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INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS
DEL MANUAL DE LABORATORIO DE MICROBIOLOGÍA
PARA ALUMNOS Y AYUDANTES

			La Microbiología estudia la interacción entre los microorganismos, ya sea bacterias, virus, hongos y parásitos, con su hospedero y el ambiente. Es una ciencia transversal que incluye el estudio de la biología de estos organismos, su impacto benéfico o como agente causante de enfermedades infecciosas en humanos, animales y plantas, además del impacto de los microorganismos en la industria alimentaria, farmacéutica y el ambiente.

			La microbiología también estudia los organismos cuyo tamaño se encuentra por debajo del poder resolutivo del ojo humano. Precisamente, el origen tardío de la microbiología y el reconocimiento del impacto de los microorganismos en la salud humana y el ambiente, se debió a la falta de instrumentos y técnicas para su observación. Gracias a Anton van Leeuwenhoek a finales del siglo XVII, quien observó por primera vez organismos unicelulares, nace esta nueva rama del conocimiento. Durante los siguientes 150 años, su progreso se limitó casi a una mera descripción de tipos morfológicos y taxonómicos de los microorganismos, así como sus relaciones con el reino animal
y vegetal.

			El asentamiento de la microbiología como ciencia está estrechamente ligado a una serie de controversias, como el reconocimiento del origen microbiano de las fermentaciones, la refutación de la idea de la generación espontánea, el nacimiento de la teoría de los gérmenes de las enfermedades infecciosas y la demostración de la etiología de las enfermedades infecciosas. Estas grandes contribuciones fueron realizadas en la edad de oro de la Microbiología a mediados y fines del siglo XIX, por el químico francés Louis Pasteur y el médico alemán Robert Koch. La resolución de estas problemáticas dependió del desarrollo de una serie de estrategias experimentales fiables, como la esterilización, los medios de cultivos, técnicas de aislamiento de cultivos puros, el perfeccionamiento de las técnicas microscópicas, etc., lo que a su vez dio nacimiento a un cuerpo coherente de conocimientos que constituyó el núcleo aglutinador de la ciencia microbiológica.

			En la actualidad la microbiología se utiliza de manera transversal en el desarrollo de diferentes áreas del conocimiento, como la Bioquímica, la Biología Molecular y la Genética, y ha sido de evidente importancia para la evolución de la Biotecnología desde finales del siglo XX hasta la actualidad. Además, la microbiología es aplicada en diversos tópicos de los Bioprocesos, como en Microbiología vegetal, industrial, alimentaria, etc., y el conocimiento microbiológico cada día es más especializado. Por ejemplo, la microbiología médica estudia los microorganismos patógenos y la posible cura para las enfermedades que producen; la ecología microbiana estudia el nicho que le corresponde a los microorganismos en el medio ambiente; la microbiología agrícola, estudia las relaciones existentes entre plantas y microorganismos, y la biotecnología los posibles beneficios del uso de microorganismos para el ser humano.

			Aunque los conocimientos microbiológicos que se disponen en la actualidad son muy amplios, todavía es mucho lo que queda por conocer y constantemente se efectúan nuevos descubrimientos en este campo. Tanto es así que, según estimaciones, solo un 1% de los microorganismos existentes en la biosfera han podido ser estudiados hasta el momento. Por lo tanto, a pesar de que han pasado más de 300 años desde el descubrimiento de los microorganismos, la ciencia de la microbiología es aún incipiente y está llena de desafíos.

			Objetivos de este Manual

			1.	Identificar el material habitual utilizado en la práctica de microbiología.

			2.	Manipular con destreza y esterilidad materiales de laboratorio y cultivo de microorganismos.

			3.	Aislar y propagar microorganismos.

			4.	Identificar distintas formas y agrupaciones bacterianas.

			5.	Emplear técnicas de tinción para la detección de microorganismos.

			6.	Utilizar la información derivada de la actividad metabólica de microorganismos sobre los distintos sustratos, con fines taxonómicos.

			7.	Aislar y caracterizar los principales microorganismos constituyentes de la microbiota normal del hombre, microorganismos ambientales y microorganismos patógenos.

			8.	Conocer metodologías básicas de manipulación genética de microorganismos.

			9.	Manejo de técnicas básicas para la extracción de plásmidos desde bacterias y la visualización de ácidos nucleicos.

			10.	Reconocer y diferenciar la morfología macroscópica y microscópica de levaduras y hongos filamentosos.

			11.	Realizar estudios de sensibilidad a agentes antimicrobianos para diferenciar bacterias según el grado de sensibilidad a ciertos antibióticos.

			12.	Detectar antígenos mediante un ensayo inmunológico de ELISA utilizando anticuerpos marcados y comparar con técnicas inmunocromatográficas tipo test rápidos.

			



CAPÍTULO 1
BIOSEGURIDAD Y CONTROL DEL CRECIMIENTO MICROBIANO

			BIOSEGURIDAD

			La mayoría de los accidentes que ocurren en un laboratorio en el que se realizan actividades prácticas docentes son ocasionados principalmente por dos razones: la falta de conocimiento acerca de los procedimientos que se realizan en el laboratorio y la negligencia para seguir las reglas de seguridad. Es trascendental tener en cuenta que las normas de seguridad no son la única base en que los laboratorios efectúan las actividades de docencia, pero es muy importante que esas medidas sean aplicadas al ingresar al laboratorio de prácticas docentes.

			La realización de cualquier procedimiento en un laboratorio, involucra el exponerse a diferentes agentes bacterianos o micóticos infecciosos de manera directa al momento de manipular la muestra o material contaminado. Para disminuir este riesgo se debe aplicar la bioseguridad.

