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Controle e inativacao de
miCrorganismos

= Se refere as diferentes formas de inativar “matar” ou
remover 0s microrganismos, reduzir o numero € inibir o
crescimento.

e O mé¢todo de escolha depende do tipo de material que
contém o microrganismo.

e Este controle pode ser feito através de métodos fisicos ¢ |
metodos quimicos.

Os microrganismos sao considerados mortos quando perdem a sua capacidade de se
multiplicar de forma irreversivel.
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Condigoes que Afetam a Atividade de um Agente
aptogénico
= Tamanho da populacao susceptivel

" Intensidade ou concentracao do agente (bactéria, virus,
fungo, parasita também.

" Tempo de exposicao ao agente

" Temperatura do ambiente, relacao com a sobrevivéncia
¢ multiplicacao do agente.

" Natureza do meio onde o agente se encontra: umidade,

Jio) A
" Tipo de microrganismo
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Tamanho populagao lmcml de um agente lré mﬂuénclar sobre a
efetividade de uma substancia

FIGURA 7.2 O grdafico mostra a taxa de morte de trés
populagdes diferentes de microrganisTmos expostos a um
mesmo agente microbicida. A populacao | € a menor e
e destruida em um periodo de fempo mais curto. As
populacdes Il e lll requerem um perodo de tempo maior
para serem destruidas porque as populacoes iniciais eram
maiores.
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. Tipos de Agentes, métodos de inativagao e controle e
Mecanismos de acao |

= Controle agentes por métodos Fisicos
= Esterilizacao pelo calor
= Esterilizacao por radiacao

= Esterilizacao por filtracao




Controle Antimicrobiano por Agentes Quimicos

v’ Agentes quimicos de uso externo (topico).

v' Agentes Antimicrobianos Utilizados In vivo

Farmacos antimicrobianos sintéticos
o
Antibioticos - . (‘ -
' } \%
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Farmacos antifungicos e 2 ™

Farmacos antivirais
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Desinfetantes ou produtos quimicos de
limpeza e desinfeccao




Controle Antimicrobiano por Agentes Fisicos

= Quando uma populacao microbiana ¢ submetida ao
calor, a reducao do numero de individuos viaveis ocorre
de forma exponencial.

= Portanto, quanto mais tempo se passar exposto ao calor,
menor a quantidade de microrganismos em
determinado meio.
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Controle Antimicrobiano por Agentes Fisicos

v'Calor- barato e facil;

~ Os microrganismos sao considerados mortos quando

perdem a sua capacidade de se multiplicar de forma
irreversivel.

A 1inativacao ¢ dependende da resisténcia, quantidade e

estagios metabolicos do microrganismo.
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= Desnaturacao de profeinas;
= Fluidificacao dos lipideos;
= Os trés parametros que podem

expressar essas diferencas:
temperatura, fempo e grau de
resisténcia.




Controle Antimicrobiano por Agentes Fisicos

v'Calor Umido

* desnaturacao de proteinas € enzimas

a) Agua fervente (100 °C)
~ células vegetativas x esporos; 15 a 30min.

b) Sob pressao (autoclavagem) — 121 °C — 15min.
~ rapido aquecimento
~ grande penetracao

c) Pasteurizacao ~ 1860: Louis Pasteur
62,8 a 65°C/30 min
ou 72 °C/15s
UHT (130-~150°C/2 a 4 segundos)
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Calor umido

e a) Fervura

= Nao ¢ um método de esterilizacao, mas apos cerca de 15 a 30
minutos de fervura pode inativar uma grande quantidade de
microrganismos, mas hnao ¢ eficaz contra endosporos
bacterianos e alguns virus.




b) Autoclavacao

= O mecanismo ¢ a desnaturacao de proteinas.
= Se 0s materiais a serem submetidos a autoclavacao nao
forem deformados pelo calor ou umidade, este € o melhor

metodo a ser empregado.

= A autoclave € um aparelho que trabalha com temperatura e
pressao elevadas.

= Utiliza-se esse processo para esterilizacao de meios de
cultura, solucgoes, utensilios € instrumentos.



c) Pasteurizacao

O mecanismo de acao da pasteurizacao também ¢ a
desnaturacao de proteinas.

Este mé¢todo foi desenvolvido por Louis Pasteur em
1846.

