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BACTERIOLOGIA

Estudio de las bacterias y enfermedades que éstas provocan. Queda incluida la cadena epidemioldgica
(reservorio, mecanismos de transmision, inmunidad, factores que hacen que exsistan mas 0 menos defens;
contra ellas...). Las bacterias son seres microscopicos estudiadas mediante microscopios épticos en
preparaciones tefiidas o sin teflir (en fresco) para estudiar su estructura o morfologia, pero para estudiar su
estructura interna se necesita un microscopio electrénico.

ESTRUCTURA BACTERIANA

* PARED CELULAR.

Es una caracteristica de las bacterias y es una pared que esta por encima de la membrana citoplasmatica
funcién exoesquelética. La pared tiene poros y es una parte morfolégica que tienen TODAS las bacterias y:
gue es importante para su supervivencia porgue incluso la presién osmoética interna hace que la pared le dé

una rigidez. A veces algunas bacterias pierden esta pared y se convierten en PROTOPLASTOS.

Hay unas bacterias (s6lo de un tipo) que NO tienen pared celular: las del género Mycoplasma que tiene 2
especies:

* M. Hominis
*« M. Pneumonie

Son las Unicas bacterias que no tienen pared celular.

Familia: Mycoplasmae

Género: Ureoplasma (con pared) — Mycoplasma

Especie: M. hominis M. Pneumonie

El mucopéptido (polimero) mas importante que forma la pared celular y el mas caracteristico de las células
procariotas es la MUREINA, la célula sintetiza esta mucoproteina para hacer su pared y hay antibiéticos qu
actlian sobre la pared celular inhibiendo la produccién de la proteina.

+ MEMBRANA CITOPLASMATICA.

Vital para la supervivencia de TODAS las células. Es semipermeable (sometida a las leyes de la OSMOSIS
Esta formada por una estructura de lipidos (bicapa fosfolipidica) y proteinas.

* CITOPLASMA.

Donde se encuentran las substancias internas, organulos, ribosomas (encargados de la sintesis de protein
inclusiones citoplasmaticas (algunas de ellas puedes ser cromaticas, pueden tener color), vacuolas...

» CAPSULA.

ALGUNAS bacterias pueden formarla.



CLASIFICACION BACTERIANA.
Las especies estan divididas en CEPAS y CLONES.

» Cepa: cultivo puro derivado de 1 SOLO aislamiento (grupo de gérmenes)
* Clon: cultivo formado por los descendientes de 1 SOLA bacteria (1 s6lo germen)

En una caden epidemiolégica es muy importante saber cual es el FOCO de infeccidn original, si es de una
misma cepa o de diferentes para investigar su diseminacién en la poblacion. Hay una CEPA TIPO que ha
partir de ella se hacen las comparaciones y se conocen las caracteristicas y a partir de ella también se
clasifican el resto.

Las ESPECIES también se acaban dividiendo en subespecies, etc. Todo esto es importante desde el puntc
vista epidemioldgico para saber el origen de las especies y saber en qué han variado como p.ej. patogenei
etc...

Todas estas clasificiaciones se hacen de acuerdo a muchos criterior y caracteristicas:
 Fenotipicas (que se manifiestan):

Genotipo: gen que contiene info de las caracteristicas

Fenotipo: es lo que manifiesta en el organismo

» Genotipicas

» Fisiol6gicas (unas necesitan una temperatura de crecimiento determinado, otras son sensibles a un
ambientes...)

 Nutricionales (heter6trofos, aut6trofos)

* Caracteristicas de afinidad al medio de cultivo

 Bioquimicas (pH, iones...)

* Tincién (gram +, gram -)

* Estructurales

Hoy en dia, la forma mas usual, aunque nueva, de clasificacion es la GENETICA (caracteristicas
Genotipicas). A través de la cual se ha conseguido que las bacterias tengan unas similitudes muy importan
(70-80%). Pero las clasificaciones bacterianas siguen siendo muy variadas, van cambiando y actualizando:
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CARACTERISTICAS DE TODAS LAS BACTERIAS.

* Mureina

» Membrana plasmatica

« Pared celular (tinciones de gram...)