			La bioseguridad involucra lograr actitudes y conductas que disminuyan el riesgo del usuario en el laboratorio, de tal manera que salvaguarde su salud e integridad. El conocimiento previo de normas y la aplicación adecuada de buenas prácticas de trabajo en el laboratorio es un deber de cada estudiante. Estas normas son la base de un buen control de calidad del trabajo que se esté llevando a cabo en la realización de cada paso práctico para lograr los objetivos planteados (1).

			En particular, los laboratorios de microbiología constituyen ambientes de trabajo especiales, que pueden presentar riesgos de enfermedades infecciosas para las personas que se encuentren trabajando en ellos o en la cercanía de estos. El trabajo en el laboratorio es un trabajo grupal, en donde la actitud de cada uno de los integrantes en los trabajos prácticos, así como el entrenamiento que posean en las técnicas requeridas para el manejo de material contaminado con microorganismos, determinan su propia seguridad, así como la de sus compañeros, la de sus ayudantes y la del equipo de trabajo en general (técnicos, profesionales, personal de aseo, entre otros). Es por ello que antes de comenzar con las actividades prácticas, todas las personas involucradas (estudiantes, instructores, ayudantes y profesores), tienen la obligación de conocer cuáles son las normas de seguridad a seguir en el laboratorio de manera tal que el trabajo se realice con un riesgo mínimo de exposición, tanto para las personas que lo ejecutan como para el medio ambiente.

			El objetivo de este capítulo, es ofrecerle al estudiante una guía que contribuya a lograr un ambiente de trabajo adecuado y seguro durante la ejecución de las actividades prácticas en el Laboratorio de Microbiología.

			



1. Medidas de seguridad en el laboratorio

			1.	Limpiar y desinfectar las superficies de trabajo, antes de comenzar y al finalizar la sesión práctica con Etanol al 70%.

			2.	Lavar las manos con agua y jabón antes de realizar las actividades programadas, antes de salir del laboratorio y siempre después de manejar materiales que son contaminantes. Desinfectarlas cuando sea necesario. Para secarlas, usar toallas desechables o aire caliente seco.

			3.	Usar delantal blanco. Este debe usarse abrochado para prevenir la contaminación de la ropa de calle.

			4.	Mantener el cabello recogido o protegido, y utilizar siempre zapatos cerrados y pantalón largo.

			5.	Evitar entradas y salidas en el laboratorio con una frecuencia innecesaria.

			6.	Evitar idas y venidas injustificadas, movimientos bruscos y rápidos. Es necesario aprender a moverse en el laboratorio.

			7.	No está permitido fumar, comer o beber, ni aplicarse cosméticos dentro del laboratorio.

			8.	No colocar objetos personales sobre la mesa de trabajo (ejemplo tablet, teléfonos celulares).

			9.	No usar los refrigeradores, ni las estufas para conservar o calentar alimentos.

			10.	No hacer uso del delantal ni pañuelos para limpiar objetos o instrumentos de trabajo.

			11.	Comunicar inmediatamente cualquier sospecha de riesgo químico, microbiológico o físico.

			12.	Está prohibido pipetear con la boca.

			13. Cuando se estén realizando experimentos las puertas deben permanecer cerradas.

			14.	En el laboratorio no se permite la presencia de animales o plantas no relacionados con el trabajo que se está realizando (2).

			



2. Principios de seguridad

			La protección del personal y ambiente del laboratorio se logra mediante la aplicación de técnicas y normativas de seguridad establecidas.

			2.1.	Reglas generales para evitar riesgos físicos y químicos

			2.1.1.	Riesgos físicos

			1.	Asegurarse de que todos los equipos tengan línea de conexión a tierra.

			2.	No mantener equipos o realizar conexiones con las manos húmedas.

			3.	Mantener un elevado nivel de seguridad a irradiaciones por luz ultravioleta (3).

			2.1.2.	Riesgos químicos

			1.	Almacenar los materiales volátiles, inflamables y tóxicos en un gabinete metálico o en una habitación aislada del edificio. El lugar debe ser frío y bien ventilado. Estos materiales deben mantenerse en sus envases originales.

			2.	No transferir grandes volúmenes de líquidos peligrosos.

			3.	Transferir los materiales inflamables en habitaciones bien ventiladas.

			4.	Evitar almacenar en el mismo lugar reactivos incompatibles químicamente.

			5.	Etiquetar todos los reactivos indicando con dibujo de una calavera el caso que sean productos tóxicos.

			6.	Tener disponibles reactivos neutralizantes para cualquier emergencia.

			7.	Tener disponibles extintores de incendios (3).

			2.1.3. Riesgos microbianos (general)

			Debe darse estricto cumplimiento a las normativas, con el fin de minimizar los riesgos de contaminación, enfermedades y asegurar confiabilidad de los análisis efectuados. Este aspecto se profundizará más adelante en este capítulo (3).

			



3. Principios de Bioseguridad

			3.1	Bioseguridad

			Bioseguridad comprende un conjunto de medidas y disposiciones, que tienen como principal objetivo la protección humana, animal, vegetal y ambiental (3). También se puede definir como “seguridad biológica o bioseguridad”, como la aplicación del conocimiento, de las técnicas y de los equipos necesarios para prevenir la exposición del personal, del área de laboratorio y del medio ambiente a agentes potencialmente infecciosos o biopeligrosos (1).