Consiste em aquecer o produto em uma determinada
temperatura, por um certo tempo e logo apds, resfrid-
o)

Este processo reduz o numero de microrganismos, mas
nao assegura sua esterilizacao. Muito utilizado na
esterilizacao de leite, creme de leite, cerveja etc...
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Controle Antimicrobiano por Agentes
Fisicos
= Radiacoes :

v' Utilizam radiacoes, mas tem um custo elevado. Formam radicais
superativos ¢ destroem o DNA. Utilizado para esterilizacao de
produtos cirurgicos

a) lonizante: ionizacao das moléculas, alto poder de penetracao.
v’ raios gama
v raios-X
v’ feixes de elétrons
b) Nao-ionizantes: a mais empregada ¢ a luz ultravioleta, que altera =
o DNA através da formacao de dimeros. As lampadas germicidas =
sao de baixo poder de penetracao.
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~ b) Nao ionizante: luz ultravioleta, excita os eletrons produzindo
~ varios tipos de reacao:
v DNA (mais afetado) - dimeros de pirimidina
v’ possui baixo poder de penetracao
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Radiacoes — usos:

v Usados para esterilizar seringas plasticas, luvas,
cateteres, fios de sutura.

v' Dependem do comprimento de onda, da
intensidade, da duracao ¢ da distancia da fonte
para esterilizar.

v. MICROONDAS- As radiacoes emitidas nao
afetam o microrganismo, mas geram calor,
esterilizando meios de cultura e materiais.
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Sensibilidade de Microrganismos a Radiacao:

B bty i,

]

i

Clostridium botulinum
Clostridium tetani

Bacillus subtilis Bacteria Gram-positiva,
aerdbia, esporulante
Escherichia coli O157:-H7 Bacteria Gram-negativa
Salmonella typhimurium Bacteria Gram-negativa
Lactobacillus brevis Bacteria Gram-positiva
Deinococcus radiodurans Bacteria Gram-negativa,
resistente a radiacao
Aspergillus niger Bolor
Saccharomyces cerevisiae Levedura
Febre aftosa Virus 13.000
Coxsackie Virus 4_500
Inativagdo enzimatica 20.000-
S50.000
Desinfestagao de insetos 1.000-5.000

"D10 corresponde a quantidade de radiacao necessaria para reduzir
em dez vezes (uma unidade logaritmica) a populacao inicial, ou nivel de
atividade. Gy = grays; 1 gray = 100 rads. A dose letal para humanos &

de 10 Gy.
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= Quando em contato com meios hipertdnicos (alta
concenfracao de sais e acucares) as células dos
microrganismos perdem agua por osmose, ficando &
murchas, impedindo assim o crescimento bacteriano.
Me¢todo utilizado para conservar alimentos. 3
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Controle Antimicrobiano por Agentes Fisicos

v'Calor Seco

= Flambagem;

" Incineracao: eliminacao de contaminantes e cadaveres.
Também ¢ muito eficaz. Utilizado para incinerar diversos
tipos de materiais, como pap¢is, materiais hospitalares,
carcacas de animais, etc... Também oxida todo o material
ate virar cinzas

* Forno de Pasteur

* 160 °C durante 2 h



Calor Seco

e Eum método simples, porém muito eficaz. Consiste em
colocar a alca de platina diretamente sobre o fogo,
oxidando todo o material até virar cinzas.




Fornos

= Normalmente ¢ utilizado para esterilizar vidrarias.
Deve-se atentar bem a relacao tempo x temperatura.
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| Bacillus anthracis

] Calor umido
| Especie Temp °C Tempo Temp °C
i (min)

Calor seco
Tempo
(min)

>180

9-90

Clostrid. botulinum 300-530
32-90
10-40

| C perfringens 5-45

3

50

5-27

4
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Filtracao

= Separacao mecanica~ a passagem de solucoes ou gases
através de filtros retém os microrganismos, entao pode
ser empregada na remocao de bactérias e fungos,
entretanto, passarao a maioria dos virus.

Membrana Filtrante

Sterifil aseptic
Suporte de
filtragdo a vacuo
Sterifil em
polissulfona,
= e composto de funil,
' N base e copo
— coletor.

Stericup
Unidade filtrante

STERICUP com membrana
express 0,22mm e PVDF
0,45 um, funil e frasco

coletor. ' I
W

. Trasnferir a
membrana para
placa de Petri e
incubar



Controle Antimicrobiano por Agentes Fisicos

= Filtracao
v'Chamberland (1884): primeiro filtro bacterioldgico de
porcelana para agua
v'Modernos: membranas de ésteres de celulose
~ poros uniformes
~ diametro variavel
~ descartaveis
* ex. filtros HEPA (A1gh efficiency parficulate air):
acetato de celulose dobrado ao redor de folhas
de aluminio ~ retem 99% da matéria particulada



Filtros HEPA Utilizados em Camaras de Fluxo Laminar

\
Fuil-depth

corrugated
scpm

N\

Contnuous sheet of
pleated filter "paper”
(shown folded out of

filter frame)
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Unidades de Membranas Filtrantes Descartaveis

Meio nao estéril

Funil

Grampo de

> Membrana filtrante

— >y Plataforma de
vidro

Base

Rolha de borracha

S22

v'Muito utilizados na preparacao de meios de cultura para cultivo celular, produaco de
soros hiperimune, entre outros.