« Citoplasma

Otras caracteristicas que unas si tienen y otras no:

» Capsula
« Cilios

METABOLISMO DE LAS BACTERIAS



A través del metabolismo de las bacterias también se puede hacer una identificacion bacteriana. El
metabolismo comporta un cambio y con esta palabra se designan una serie de transformaciones que tiener
lugar dentro de la célula. Se produce en dos partes:

» Anabolismo: procesos de construccién celular, biosintesis
 Catabolismo: constituido por las reacciones energéticas con el fin de obtener energia quimica (ATP
ADP + P) , se desprende energia, que se obtiene de los nutrientes, como la luz, etc.

Las reacciones metabdlicas (metabolismo) son comunes a TODAS las células de todos los seres vivos. Pe
para ello la célula necesita:

* MACRONUTRIENTES.

 CARBONO (C): La mayor parte de las bacterias necesitan una fuente de carbono y de ahi que mucl
bacterias utilicen una fuente de CO2 como fuente de carbono.

« NITROGENO (N): lo necesitan para formar AA de las proteinas.

« FOSFORO (P): para la sintesis de los ac. Nucleicos, fosfolipidos, ATP...

* AZUFRE (S): ya que forma parte de las moléculas de algunos AA como la Cisteina, Metionina...

* POTASIO (K): activador de algunos encimas.

* MAGNESIO (Mg): interviene en la estabilizacion de los ribosomas, membrana celular, ac.
Nucleicos...

* SODIO Y CALCIO (Na, Ca): algunas bacterias los necesitan pero normalmente las patégenas no.

« HIERRO (Fe): en muchas de las bacterias es importante para el ciclo respiratorio.

*« AGUA (H20): nutriente muy importante, sin ella las bacterias no pueden completar su ciclo vital. Si
no disponen de agua, algunas pueden dar lugar a formas de resistencia y esporular, viviendo de for
latente.

* MICRONUTRIENTES. OLIGOELEMENTOS.

Elementos quimicos indispensables para el crecimiento bacteriano, se requieren en cantidades muy peque
funcionan como antioxidantes.

*« COBALTO (Co): forma parte de la vitamina B12

¢ ZINC (Zn): para varios encimas

¢ COBRE (Cu): forma parte de los encimas respiratorios

. Mg

« En algunas bacterias especiales: Niquel, Tugsteno, Selenio...
Ademas de estos dos tipos de nutrientes, la bacteria también necesita para su metabolismo FACTORES DI
CRECIMIENTO: compuestos que se requieren en muy pequefias cantidades y gue normalmente la célula €
capaz de sintetizarlos, pero a veces los necesitan tener en el medio que les rodea, como p.ej. las vitaminas
se ponen mas de manifiesto cuando los cultivos son sintéticos, ya que en c.n. las bacterias los pueden
sintetizar o los tienen ya el medio.

La necesidad de algunos factores de crecimiento especifico puede ser una caracteristica de una especie
bacteriana.

OBTENCION Y LIBERACION DE ENERGIA EN LAS BACTERIAS.
CLASIFICACION EN GRUPOS NUTRICIONALES

SEGUN SUS FUENTES DE ENERGIA Y DE CARBONO.



» Fotoautétrofas (fuente C es CO2 + luz)

 Fotoheterotrofas (fuente de C es un compuesto organico + luz)

» Quimioautoétrofas (CO2 + sales organicas)

» Quimiheterétrofas (compuestos organicos + compuestos organicos)

Fuente de Carbono Fuente de Energia
Fotoautotrofo CO2 LUZ
Fotoheteroétrofo Compuestos organicos LUZ
Quimioautétrofo CO2 Sales organicas
Quimioheterotrofo Compuestos organicos Compuestos organicos

La energia se acumula en forma de ATP y todo se hace mediante reacciones de oxidacion y reduccion
(REACC. REDOX), que en muchas de ellas va a haber una participacién de oxigeno, pero en otras no, y
dependiendo de ello, el metabolismo bacteriano libera energia mediante:

* Fermentacion (en ausencia de O2, hay pérdida de electrones)
» Respiracion (en presencia de 02, por adicion de electrones)

Fuente de Energia Liberacién de Energia

Es la glucosa, degradada por la
bacteria

Fermentacién Se libera poca energia

Respiracion . %a oxidacion de la glucosa entralen
Es el O2 el que actia como acepior . .
lelfciclo de Krebs y se produce aqui

de electrones (es el que se reducg),
(eselq ks ATP.