			3.2.	Objetivos específicos de Bioseguridad

			Los objetivos específicos de Bioseguridad comprenden una serie de acciones tendientes al control del riesgo que encierran las actividades en las siguientes áreas:

			1.	Manipulación de microorganismos patógenos.

			2.	Usos de la tecnología del ADN Recombinante.

			3.	Manipulación del material infeccioso.

			4.	Uso de fármacos, radiaciones y elementos químicos de efecto dañino en el hombre, probado o no bien definido.

			5.	Medidas de protección del ambiente.

			6.	Manipulación genética de plantas y animales (3).

			Para el caso de este manual, nos vamos a enfocar en la Manipulación de Microorganismos Patógenos, para lo cual se define Patógeno como: un microorganismo capaz de causar enfermedades tanto en especies vegetales como animales, incluyendo al hospedero humano inmunocompetente, lo que se manifiesta por sintomatología que afecta drásticamente la fisiología del hospedero infectado, con el riesgo de causarle la muerte. En algunas circunstancias, un microorganismo definido como “no patógeno” puede comportarse como patógeno oportunista por una baja en las defensas del hospedero (3, 4).

			3.3.	El riesgo y los niveles de bioseguridad

			El Riesgo Biológico es aquel susceptible de ser producido por una exposición no controlada a Agentes Biológicos. Se entiende por agente biológico a los “microorganismos, incluidos los modificados genéticamente, los cultivos celulares y los endoparásitos humanos, que pueden provocar cualquier tipo de infección, alergia o toxicidad” (Directiva europea n° 90/679) (5).

			Existe un símbolo internacional que representa el Riesgo Biológico (Figura 1.1). Este símbolo y signo internacional de peligro biológico debe colocarse en las puertas de los laboratorios donde se manipulen agentes biológicos.

			Figura 1.1

			Símbolo Internacional de Riesgo Biológico.
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			3.4.	Riesgo Microbiológico

			El Riesgo Microbiológico se encuentra presente cada vez que se realiza una actividad práctica en el Laboratorio en la que se requiera la manipulación de cultivos de microorganismos, los cuales pueden alcanzar concentraciones muy elevadas y pueden llegar a provocar una infección, si no son manipulados adecuadamente.

			Para que se produzca un accidente por un agente biológico requieren estar presente básicamente cuatro elementos: un hospedero susceptible, un agente infeccioso, una concentración suficiente de este y una ruta de transmisión adecuada; siendo este último punto el que mejor se puede controlar en el laboratorio (6).

			3.5.	Vías de Infección

			Los microorganismos pueden ingresar al organismo a través de: la boca, los pulmones, la piel (intacta o lesionada), la conjuntiva, etc.

			Las vías de contaminación más frecuentes en el laboratorio se dan a través de:

			1.	La boca

			–	Comer, beber y fumar en el laboratorio.

			–	Realizar transferencias con pipetas sin utilizar ningún tipo de protección.

			–	Transferencia indirecta de microorganismos a través de los dedos o utensilios contaminados (lápices, celulares, etc.).

			2.	La piel

				Inoculación accidental con pipeta Pasteur abierta u otros instrumentos punzantes o de vidrio.

			–	Cortaduras o rasguños.

			–	Rascarse una herida con los dedos contaminados.

			3.	Los ojos

			–	Salpicaduras de materiales infecciosos.

			–	Transferencia indirecta de microorganismos a través de los dedos contaminados.

			4.	Los pulmones

				Inhalación de microorganismos transportados por el aire (aerosoles, esporas). El 80% de las infecciones contraídas en el laboratorio son de origen aéreo por inhalación de aerosoles (7).

			3.6.	Clasificación de los Agentes Biológicos

			Los agentes biológicos se clasifican en cuatro grupos dependiendo de su nivel de riesgo de infección (6).

			–	Grupo de riesgo 1 (riesgo individual y poblacional escaso o nulo):

				Microorganismos que tienen pocas probabilidades de provocar enfermedades en el ser humano o los animales.

			–	Grupo de riesgo 2 (riesgo individual moderado, riesgo poblacional bajo):

				Agentes patógenos que pueden provocar enfermedades humanas o animales pero que tienen pocas probabilidades de generar un riesgo grave para el personal de laboratorio, la población, los animales o el medio ambiente. La exposición en el laboratorio puede provocar una infección grave, pero existen medidas preventivas y terapéuticas eficaces. El riesgo de propagación es limitado.

			–	Grupo de riesgo 3 (riesgo individual elevado, riesgo poblacional bajo):

				Agentes patógenos que suelen provocar enfermedades humanas o animales graves, pero que normalmente no se propagan de un individuo a otro. Existen medidas preventivas y terapéuticas eficaces.

			–	Grupo de riesgo 4 (riesgo individual y poblacional elevado):

				Agentes patógenos que suelen provocar enfermedades graves en el ser humano o los animales y que se transmiten fácilmente de un individuo a otro, directa o indirectamente. Normalmente no existen medidas preventivas y terapéuticas eficaces (6).

			El riesgo concierne a aquel que trabaja directamente con estos agentes biológicos, a aquellos que trabajan en el mismo lugar físico y también a todos aquellos que estando fuera del lugar podrían estar conscientemente o inconscientemente en contacto con los desechos producidos por este trabajo de laboratorio.

			Es necesario entonces tener claridad sobre las diferentes situaciones de riesgo, así como sobre los Niveles de Bioseguridad que permitan proteger internamente y externamente al ser humano. La asignación de un nivel de Bioseguridad deberá tener en consideración el agente biológico utilizado, las instalaciones disponibles, el equipo de seguridad, las prácticas y procedimientos necesarios para trabajar con seguridad en el laboratorio.