= b ' pa——" . _ a - s, 2. = %, b
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Controle Antimicrobiano por Agentes
Quimicos
=Caracteristicas de um bom agente de controle quimico:

= Alta toxicidade para os microrganismos;

= Soluvel em agua,

= Estabilidade quimica elevada;

= [ndécuo para o homem, plantas e animais

= Capacidade de penetracao na matéria organica,

= Toxicidade para os microrganismos em temperatura
ambiente;

= Nao ser corrosivo, nem manchar;

= Desodorante ¢ detergente.
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ontrole Antimicrobiano por Agentes Quimicos: exemplos d
| gumas moléculas

al

= Esterilizantes

a) Oxido de etileno

v ativo contra células vegetativas e enddsporos;
v alta penetracao, mas necessita longa exposicao;
v’ liquido abaixo de 10,8°C, acima disso é um gas;

b) Alquilantes (alquilacao de proteinas)
v' B-propionolactona

v Glutaraldeido

v'Formaldeido (formol)
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Controle Antimicrobiano por Agentes Quimicos

= Desinfetantes

a) Fendis (acido): primeiro agente quimico usado para o
controle microbiano.
v efetivo agente antisséptico em hospitais.
v'solucao a 5% mata células vegetativas, mas nao os enddsporos.
b) Alcodis
v’ Etilico a 60-85%: mata células vegetativas.
v Metanol: mais eficiente porém muito toxico.
v’ Desnaturacao de proteinas.
v' Dissolvem os lipideos da membrana
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Controle Antlmlcroblano por Agentes Qulmlcos

¢) Halogénios: iodo, cloro, bromo

v'Iodo e compostos relacionados: agente oxidante,

combina-se com a tirosina, inativando proteinas.

v’ Cloro: formacao de acido hipocloroso liberando radicais de
OXig€enio.

d) Metais pesados: chumbo, zinco, prata, cobre, mercurio

v’ combinam-se com proteinas, provocando sua inativacao ex:

timerosal= mercurio

e) Detergentes-~ desnaturacao das membranas
v’ Anidnico (sabao)
v'Catidnicos: (Cloreto de amonio)







Agentes de superficie

Compostos quaternarios de amonio

= Mecanismo de acao: alteram a permeabilidade da
membrana, inibem enzimas, desnaturacao de proteinas;

= Ativas contra G+ e pouco menos ativas contra G-.

= EXEMPLOS:

= Cloreto de benzalconio
= Cloreto de cetilpiridinio = Cepacol
= (Clorexidina



| Quadro 1. PROPRIEDADES DOS DESINFETANTES

DESINFETANTE

Prupriedades Glutaraldeido | Clorexidina Cloro Todo Fenol Amonia Formol
quaternaria

Bactericida + + + + + + +
Fungicida + - - + + + +
Viricida + + + + + + +
Toxicidade + - + - + - +
Faixa de pH Alcalino Alcalino | Acido Acido | Neutro | Alcalino | Alcalino
efetivo
Aciio na ++++ + + +++ | ++++ ++ ++++
presenca de
mateéria
organica
+ : Atividade do desinfetante
— + Auséncia de atividade
+ : Atividade limitada a condicoes especiais. 43

Fonte: Codigo Zoosanitario Internacional — O.LE. - 1986.




Indicadores Biologicos para teste de
controle e estrelizacao

= Usado para suspensoes-padrao de esporos bacterianos
que sao submetidos a esterilizacao juntamente com os
materiais a serem esterilizados.

= Apos o processo, os indicadores sao colocados em
meios de cultura adequados. Se mnao houver
crescimento, ¢ porque o processo de esterilizacao foi
eficiente.

K- TEST - index
Grobacillus steas
Vapor sat 3
KAJ-TEST a : H
0TE £007/21-
monitorament~ -

Indicador biolégico pa
KAJ-LAB




Preservacao de microrganismos

Mimia do Homem de Gelo revela novos dados sobre bactérias estomacais

BOLZANO, Italia - O cadaver mumificado de 3.300 anos de idade, conhecido como Otzi ou Homem de Gelo, esté proporcionando aos cientistas novas pistas sobre as infeccfes estomacais.