Glucosa+02--ATP+H20
10/12/01

CONTROL DE CRECIMIENTO

ESTERILIZACION: Es un procedimiento que destruye o elimina todas las formas de vida: gérmenes
saprofitos, patdgenos, esporas, virus, hongos...

DESINFECTAR: sin gérmenes patdgenos y aplicado a objetos sin vida. Son productos que se pueden aplic
directamente en la piel. El alcoho, p.ej. es un desinfectante, y el que se usa es el de 70° no el de 90°.

Para controlar el crecimiento bacteriano se utilizan varios sistemas y dentro de los agentes bacterianos:
bacteriostéticos (inhiben el crecimiento bacteriano), fungistaticos, virustaticos, microbiostéticos... (que
inhiben el crecimiento). Los que destruyen a los gérmenes son los llamados: microbiocidas, bactericidas,

fungicidas.
Hay dos sistemas de Esterilizacion:
+ METODOS FISICOS.

+ CALOR HUMEDO

* AUTOCLAVE: es el método mas utilizado y uno de los mas eficaces, comodo y barato. El agua a
temperatura elevada mata a los microorganismos ya que desnaturaliza y coagula sus proteinas. El
tiempo que se necesita depende de la naturaleza del microorganismo, el medio, cantidad... Lo
calculado es unos 121° durante 20 minutos para que la esterilizacion sea eficaz y para conseguir es
temperatura hay que aumentar la presion.

 TINDALIZACION: es una esterilizacion con vapor (también calor himedo) pero fraccionado, se hace
con materiales que no soportan temperaturas tan altas como las del Autoclave. Subimos la

4



temperatura hasta 90-100° y después se incuba para que las formas vegetativas crezcan y se vuel
poner el calor a 90-100° para que mueran todas las formas adultas, se para y se vuelve a poner a
90-1000°.

« PASTEURIZACION: es una forma también de esterilizacion con calentamientos inferiores a 100°
(durante 30 minutos, a 60-70° y no a 75° durante 15 minutos).

« EBULLICION: como tal, sin mas, es muy efectivo con los gérmenes pero no con las formas
vegetativas (esporas).

* CALOR SECO:

 INCINERACION: quemar

 FLAMBEADO: con el Bunset. El inconveniente es que produce aerosoles y al trabajar con él nos
podemos quemar. Hay que tener cuidado con las muestras de esputo. Para substituirlo se utilizan u
tubos con resistencia donde dentro se mete el asa.

» Se debe seguir trabajando siempre alrededor de la llama para crear un campo estéril de trabajo per:
poner la mano delante para evitar salpicaduras de los aerosoles y utilizar asas deshechables.

« HORNOS: Esterilizan objetos de vidrio, metal y para algunas substancias grasas, insolubles en agu
no volatiles que permiten este sistema. Es menos eficaz que el calor hiimedo y el tiempo de
exposicion depende de la temperatura del aire:

A 170° C: 1h 150° C: 2,5h
160° C: 2h 140° C: 3h
17/12/01
+ ESTERILIZACION POR FILTRACION

Método eficaz para filtrar liquidos. SE hace pasar el liquido por un embudo que tiene un filtro con unos porc
lo suficientemente pequefios para retener los microorganismos (pero NO los virus).

Estos filtros suelen estar hechos por membranas de Nitrato o Acetato de celulosa que suelen tener poros d
unos 0,45 m de diametro, y por este tamafio hay gérmenes que pasan (p.ej. Pseudomona, Serratia...) por
a veces se recomiendo la utilizacion de filtros con poros mas pequefios de 0,22 m de diametro ya que tiene
méas dificultad de filtracion.

Son filtros con los que se hace una presién para que el filtrado sea mas rapido con un matraz quitasato:

Es un sistema practico y adecuado sobre todo cuando se quiere esterilizar liquidos que no permiten ser
sometidos a elevadas temperaturas. El sistemea de esterilizacién por filtrado no sélo es usado para estos
liquidos sin6 también para el aire: CAMPANAS DE FLUJO LAMINAR.