			3.7.	Clasificación de los laboratorios en cuatro niveles de bioseguridad

			Nivel de Bioseguridad 1

			Las prácticas, los equipos de seguridad, el diseño y la construcción de la instalación de este nivel, son adecuados para laboratorios destinados a la docencia y para otros laboratorios en los cuales se trabaja con cepas definidas y caracterizadas de microorganismos viables que no se conocen como generadores de enfermedades en humanos adultos sanos.

			El Nivel de Bioseguridad 1 representa un nivel básico de contención que se basa en prácticas microbiológicas estándar.

			Ej. Bacillus subtilis, E.coli no patógena, Saccharomyces sp. (8,9)

			Nivel de Bioseguridad 2

			Las prácticas, los equipos, el diseño y la construcción de instalaciones de este nivel, son aplicables a laboratorios de docencia, de diagnóstico, clínicos u otros laboratorios donde se trabaja con un amplio espectro de agentes de riesgo moderado que se encuentran presentes en la comunidad y que están asociados con enfermedad humana de variada gravedad.

			Se deben utilizar las barreras primarias que correspondan, tales como máscaras contra salpicaduras, protección facial, delantales y guantes. Se debe contar con barreras secundarias, tales como gabinetes de seguridad e instalaciones de descontaminación. Con buenas técnicas microbiológicas, estos agentes se pueden utilizar en forma segura en actividades realizadas en una mesa de trabajo, siempre que el potencial de que se produzcan salpicaduras o aerosoles sea bajo.

			Ej.: Salmonella sp, E. coli patógena, Shigella sp, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, virus de la hepatitis A, B, C, D y E (8, 9).

			Nivel de Bioseguridad 3

			Las prácticas, equipos de seguridad y el diseño y la construcción de las instalaciones de este nivel, pueden aplicarse a instalaciones clínicas, de investigación, docencia o diagnóstico, donde se trabaja con agentes exóticos o con potencial de transmisión respiratoria, y que pueden provocar una infección grave y potencialmente letal. Los riesgos primarios del personal que trabaja con estos agentes están asociados a la autoinoculación, ingestión y exposición a aerosoles infecciosos.

			Al manipular agentes de este nivel se pone mayor énfasis en las barreras primarias y secundarias (accesorias), para proteger al personal en áreas contiguas, a la comunidad y al medio ambiente de la exposición a aerosoles potencialmente infecciosos.

			Las barreras secundarias para este nivel incluyen el acceso controlado al laboratorio y requisitos de ventilación que minimizan la liberación de aerosoles infecciosos desde el laboratorio (Ej: ventilación con presión negativa para evitar que los aerosoles salgan del laboratorio).

			Ej. Mycobacterium tuberculosis, VIH, virus de la fiebre amarilla, el virus de la encefalitis de St. Louis (8,9, 10).

			Nivel de Bioseguridad 4

			Las prácticas, equipos de seguridad, y el diseño y la construcción de instalaciones de este nivel, son aplicables al trabajo con agentes peligrosos o tóxicos que representan un alto riesgo individual de enfermedades que ponen en peligro la vida, que pueden transmitirse a través de aerosoles y para las cuales no existen vacunas o terapias disponibles.

			Los riesgos principales son la exposición respiratoria a aerosoles infecciosos, de las membranas mucosas o piel lastimada a gotitas infecciosas y la auto inoculación. Todas las manipulaciones de materiales de diagnóstico potencialmente infecciosos, cepas puras y animales infectados en forma natural o experimental, implican un alto riesgo de exposición e infección para el personal de laboratorio, la comunidad y el medio ambiente.

			El aislamiento completo del personal de laboratorio de los materiales infecciosos en aerosol se logra principalmente trabajando con un traje de cuerpo entero, con provisión de aire y presión positiva. Por lo general, la instalación del Nivel de Bioseguridad 4 es un edificio separado o una zona totalmente aislada con sistemas de gestión de desechos y requisitos de ventilación especializados y complejos para prevenir la liberación de agentes viables al medio ambiente (9, 10).

			Ej. Virus Marburg, virus Ébola o la fiebre hemorrágica Congo-Crimeana, virus Lassa.

			



CONTROL DEL CRECIMIENTO MICROBIANO

			Los microorganismos pueden producir enfermedades cuando infectan personas, animales y plantas y cuya gravedad oscila entre una infección débil, grave, intoxicación (involucran toxinas) e incluso la muerte (4). Pueden contaminar los alimentos y producir cambios físicos y químicos en ellos, los cuales pueden generar un potencial daño en quienes los consumen. Además, los microorganismos son responsables de la alteración de muchos cultivos, materiales y superficies, generando graves pérdidas económicas. Por ello es indispensable disponer de procedimientos para controlar la contaminación y el crecimiento microbiano.

			Las principales razones para controlar a los microorganismos son las siguientes:

			1.	Para evitar la transmisión de las enfermedades y las infecciones.

			2.	Para eliminar los microorganismos de un hospedero que está infectado.

			3.	Para eliminar microorganismos de diferentes materiales y superficies, y así evitar su deterioro y alteración (11).

			Los microorganismos pueden ser inhibidos, muertos o destruidos por la acción de agentes físicos, agentes químicos y procesos físicos. El término general “asepsia” es (a: sin; sepsis: infección) el conjunto de medidas destinadas a impedir toda contaminación microbiana (15). Actualmente se dispone de una gran variedad de técnicas y agentes que actúan de maneras diferentes y cada uno tiene su aplicación y límite de uso (11).

			Un proceso o procedimiento físico es una propiedad o condición que causa un cambio, por ejemplo la temperatura, la presión, radiación y los filtros. Un agente químico es una sustancia que causa una reacción específica y que se caracteriza por una estructura molecular típica, por ejemplo: los compuestos fenólicos, los alcoholes, halógenos (cloro y yodo), aldehídos, óxido de etilo
y fenoles.