Os cientistas do Instituto das Mumias e do Homem do Gelo, localizado no norte da Italia, extrairam a bacténia Helicobacter pvlori das entranhas da mumia e realizaram uma analise de seu DNA. Ela revelou que as bactérias encontradas no
Homem do Gelo pertenciam a uma eepa nunca vista nos seres humanos de hoje.

“Ele [0 Homem do Gelo] era portador de uma cepa mais pura, uma cepa nio hibrida; podemos dizer também que a historia da genética das populagdes com Helicobacter na Europa é bem diferente do que se pensava anteriormente”, disse Albert

Zink, presidente do EURAC.

Os cientistas esperam realizar estudos posteriores para obter mais informagdes sobre a evolugio e o surgimento das bactérias.

A mimia do Homem do Gelo encontrada perfeitamente preservada em uma geletra do Tirol, vista na (Eurac) Academia Europeia de Bolzano, norte da Itdlia. Foto de 04 de dezembro de 2015, REUTERS / Siidtiroler Archieologiemuseum /
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Baixas Temperaturas, usadas em geral para preservacao de
microrganismos
Nao tém efeito esterilizante, apenas interrompem o
crescimento bacteriano, preservando os microrganismos.
Preservacao de alimentos, drogas;
Inibicao das reacoes metabdlicas;
Formacao de cristais de gelo (congelamento);

Reducao da agua disponivel.
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Liofilzacao usadas em geral para
preservacao de microrganismos

= Este ¢ um método para preservacao de microrganismos.

mESabe-se  que ha auséncia - de. ¢ dgua; “Lalgtne
microorganismos tém o seu metabolismo reduzido e ate
ausente, poréem permanecem viaveis.

= Através da liofilizacao a agua € removida do interior das
c¢lulas e o0s microorganismos sao preservados em

prateleiras aquecidas sf;‘f’g;;':‘a%zge bomba a
vacuo
© 2002 HowStuffWorks
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Agentes Antimicrobianos
Utilizados In vivo




Agentes Antimicrobianos Utilizados In vivo

~ A maioria dos agentes fisicos ¢ muito drastica e a maioria dos
agentes quimicos ¢ muito toxica para uso interno em humanos.

~ Mesmo antissépticos moderados podem ser aplicados somente
sobre a pele.

~ Diferentes tipos de farmacos antimicrobianos sao produzidos |
confinuamente pela industria farmaceutica.

~ Os farmacos antimicrobianos sao classificados de acordo com
sua estrutura molecular, seu mecanismo de acao € seu espectro
de atividade antimicrobiana.

-~ Categorias de farmacos antimicrobianos: Agenfes Sintéficos ou
Quimioterdpicos, Anfibidticos naturais ou semi~sintéticos.



Podem ser classificados de acordo com o mecanismo de
acao, estrutura ou molécula quimica (origem). No
entanto, existem outras classificacoes como pelo
espectro de acao.

s 2R



Bacteriostatico




“Agentes Antimicrobianos Utilizados In vivo
= Antibidticos

Definicao: Agentes antimicrobianos produzidos por microrganismos
(bactérias e fungos) exibindo funcao de inibir ou matar
outros microrganismos

“Descoberta da Penicilina (1928) e seus efeitos curativos em varias doencas
infeciosas

Antibidticos comercial em 1941.

b



Ex: Alguns Agentes Antimicrobianos

v’ Antibibticos B-lactamicos: derivados de aminoacidos, possuem

anel betalactamico.

" 50% dos antibioticos produzidos mundialmente;

» Produtores: Penicillium chrysogenunt. penicilina
Acremonium spp.: cefalosporina;

" [nibem a sintese de peptidoglicano (transpeptidacao)

" Provocam a liberacao de autolisinas: digestao da parede ja
existente;

" Espectro: ativos contra bactérias Gram positivas;

" Principais representantes: penicilinas ¢ cefalosporina

= Aparecimento de resisténcia: producao de p-lactamases.