Eliminan el 99% de particulas de un diametro mayor a 0,03 m. Con gérmenes patdgenos, las cabinas utiliz
flujo laminar horizontal empujando el aire estéril hacia el exterior. En un laboratorio de microbiologia se
utilizan campanas de flujo laminar como sistema de esterilizacion del aire con filtros HEPA que filtran
particulas con un diametro mayor a 0,3 m.

» Gérmenes patdgenos: campanas de flujo laminar que proyecta una cortina vertical de aire estéril.
» Controles de esterilidad: se emplea cabinas de flujo laminar horizontal que empujan el aire estéril
hacia el exterior y evitan la contaminacion ambiental de las muestras.

» RADIACION ELECTROMAGNETICA.



Todas ellas (, , , Rx, UV) pueden matar microorganismos y todas ellas también se dividen en dos grupos:

* Rad. lonizantes (rayos Rx y rayos )
* Rad. NO lonizantes

* RADIACIONES IONIZANTES.

Tienen suficiente energia para ionizar las moléculas produciendo radicales hidréxilos [ OH- ] que son muy
reactivos, y asi destruyen el ADN, proteinas y matan a las células (microbios). Tienen un gran poder de
penetracion lo que permite que se puedan utilizar para la esterilizacién de productos después de que éstos
estén embalados.

Los Rx se paran con el plomo (Pb) y los R son mas penetrantes. Se emplean bastante con materiales de
plastico embalados. Segun las longitudes de onda () de los mismos:

10,01 - 100 nm rad. lonizantes
1136 — 400 nm rad. No ionizantes
* RADIACIONES NO IONIZANTES.

Como los UV, es una radiacion absorvida por los compuestos intracelulares produciendo la excitacion de lo
electrones de las moléculas y modificando su reactividad. La estructura celular mas afectada es el ADNy e
puede matar a la célula y afectarla como radiaciones esterilizantes mediante las luces de UV de unos 260 r
(). Todos los rayos UV tienen una reaccion mutagena sobre las cadenas de ADN.

Un inconveniente respecto a la esterilizacién es que tienen muy poco poder de penetracion, sélo son utiliza
contra gérmenes de supeficies de objetos y esterilizar estancias, aire de zonas estériles, etc... También sor
radiaciones acumulables como las ionizantes y por ello hay que trabajar con métodos de aislamiento y
proteccién para evitar contaminacion.

+ METODOS QUIMICOS DE ESTERILIZACION.

La esterilizacion quimica se utiliza mucho para instrumental médico que no se ha de someter a las altas
temperaturas del autoclave, y para zonas cerradas donde sea necesario la ausencia de microorganismos c
p.ej. un quiréfano. El laboratorio de microbiologia en un hospital esta muy relacionado con el laboratorio de
epidemiologia y son responsables del estado de esterilizaciéon de los quir6fanos y de las contaminaciones €
infecciones hospitalarias. Uno de los métodos quimicos utilizados es:

+ OXIDO DE ETILENO.

Gas liquido a temperatura inferior a 10,8° C. Tiene el inconveniente de que es muy toxico e irritante y muy
inflamable incluso aunque se use a muy baja concentracion [ ]. Se suele usar mezclado con CO2 que facilit
manipulacién del 6xido de etileno pero no reduce su capacidad microbiocida. Tiene una importante capacid
de penetracién, puede atravesar paquetes de ropa, embalajes e incluso algunos plasticos.

El inconveniente es que se necesitan varias horas de exposicién porgue su accién es muy lenta y se neces
también bastante tiempo de aireacion. Para esterilizar con éxido de etileno se utilizan una especie de
autoclaves que controlan la [ ] del gas, la temperatura y la humedad. Su mecanismo de accion es inactivan
enzimas mediante una reaccién de los grupos sulfidrilos. También es un método mas caro.

* — PROPIOLACTONA.



Liquido incoloro a temperatura ambiente, no es inflamable pero produce irritacion ocular y ampollas por
contacto con la piel. Es mas rapido que el anterior pero se utiliza poco pro su escaso poder de penetracion
porgue es cancerigeno.

* GLUTERALDEHIDO.