			Se utilizan varios términos específicos para describir a estos agentes y procesos que controlan el crecimiento microbiano:

			Esterilización

			Es un método de eliminación de todo tipo de organismo, que asegura la ausencia absoluta de cualquier forma viviente, incluso las esporas bacterianas. Una esterilización deficiente o manipulación incorrecta de materiales y medios de cultivo conlleva a contaminaciones, resultados erróneos o pérdida de material biológico. Por ello se requieren buenas prácticas de laboratorio para su adecuado manejo. La eliminación de los microorganismos puede efectuarse mediante procesos físicos, mecánicos o químicos (12).

			Un objeto estéril, en sentido microbiológico está libre de microorganismos vivos. Un objeto o una sustancia están estériles o no están estériles; es decir, no pueden estar nunca semi estéril o casi estéril (11). El método escogido para esterilizar un producto depende fundamentalmente de su naturaleza y estabilidad frente al calor u otros agentes esterilizantes (12). Esto se muestra en la Tabla 1.1.

			Desinfectante

			Es un agente, usualmente un producto químico, que mata o destruye las células vegetativas, pero no necesariamente las formas esporuladas de los microorganismos productores de enfermedades. El término se aplica comúnmente a sustancias usadas sobre objetos inanimados o inertes. La desinfección es el proceso mediante el cual se destruyen las células vegetativas, pero no necesariamente las esporas de los agentes infecciosos (11).

			Tabla 1.1

			Métodos de esterilización.

			
				
					
					
					
					
				
				
					
							
							Métodos físicos

						
							
							Calor

						
							
							Húmedo

						
							
							Vapor a presión (autoclave)

						
					

					
							
							Seco

						
							
							Aire caliente (horno)

						
					

					
							
							Flameado

						
					

					
							
							Incineración

						
					

					
							
							Filtración

						
							
							Disco de membranas o filtros absolutos

						
					

					
							
							Flujo laminar

						
					

					
							
							Radiaciones

						
							
							No ionizantes

						
							
							Rayos ultravioleta

						
					

					
							
							Rayos infrarrojos

						
					

					
							
							Ionizantes

						
							
							Rayos X

						
					

					
							
							(Cobalto-60)

						
					

					
							
							Radiación electrónica de alta energía

						
					

					
							
							Métodos químicos

						
							
							Gases

						
							
							Óxido de etileno

						
					

					
							
							Líquidos

						
							
							Formaldehído

						
					

					
							
							b-propiolactona

						
					

				
			

			Adaptada de Manual de Prácticas de Laboratorio - Microbiología general; Universidad Autónoma Metropolitana; Aquiahuatl. Ramos, Mª, México. 2012 (12).

			Antiséptico

			Una sustancia que se opone a la infección (sepsis) o previene crecimiento o acción de los microorganismos, ya sea destruyendo o bien inhibiendo su crecimiento o actividad.

			El término está usualmente asociado a sustancias aplicadas a tejidos vivos (11).

			



4. Clasificación de los métodos de control del crecimiento microbiano

			a)	Métodos físicos

				Se basan en la aplicación de agentes físicos naturales, como por ejemplo temperatura (calor), luz, radiación UV, radiación ionizante, etc. Los métodos físicos conducen a lo que se designa con el nombre de asepsia, es decir, ausencia total de microorganismos patógenos y saprófitos (11, 13).

			b)	Métodos químicos

				Se consigue detener el metabolismo bacteriano a través de sustancias químicas, como por ejemplo óxido de etileno, fenol, alcohol, halógenos, tensoactivos, etc.

				Los métodos químicos conducen a la antisepsia (impedimento o retraso del desarrollo de microorganismos patógenos en relación con organismos vivos) y/o a la desinfección (destrucción de microorganismos patógenos y saprófitos sobre objetos o superficies inanimadas) (11, 13).

			c)	Métodos mecánicos

				Las sustancias que no se pueden esterilizar por métodos físicos ni químicos, se pueden esterilizar por un método mecánico, como es la filtración. Se basa en procesos físico-químicos observados entre los cuerpos microbianos o elementos en suspensión y una sustancia semiporosa. Así se consigue separar y retener los microorganismos de los líquidos que los contienen (11).

				Los líquidos a filtrar deben atravesar por presión o vacío pequeños canalículos a nivel de cuyas paredes los microorganismos son retenidos por adsorción. En el mecanismo de adsorción influyen los siguientes factores: viscosidad del líquido, pH, cargas eléctricas, tiempo y temperatura.

				Los filtros son principalmente de asbesto, vidrio, porcelana, celulosa. Estos tienen un diámetro de poro inferior al diámetro de las bacterias. Un tamaño de poro de 0.22 µm es capaz de retener bacterias y sus esporas sin embargo, no retienen virus (16).

			4.1.	Ejemplos de métodos físicos

			4.1.1.	Calor seco

			El mecanismo de esterilización del calor seco es producir un aumento de las reacciones de oxidación de los microorganismos (11).

			1. A la llama

			La destrucción de los microorganismos mediante la llama es un procedimiento muy eficaz cuando el material a esterilizar es indestructible o se va a inutilizar. Se usa para esterilizar el asa de platino que se calienta al rojo blanco (1.300 °C), espátulas, pinzas, pipetas, bocas de tubo o matraces, etc., empleando la llama al rojo vivo del mechero Bunsen por un tiempo de exposición de 10 segundos, lo cual se denomina ‘‘flameado” (11, 13).

			Figura 1.2

			Esterilización del asa de platino a la llama de mechero Bunsen.

