos. Posteriormente, a acao protetora de outras substancias foram
descobertas e intensamente utilizadas na rotina laboratorial, como o
dimetilsulfoxido (DMSO).

Deste modo, uma maior quantidade de agua permanece no estado
liquido sob baixas temperaturas, levando a redugdo na concentracao
intracelular de solutos e proporcionando um ambiente menos prejudicial aos
microrganismos durante o congelamento.

Estes compostos sdo capazes de realizar ligacbes com as moléculas
de agua, levando a uma significativa reducao na formacédo e no tamanho dos
cristais de gelo intracelular, os quais danificam a membrana celular.
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Congelamento:

Nitrogénio liquido:
-196°C

Refrigeracao:
4a 7°C
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RADIACAO

% Radiacdao com luz visivel e com comprimento de onda mais
longo nao e significativamente letal aos microrganismos.

Espectro

eletromagnético Luz visivel

400-700 nm

Radiofrequéncia

Ultra- & Infra- micro-ondas

violeta g vermelho | yuE VHF, HF etc...

Microrganismos evoluiram varios
mecanismos de reparos de DNA para
corrigir danos




As 3 manerras de se medr o comprmaento de onda  -veor
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RADIACAO
% Os tipos de radiacdo que matam bactérias diretamente sao

todos de comprimento de onda menores do que a luz visivel

Espectro
eletromagnético

Luz visivel
400-700 nm

Radiacdo IONIZANTE (até 0,001nm)
§ infra micro-ondas

* o ' T
Raramente utilizada em laboratdrios de A | ] [P0
microbiologia pela complexidade da _ f

~ 1nm nonm

técnica, mas apresenta aplicacao '
"M"I'ﬁ".-'w' [\/\/f\/\
Y u \

comercial consideravel !
(alimentos, vidros, plasticos) ,'”',."',"

% O comprimento de onda UV mais letal € de aproximadamente
265nm, por trazer dano ao DNA gue absorve ao maximo nesse

vermelho UHF,VHF, HF etc...

Luz ULTRAVIOLETA (10 a 400nm)
i Radiofrequéncia

km

comprimento de onda.




* UVA-Luz Negra—315:400 nm

— Bronzeado;
— Formacao da catarata;

e UVB - Regiao do eritema —280:315nm

— Regiao potencialmente carcinogénica;
— Protetores solares;

e UVC - Bactericida e Germicida - <280 nm

— Protegidos pela camada de oz6nio;
— Lampadas de vidro bloqueiam completamente esses raios.

Eritema: Coloracdo avermelhada da pele ocasionada por vasodilatacao capilar.



Controle de microrganismos

RADIACAO

, i 7

% A LUZ UV mata micro- ['// ﬂ
organismos somente em
SUPERFICIES, nao
penetrando nem mesmo
em vidro.

«» RISCO a saude humana
por dano & CORNEA.

Camara de fluxo laminar
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FILTRACAO

* As celulas microbianas podem ser
removidas de liguidos ou gases por
filtracao.

< E mais demorada e cara, ja que um
novo filtro deve ser usado a cada vez,
comparada a autoclave.

“ Entdo apenas liquidos e solucdes
sensiveis ao calor sao filtrados.

< NAO remove a maioria dos virus, mas o
processo € adequado para boa parte
dos propodsitos rotineiros de laboratorio.
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FILTRACAO

*» Os filtros sdo chamados de FILTROS
DE MEMBRANA, que sao folhas de
nitrocelulose uniformemente porosa
(0,45um de diametro).

% Solucdes de vitaminas, antibioticos e
outros compostos sensiveis ao calor
sao normalmente filtrados antes de
serem adicionados a um meio.

E UM METODO QUE NAO ESTERELIZA
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DESSECACAO (secagem)

* Remocao de agua - evaporacao ou sublimacao.

* Evaporacdo: ndo é comumente utilizada em laboratorio por
causar mudancas quimicas, porem é amplamente aplicada na
industria.

Diminuic&o da agua

¥

Concentracao dos solidos




Controle de microrganismos

DESSECACAO (secagem)

% Sublimacédo - converséao direta de um estado solido para um
gasoso C (congelamento e apos vacuo parcial).

LIOFILIZACAO

 Ex. Preservacdo de materiais pereciveis como proteinas,
produtos gue contém sangue e culturas de referéncia.
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DESSECACAO

Técnica de conservacao a longo prazo.




Liofilizacao

A técnica se baseia na remocao da agua intracelular de
materiais bioldgicos congelados, por sublimacao, evitando a
formacéo de cristais de gelo, capazes de provocar danos as
estruturas celulares, além da degradacéo de enzimas presentes

no citosol, levando a morte dos agentes.

Basicamente, a liofilizacao pode ser definida como um
processo de desidratacdo sob condicoes de vacuo, constituido
por trés etapas: congelamento, desidratacao primaria e
desidratacéo secundaria.



Liofilizacao
O congelamento promove a inércia do material a ser
liofilizado, gerando uma interrupcao das reacdes quimicas e

atividades biologicas, sendo por isso uma das fases mais
criticas.

Posteriormente, a amostra biologica sofre desidratacao
por meio de sublimacdo, seguindo-se com 0 emprego de
temperaturas de secagem, sob pressoes reduzidas.

A liofilizacdo € amplamente empregada na manutencao
de diferentes microrganismos e é considerada uma técnica de
conservacao a longo prazo.
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PRESSAO OSMOTICA

% S4o usadas altas concentracOes de sal ou
acucar para preservar alimentos pela mesma ~—
razao da secagem: microrganismos hao
conseguem crescer sem agua.

A alta forca osmotica pode
danificar as células por
plasmolise.
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Metodo Mecanismo de agao Comentarios Uso preferencial
Fervura Desnaturagdo de proteinas  Mata bactérias, fungos em  Processo de desinfacgdo de
15 min. Nao & eficaz para larga utilizagdo caseira.
todos enddsporos.

LW Dy WIS e

flambagem Oxidacdo de todo material  Método de esterilizacio Alga e fio de platina
ate formar cinzas

Filtracao Remogio mecanica Separacio de bactérias em  Eliminacdo total de
meios solugdes liquidas ou  bactérias.
gases
ionizantes Destroem DMNA, formam Metodo eficaz de Usado para esterilizag3o de
radicais superativos esterilizagao, caro. produtos cirusgicos

Baixas temperaturas
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PRODUTOS QUIMICOS

*» Halogénios: Cloro e lodo
Ruptura de membrana plasmatica

o A 4 0
* Alcoois: alcool 70% Desnaturacéo de proteinas

s SablOes e detergentes:. controle Céula intact
mecanico, podem conter |
antimicrobianos

o

s Aldeidos: glutaraldeido e rompimets \ o

formaldeido SRR
./ D?’U '\

. - . T O

¢ Esterilizantes gasosos: oxido de \‘ g 7 i
etileno N

% Acido peracético