Liquido oleoso, incoloro que en solucién acuosa al 2% es microbiocida y se utiliza en los hospitales para
esterilizar instrumentos uroldgicos, con lentes, aparatos de terapia respiratoria, endoscopia...

* FORMALDEHIDO.

Gas estable a elevada [ ] y temperatura. Es muy toxico y sus vapores son muy irritantes para las mucosas.
usa para esterilizar algunos instrumentos y en forma de gas se utiliza para esterilizar zonas cerradas. Uno ¢
sus inconvenientes es su escaso poder de penetracion. Su actividad microbiocida es debida a su capacidac
inactivar componentes celulares como proteinas y acidos nucleicos.

10/01/02
DESINFECCION

No confundir la desinfeccién con la esterilizacién ya que son conceptos distintos. La antisepsia—antiséptico
la desinfeccidn sobre los seres vivos, p.ej. la piel.

» Asepsia: sin organismos, no contaminacion
» Antisepsia: sin organismos patdgenos mediante productos desinfectantes y antisépticos.

DESINFECTANTES QUIMICOS.
* ALCOHOLES.

Son desnaturalizantes de las proteinas y matan las células pero sélo cuando se aplican en disolucién al 70
Ademas de matar células vegetativas, inactivan las esporas y algunos virus. Si utilizamos alcohol al 100%
necesita actuar dentro de la célula junto con agua. Segun su utilizacion lo tendremos que diluir:

« Para desinfectar: diluir al 70% (etanol, isopropanol)
« Para desengrasar portas: al 100% seca mejor.

Aunqgue actian de forma rapida su efecto no es instantaneo. El alcohol isopropilico tiene mayor poder
germicida que el alcohol etilico y también es menos corrosivo sobre los instrumentos pero tiene el
inconveniente de que tiene un olor picante (irrita mas las mucosas) y por eso usamos mas el etanol. El met
es un alcohol muy téxico y venenoso que se usa para el mechero, etc. El etilico se usa para las bebidas
alcohdlica y en el laboratorio (desnaturalizado)

» DESINFECTANTES ALOGENOS.

Son muy empleados, pero con el inconveniente de que se inactivan en presencia de material organico. Enti
ellos:

» Yodo (mezclado también con alcoholes)
» Cloro (sobre todo en la potabilizacion del agua, al reaccionar con los compuestos organicos los
inactiva)



* SALES DE METALES PESADOS.

« Sales de mercurio (mercurocromo)
» Oxido de zinc (para algunas infecciones)
« Nitrato de plata (corrosivo, para cauterizar)

PROPIEDADES IDEALES PARA DESINFECTANTES
Y ESTERILIZANTES QUIMICOS.

 Elevado poder germicida (que mate los gérmenes y las esporas, virus y toda forma de vida) y en solucior
muy diluidas.

» Que sea estable en el tiempo y sobre todo en presencia de materia organica.

 Soluble en agua.

» Que no sea téxico para las células de los seres vivos superiores.

* Que no sea corrosivo.

» Que tenga una buena capacidad de penetracién.

» Que sea econdmico.

FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA EFICACIA

DE LA DESINFECCION QUIMICA

En relacién tanto con el desinfectante quimico, las bacterias o con ambos.
 Factores del desinfectante quimico.

» Naturaleza del desinfectante

» Capacidad de ionizacién

» Su concentracion

» Capacidad de solubilizarse en la célula

« Afinidad por el protoplasma de la célula y los constituyentes celulares

 Factores de las bacterias (gérmenes en general)

» Especie del microorganismo y de su composicion quimica
» Fase de crecimiento en la que se encuentra

 Estructuras que puede poseer: esporas, flagelos...

« Antecedentes del cultivo del germen

» NUmero de bacterias presentes

» Factores en ambos.

» La temperatura (cuanto mas alta, mejor se lleva a cabo la desinfeccion)

» Todos los fenébmenos de superficie:

» Tensidn superficial

* Absorcion

* Permeabilidad

» Adsorcion

* Difusion...

e pH (factor muy importante)

» Presencia de material organico (también muy importante) porque puede neutralizar y evitar que el



desinfectante llegue a la célula
» Presién (importante sobre todo en el caso de que el desinfectante sea un gas)
« El tiempo de exposicion

Para evitar que el desinfectante llegue a ser inactivado en presencia de material organico se puede llevar a
cabo los siguientes pasos:

« limpiar primero el material a desinfectar o esterilizar
* meterlo en el autoclave

O bien:

« Colocar el material inmerso en unas substancia desinfectante (p.ej. gluteraldehido, legia...)
« Se limpia el material
» Se introduce en el autoclave para su esterilizacion.