			[image: ]

			Fuente: Fotografías tomadas en Laboratorio de Docencia Pontificia Universidad Católica de Chile.

			Cuando además de matar las bacterias, se destruye mediante el fuego el material que las contiene, se habla de incineración. Este procedimiento se utiliza para destruir animales muertos de enfermedades contagiosas, ropa, vendas y objetos altamente contaminados (11).

			2. Por aire caliente

			El aire caliente confinado a temperatura de 160 a 180 °C mantenido durante 2 horas, destruye con seguridad todas las bacterias y sus esporas. Para su aplicación se recurre al uso del horno de aire caliente, siendo el más usado el horno Pasteur, que tiene como fuente calórica una resistencia eléctrica que está ubicada en la parte inferior de la cámara (11, 13).

			El horno Pasteur se utiliza para esterilizar material de vidrio (tubos, placas Petri, matraces, etc.), de porcelana, de acero y otros materiales inalterables a esa temperatura. Se debe envolver todo el material de laboratorio en papel; además, los tubos, frascos Erlenmeyer, pipetas y todo material en forma cilíndrica deben ser cubiertos por un tapón de algodón en su boca. Nunca se emplea para esterilizar material plástico ni medios de cultivo (11).

			4.1.2.	Calor húmedo

			El mecanismo de acción del calor húmedo es matar al microorganismo al producir la coagulación de sus proteínas, cuando estas se encuentran en una zona de atmósfera húmeda y al ser sometidas a altas temperaturas. Además, ocurre la denaturación de los ácidos nucleicos y finalmente se produce la destrucción de las membranas celulares. Se considera un método más efectivo que el calor seco por su mayor poder de penetración y rapidez en su acción (11).

			1. Por agua en ebullición

			El agua en ebullición (100 °C) es suficiente para matar formas vegetativas de bacterias, pero no sus esporas.

			Se utiliza para esterilizar jeringas, agujas, pinzas, etc., que se sumergen en un baño con agua a ebullición por aproximadamente 10 a 20 minutos (11).

			2. Por vapor fluente

			Se utiliza para el control del crecimiento microbiano de instrumentos de cirugía, equipos de lechería, equipos de la industria de alimentos, etc. Se alcanza una temperatura de aproximadamente 100 °C si se mantiene sin presión y a nivel del mar. Una exposición por 15 minutos es suficiente para destruir la forma vegetativa de las bacterias, pero no sus esporas (11).

			3. Por vapor de agua a presión (autoclave)

			Las esporas de algunas bacterias son capaces de resistir los 100 °C. La esterilidad completa solo se alcanza con el uso de calor húmedo a temperaturas más altas, en la forma de vapor saturado bajo presión. Este proceso produce esterilización (11).

			La acción letal del vapor proviene del calor latente liberado cuando se condensa en una superficie fría, aumentando de esta manera la temperatura de la zona enfriada. La destrucción de las esporas bacterianas sigue un comportamiento de forma similar en tanto que el vapor se condensa en la pared de la espora y aumenta su contenido en agua que finalmente hidroliza y degrada el contenido proteico (11).

			En ausencia de aire, el vapor a presión tiene una temperatura constante. Por lo tanto, si conocemos la presión podemos fácilmente saber la temperatura que alcanza el vapor:

			•	vapor a 121 °C se obtiene con 1 atmósfera o 15 libras /(pulgada)2

			–	En el laboratorio el vapor a presión se utiliza para esterilizar medios de cultivo, artículos de plástico o polipropileno, soluciones, etc. para los cuales no se puede utilizar calor seco (12).

			–	Los equipos empleados para la esterilización, bajo estas condiciones, se denominan autoclaves (11, 12, 13).

			–	Existen distintos modelos (de carga vertical u horizontal), pero en general todos tienen las siguientes partes: Fuente calórica (gas, resistencia eléctrica o red de vapor), manómetro (con una escala lb/in2 o Kg/cm2 o atmósferas), termómetro, llave de escape de vapor, válvula de seguridad, llave de descarga de agua, llave de entrada de agua (13).

			Manejo del autoclave

			a)	Debe haber suficiente agua destilada en el fondo del autoclave.

			b)	Colocar el material convenientemente tapado (algodón hidrófobo, gasa, papel kraft) en un cesto metálico.

			c)	Cerrar herméticamente la tapa.

			d)	Encender el sistema calórico y abrir la llave de escape para eliminar el aire (que es desplazado por el propio vapor), ya que si este permanece en el interior alterará la relación temperatura – presión.

			e)	Asegurarse que salga todo el aire residual (hasta que comience a salir vapor de agua).

			f)	Inmediatamente cerrar la llave de escape de vapor.

			g)	Comienza a acumularse el vapor (indicado en el manómetro) y a aumentar la temperatura.

			h)	Cuando se llegue a la temperatura y presión deseada (121 °C), se debe regular el gas para mantener estos valores constantes. Si es un autoclave eléctrico se regula automáticamente mediante un termorregulador.

			i)	Transcurrido el tiempo necesario (15 a 20 minutos) se corta la fuente calórica.

			j)	La llave de escape de vapor se abre ligeramente para evacuar lentamente el vapor del autoclave.

			k)	Cuando la presión marque cero, se puede abrir el autoclave y retirar el material para evitar un sobrecalentamiento (17, 18).

			Precauciones en el uso del autoclave

			•	El autoclave se debe cargar distribuyendo el material en forma homogénea, evitando la formación de bolsas de vacío.

			•	Evitar sobrecargar el autoclave, ya que impide la circulación homogénea del vapor.