" Qutros vancomicina e cloranfenicol




Principais Agentes Antimicrobianos

v’ Antibidticos Aminoglicosideos: derivados de acucar.
" Aminoacucares unidos por ligacoes glicosidicas;

" Principal representante: Estreptomicina (produzida por
Strepfomyces griseus);

" Acao: inibicao da sintese de proteinas (ligacao com a subunidade

308);

" Espectro: ativos contra G~ ¢ G+, usados clinicamente contra Gram

negativos;

" Rapido aparecimento de cepas resistentes;
" Apenas 3% do total de antibioticos produzidos;

"Qutros: gentamicina, amicacina, neomicina, paromomicina;



v’ Antibidticos Macrolideos: derivado de acucares.
* Grande anel lactona conectado com acucares;
" Principal representante: Eritromicina (produzida por
Streptomyces erythreus);
" Acao: inibicao da sintese de proteinas -~ combina-se com a
subunidade 508 ribossomal;
" Ativos contra bactérias Gram + ¢ Gram -;

" Usado em substituicao a penicilina para pacientes alérgicos;

" Qutros: azalideos: azitromicina; clarimicina; glicosideos acidos:
novobiocina,



= Qutros: Derivados de acetatos ¢ propionatos;
"Policnicos: nistatina;

= Aromaticos: i
Tetraciclinas

Glicilciclinas
Rifamicinas

»Esteroides: acido fusidico;

*Derivados do grisano: griseofulvina;

*Existem muitos outros agentes bacterianos, contra diferentes
Zéneros € especies de bactérias.

= Sulfonamidas: possuem enxofre na sua formula quimica,
atuam em nivel de metabolismo. Varias utilizacoes (acao
bacteriostatica).




Mecanismos de Acao de Alguns dos Principais Agentes
Antimicrobianos de Procariotos

v'Principais alvos:
~ Parede celular
~ Membrana plasmatica
~ Processos biossinteticos:
sintese de proteinas (ribossoma 30 s)
sintese de dc. nucléicos



Sintese da parede celular DNA girase

Ciclosserina Oinolonas Ac;ido nalidixico
Vancomicina Ciprofloxacina
Bacitracina Novobiocina
Penicilinas
Cefalosporinas
Monobactamicos
Carbapenemos [
".-’..w;.‘:

Metabolisma de Acido Folico
Trimetroprim L
Sulfonamidas A

LV

1',._\
Estrutura e funcao da ‘
membrana citoplasmatica
Polimixinas
Daptomicina
PABA

Elongacao do ANA

Actinomicina

.F:':r:.n
s

Membrana Parede
citoplasmatica celular

Plantesimicina

RNA polimerase ‘

Rifampina

Sintese pr
(inibidores d

Sintese pre
(inibidores ¢

Kanamicina
Amicacina

ATl
.....

Puromicina




Antibidticos

Espectro de acao: * Largo espectro (ex: Tetraciclina)
* Baixo espectro (ex: Vancomicina)

Bacteria | Bacteria parasitas obrigatorias ! Virus
I ]

Eucariotos

Virus Virus
Micobactérias  Bacteria Bacteria deRNA  de DNA

gram-negativas  gram-positivas

48 7

Fungos Clamidias ~ Riquétsias

& x & >
«x 7 < 7

A
A 4
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I Tobramicina Peniciinas | :
T“_I | | . | | Inibidores nao
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Yie : Sulfonamidas : ] nuclgomdmos de
Allaminds | Cefalosoori  transcriptase reversa
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Mecamsmos de Agao de Agentes Quimioterapicos Anhfunglcos

Sintese da parede celular:
Polienos ligam-se ao Polioxinas inibem a sintese

ergosterol e afetam a de quitina '
integridade da Sintese de ergosterol:

membrana Azobis e Alilaminas
inibem a sintese

Fungcdes da membrana:

Sintese de acidos nucléicos: _ )
5-fluorocitosina é um Formacgao de microtubulos:
analogo nucleotidico Griseofulvina impede

que inibe a sintese de a agregacao dos microtubulos
acidos nucléicos durante a mitose
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~ Teste de Difusdo em Discos - Antibiogr
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Placa de agar nutriente

Inocular a cultura em 5ml
g de agar para a confecgao
S de uma sobrecamada

)

Placa com a sobrecamada

i
’ ; Discos de antibioticos sao colocados
i sobre a superficie
" -
: Incubar por 24-48 h
';, O organismo teste exibe sensibilidade a alguns antibiéticos,

indicada pela inibicao do crescimento bacteriano ao redor
dos discos (zonas de inibigao), apos a incubagao



Outra definicao de controle biologico ¢, “Controle de um
microrganismo por outro microrganismo”.

Por esses conceitos, o controle biologico inclui praticas
culturais para criar um ambiente favoravel aos
antagonistas € a resisténcia da planta hospedeira ou

ambas;

Melhoramento da planta para aumentar a resisténcia ao
patdogeno ou adequar o hospedeiro para as atividades
antagonicas de microrganismos; infroducao em massa de
antagonistas, linhagens nao patogénicas ou outros
organismos ou agentes benéficos.