14/01/02
CONTROLES DE ESTERILIZACION

La esterilizacion es eficaz cuando realizamos unos controles de esterilizacién que pueden ser quimicos, fis
0 mecanicos y bioldgicos.

* QUIMICOS.
Son de varios tipos:
* CINTAS ADHESIVAS.

Que se utilizan tanto en calor seco, himedo, como en 6xido de etileno y que su funcién puede ser ademas
control de esterilizacion al cambiar de color. Es un método eficaz, pero también tiene la funcién de poder
precintar el paquete y poner la fecha, personal responsable que ha realizado la esterilizacién y lote para sal
guien ha llevado a cabo el ciclo. Los controles ya indican para qué sistemas de esterilizacion son validos.

» EN LAS MISMAS BOLSAS DE ESTERILIZACION.

Son bolsas de esterilizacion donde se introduce el material a esterilizar y que poseen en su cara posterior L
marcas donde indican ya el color al cual tiene que cambiar si el ciclo ha sido correcto (observar siempre), le
fecha de caducidad y el tipo de esterilizacién que se puede utilizar.

» LAMINAS Y ETIQUETAS.

Pueden ser sueltas o adhesivas, se archivan los datos para su control. Puede tener el dibujo de una flecha
rectangulo que es donde tiene el cambio de color.

 Existe un sistema que en vez de rectangulos o flechas que cambian de color tiene varias zonas que
cambian de color por motivos diferentes (presién, temperatura, tiempo...) y son mas especificos ya
gue indican las diferentes fases de los procesos de esterilizacion, con la ventaja (sobre TODOS los
métodos anteriores) de que son mas faciles, cémodos e indican las fases de esterilizacion.

+ CONTROLES MECANICOS O FiSICOS.



Ya el mismo aparato concectado informaticamente hace el control de fallos en el proceso de esterilizacion.
Pero también se utilizan unos relojes o graficas que se colocan en el esterilizador donde indican los probler
gue pueden haber ocurrido y también se guardan como informacién. El inconveniente es que te indican el
tiempo, presion y temperatura que se han llevado a cabo pero no se sabe si ha sido efectivo en todas las z
del autoclave, si ha llegado a todos los lugares. Por eso, para mayor seguridad, se suelen complementar to
los métodos de control.

+ CONTROLES BIOLOGICOS.

No se utilizan en todos los ciclos sind en controles de calidad de vez en cuando. Consisten en introducir en
esterilizador ESPORAS VIVAS y comprobar una vez terminado el ciclo de esterilizacion si éstas han sido
destruidas. Las esporas normalmente van introducidas en ampollas con un caldo de cultivo que contienen
indicador de pH que cambia de color cuando los gérmenes crecen.

El inconveniente es el tiempo.
MANEJO DEL MATERIAL ESTERIL

« Al sacar el material estéril del autoclave no se puede contaminar (tocar)

 Trabajar con placas estériles

* Mechero Bunsen

* No echar el caldo de cultivo fuera de las placas ni desbordarlas ya que se consideran entonces
contaminadas

» No tocar partes internas ya que se consideran campos estériles.

ANTIBIOTICOS

 Para eliminar bacterias patégenas
» Hacer medios de cultivo selectivos (germen sensible a ese antibiético)

Los antibioticos tienen diferentes mecanismos de actuacion:

» Antimicrobianos que actian sobre PARED CELULAR

« Antimicrobianos que acttan sobre MEMBRANA CITOPLASMATICA
« Antimicrobianos que inhiben SINTESIS PROTEICA

« Antimicrobianos que inhiben SINTESIS ACIDOS NUCLEICOS

« Antimicrobianos que interfieren en VIAS METABOLICAS

« Antimicrobianos inhibidores de ACIDOS MICOLITICOS

FUNCIONAMIENTO DEL AUTOCLAVE

* Presién = temperatura > 100° C

» Conocer los materiales que soporten los 120°C y el calor humedo

» El material tiene que estar ya limpio (descontaminado) la mayoria de las veces, pero a veces se
colocan las placas de petri sucias con un ciclo de esterilizacion para luego ser desechadas, o los
medios de cultivo preparados para esterilizar y respartirlos por las placas después.