			•	La causa más frecuente de fallas de esterilización es la evacuación incompleta del aire, lo que no permite que la temperatura alcance el nivel deseado aun cuando la presión sí lo haga. De ahí la importancia que el equipo tenga ambos marcadores.

			•	Si se utiliza material con tapas roscas, estas no deben estar completamente cerradas para permitir la entrada del vapor (17, 18).

			Figura 1.3

			Autoclave.
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			Fuente: Fotografías tomadas en Laboratorio de Docencia Pontificia Universidad Católica de Chile.

			4.1.3.	Radiaciones

			Las radiaciones son letales para las células microbianas, así como para otros organismos. La radiación es absorbida por el ADN de los microorganismos, produciendo mutaciones letales o modificaciones químicas de éste de manera de interferir con su multiplicación. También inducen la formación de sustancias químicas como iones oxidrilos y átomos de hidrógeno que son altamente reactivos con los procesos celulares vitales (13).

			De los varios tipos de radiaciones las empleadas con fines de esterilización se encuadran en dos grupos que se diferencian entre sí por su naturaleza y energía. En un grupo se incluyen los rayos infrarrojos y ultravioletas que son de baja energía o de tipo no ionizante y en el otro grupo se encuentran las radiaciones gamma y los electrones de alta energía que constituye el tipo ionizante de elevada energía. Estas radiaciones comprenden porciones del espectro electromagnético (11).

			1. Radiaciones no ionizantes

			Estas corresponden a rayos electromagnéticos, es decir, no son partículas, que poseen longitud de onda mayor que la luz visible y que en una gran proporción se absorben como calor (11).

			1.1. Radiaciones infrarrojas

			Método usado en los centros de salud para esterilizar material e instrumentos de vidrio y metálicos por tiempos no mayores de 30 minutos desde el inicio hasta que se enfría el material. Esta radiación alcanza temperaturas de 190 °C. Los microorganismos mueren por la oxidación como consecuencia del calor generado (11).

			1.2 Radiaciones UV

			Son germicidas en una longitud de onda de 260 a 270 nm. Son efectivas contra bacterias no esporuladas, pero algunas esporas pueden sobrevivir si el tratamiento no se aplica con un tiempo efectivo. Este método de esterilización es usado en el laboratorio de microbiología y generalmente se utilizan lámparas que emiten luz con longitud de onda entre 2.650 y 2.750 Angstroms para desinfectar superficies, aire, aguas, áreas de cirugía y habitaciones. Debe mantenerse un registro de las horas de esterilización de cada tubo, ya que tienen una vida útil limitada que debe ser controlada (11). No es un agente esterilizante muy adecuado pues tiene bajo poder de penetración especialmente en atmósferas con excesiva cantidad de polvo o en aguas sucias (11).

			Fundamento biológico: La radiación ultravioleta actúa directamente sobre el ADN generando dímeros de timina. Se trata de aductos (uniones) entre dos timinas adyacentes en la misma hebra de ADN, mediante la creación de un anillo de ciclobutano. Su efecto principal es la distorsión local de la configuración de la doble hélice, lo que interfiere en el normal apareamiento de las bases complementarias; ello a su vez, provoca una interferencia en los procesos de replicación (mutaciones) y transcripción, y secundariamente en el metabolismo y crecimiento de la bacteria (13).

			2. Radiaciones ionizantes

			Este tipo de radiaciones pueden ser electromagnéticas o de partículas. Las primeras son radiaciones de longitud de onda corta, tales como los rayos X o los rayos Gamma (γ) y los rayos cósmicos, y las segundas están constituidas por electrones de alta energía producidos por generadores de alto voltaje, ej.: los rayos catódicos (11).

			2.1. Los rayos X

			Son poco utilizados debido a su alto poder de penetración, y por esto son muy peligrosos para quienes los manejan. Son altamente letales para microorganismos, así como para formas de vida superiores. Actúan ionizando las macromoléculas de la célula y especialmente el ADN nuclear (11).

			2.2. Los rayos gamma

			Poseen más energía que los rayos X y tienen menor longitud de onda (10-10 a 10-12 nm) y por lo tanto, son más eficaces. Se emplean dos fuentes para generar estos rayos: los isotopos radiactivos de Cobalto-60 y el Cesio-137 (11, 13). Dado su alto poder de penetración y la no generación de calor, se emplean en la esterilización de material termosensible como el plástico (tubos, placas, jeringas y bolsas desechables), hilos de sutura, alimentos envasados, etc. (11).

			Los efectos de las radiaciones ionizantes son letales afectando directamente al ADN. Los daños letales directos al ADN son principalmente: roturas en ambas cadenas, y entrecruzamiento entre dichas cadenas, lo cual no puede repararse (13). También se producen efectos letales indirectos, como la radiolisis del agua que provoca la aparición de radicales hidroxilo (OH–) e hidrógeno naciente (H+). El hidrógeno naciente o radical H libre es un potente reductor, y el radical hidroxilo es un potente oxidante. El radical hidroxilo reacciona fácilmente con macromoléculas, sobre todo con ADN, provocando roturas en ambas cadenas, lo cual se traduce en efectos de letalidad. Además, se generan daños mutagénicos, los que derivan de la producción de daños menores al ADN que pueden repararse por mecanismos propensos a error (13).

			4.2	Ejemplo de métodos mecánicos

			4.2.1. Filtración

			Es un proceso de remoción de bacterias de un fluido al pasarlos a través de un filtro con tamaño de poro tan pequeño que las bacterias no puedan pasar. Este tamaño se mide en µm. Estos filtros son aplicados especialmente para esterilizar antibióticos en solución, líquidos termolábiles como los sueros, soluciones de carbohidratos usados en medios de cultivo, recuperación de toxinas, etc. (11, 19).

			Los filtros de uso corriente en el laboratorio son:

			1. Filtros Seitz

			Son discos de asbesto de tipo crisólito (químicamente de silicato magnésico) de diferentes diámetros y diferente porosidad. Estos discos se montan en un aparato metálico montado en un Erlenmeyer y conectados a una bomba de vacío donde se coloca el líquido a filtrar. Los discos se desechan después de un uso. Los filtros y sus soportes se deben esterilizar en autoclave (11, 19).

			2. Filtros de vidrio poroso

			Se fabrican en base a vidrio finamente pulverizado y comprimido para conseguir la adherencia de las partículas (11).

			Figura 1.4

			Filtración de solución por filtros de membrana de 0,22 µm, en formato de jeringa.

			[image: ]

			Fuente: Fotografías tomadas en Laboratorio de Docencia Pontificia Universidad Católica de Chile.

			3. Filtros de membrana

			Son discos de ésteres de celulosa (acetato o triacetato) y politetrafluoretileno. Las membranas tienen varios diámetros y porosidad y varía entre 8 y 0.01 micras y se han descrito hasta 12 porosidades distintas, según su uso. Los discos más utilizados en el laboratorio son de poros con 0.22 µm de diámetro y son esterilizantes para las bacterias, pero no para los virus (11, 19).

			4.3.	Ejemplo de métodos químicos

			Los antisépticos y desinfectantes son sustancias químicas ampliamente utilizadas. De acuerdo a su acción se pueden clasificar en Bactericidas, aquel que mata y destruye las formas vegetativas de las bacterias; o en Bacteriostáticos, aquel que inhibe el crecimiento bacteriano, pero este se reanuda cuando se retira el agente, es decir, tienen una acción reversible (11).

			La actividad germicida de los desinfectantes depende de: Las condiciones de uso, concentración, tiempo, temperatura, pH, cantidad y calidad de la materia orgánica presente, características de la superficie, tipo y concentración de microorganismos, entre otros (14).

			Los más frecuentemente usados en el laboratorio son los siguientes:

			1. Alcoholes:

			El alcohol etílico es útil contra las formas vegetativas de los microorganismos, pero ineficaz contra las esporas bacterianas. La concentración óptima y la más eficiente es diluida en agua al 70% (4 volúmenes de alcohol 95° + 1 volumen de agua destilada). El alcohol isopropílico o isopropanol es más bactericida que el etanol y ha tendido a desplazar al primero ya que está libre de las restricciones legales de la ley de alcoholes (14). El alcohol es efectivo para reducir la Microbiota de la piel y para desinfectar termómetros (11).

			Los alcoholes desnaturalizan las proteínas, propiedad que en gran medida explica su actividad antimicrobiana. Son también disolventes de los lípidos y por eso dañan la membrana celular (11).

			Se usa como antiséptico y desinfectante (15).

			2. Cloro

			El cloro es el desinfectante universal, es un potente agente germicida con amplio espectro de actividad, y es activo frente a bacterias, esporas, hongos, virus y protozoos (21). Presenta efectos bactericidas rápidos. Es un agente oxidante que inactivan enzimas por oxidación de los grupos sulfídrilos libres y además se ha descrito que denatura las proteínas (21). La presencia de materia orgánica disminuye su actividad.

			En general, se utiliza en forma de Hipoclorito Sódico, con diversas concentraciones de cloro libre (20). El Hipoclorito de Sodio comercial viene en una concentración del 10%. Para su uso en el laboratorio se debe diluir al 1% (21). El efecto desinfectante se debe a la liberación de cloro libre (Cl2); el que a su vez reacciona con el agua para dar ácido hipocloroso, que a pH ácido o neutro es un oxidante fuerte (14).

			3. Yodo

			El yodo es uno de los germicidas más antiguos y eficaz que se conoce. Tiene una acción bactericida sobre formas vegetativas y esporas, sobre hongos y algunos virus (11).

			La acción del yodo es rápida y dura varias horas. Se combina con carbohidratos y con lípidos bacterianos y los oxida (se une a los enlaces C=C de ácidos grasos). También precipita proteínas bacterianas y ácidos nucleicos, matando así al microorganismo. En las proteínas se une a enlaces N-H, S-H y fenoles, siendo la oxidación de los enlaces S-H muy rápida e irreversible (21).

			Se utiliza principalmente como antiséptico, en la piel sana con fines preoperatorios como soluciones alcohólicas al 1%. El alcohol facilita la dispersión y penetración del yodo en el momento de la aplicación. Además, en la limpieza de heridas pequeñas (soluciones acuosas de yodo al 1%) (21). La desventaja es que las soluciones de yodo suelen ser muy tóxicas para los tejidos, causando dolor, irritación y decoloración de la piel.



OEBPS/Images/cover.jpg
EDICIONES UC.

TEXTOS UNIVERSITARIOS

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Manual de
Microbiologia

Carolina Serrano Berrfos
Rodrigo Gutiérrez Ilabaca

TIFICIA
UNIVERSIDAD





OEBPS/Images/ManMicroBio_fig01-04.png





OEBPS/Images/ManMicroBio_fig01-02.png





OEBPS/Images/ManMicroBio_fig01-03.png





OEBPS/Images/titulo.jpg
Manual de
Microbiologia





OEBPS/Images/portadilla.jpg
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Manual de
Microbiologia

Carolina Serrano Berrios
Rodrigo Gutiérrez Ilabaca

EDICIONES UG






OEBPS/Images/ManMicroBio_fig01-01.png