» También los materiales tienen que estar envasados de una determinada manera, p.ej. envolver en
fardos de ropa o meterlos en bolsas de sellados para esterilizacion, con la ventaja de que ha
temperatura ambiente los poros de éstas Ultimas estan cerrados pero dentro del autoclave se abren
entra el vapor

 El autoclave tiene dentro una especie de cesto donde se pone lo que se quiere esterilizar y luego se
introduce la cantidad de agua. Cerrarlo y dar el ciclo de esterilizaciéon. La salida del agua tiene que

10



estar bien cerrada y solo dejar salir el aire

» Al aumentar la temperatura del agua, aumenta también la presion del vapor por estar cerrado y se
expulsa el aire que habia de dentro del autoclave haciendo que aumente mas la presién

» Muchos autoclaves estan conectados a un programa informatico con los que se puede observary
controlar que segun va aumentando la presién del vapor del agua va aumentado también la
temperatura hasta 120° C y se hace el ciclo de esterilizacion.

» Cuando se termina el ciclo, el autoclave no se puede abrir hasta que la presién interna sea igual a c
« Para hacer medios de cultivo es indispensable el autoclave, tanto para desechar las placas como pse
esterilizar los medios de cultivo.

17/01/02
ORGANIZACION DE UN LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
Existen varias secciones diferentes:

« SECCION DE TOMA DE MUESTRAS.

Muestras de pacientes ambulatorios. Siempre tiene que haber el material disponible para la toma de muest
y buenas condicione de esterilidad, reposicidn, etc. Pueden ser muestras de diferentes tipos aunque las de
sangre se hacen en un lugar comin de EXTRACCION. Hace falta una buena iluminacién y el lavado de
manos.

+ SECCION DE RECEPCION Y REGISTRO DE MUESTRAS.

Cuando se reciben las muestras hay que registrarlas, se etiquetan y se organizan correctamente con las
peticiones (que coincidan los nimeros de las etiquetas). Es muy grave que se confundan las muestras y
analiticas entre pacientes.

Es importante hacer una primera evaluacion del estado de la muestra, ya que con ellos ya se rechazara toc
gue no tenga un estado correcto para su estudio: desechar las muestras que no cumplan unos requisitos dt
seguridad.

+ SECCION DE SIEMBRA DE MUESTRAS.

Para realizar los medios de cultivo estan los protocolos (PNT) de trabajo de cada tipo de cultivo y siembra c
muestras para su estudio. Son secciones mas 0 menos conectadas entre si y con el resto de areas.

+ SECCION DE MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS.

Pueden estar mas o menos separados. Son los lugares donde se preparan los medios de cultivo y suele se
zona donde se produce la esterilizacién del material a usar y el material a desechar. En esta seccion se tier
gue proveer de una camara frigorifica. Hoy en dia muchos medios de cultivo se compran directamente hecl
(si se necesitan en gran cantidad resulta mas econémico).

« SECCION DE BACTERIOLOGIA.
Se interpretan los cultivos, para ello se hace tinciones, pruebas de identificacién bioguimica, pruebas

inmunolégicas. Es una zona donde se hard la identificacién microscépica, se trabaja con urinocultivos,
exudados, hemocultivos, coprocultivos (heces), etc.
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+ SECCION DE MICOBACTERIAS.

Tiene que estar aislada del resto de secciones y cerrada con todos los mecanismos de prevencién, es donc
hay un paso restringido tanto para el personal de fuera como para los trabajadores del laboratorio.

+ SECCION DE MICOBIOLOGIA.
Se estudia todo lo referente a los hongos.

* ANTIBIOGRAMA O SENSIBILIDAD BACTERIANA.
+ SEROLOGIA O INMUNOLOGIA.

Requiere una mayor especializacién y mayor infrastuctura y se pueden encontrar en departamentos separea
segun la importancia del hospital o del Centro.

NORMAS DE SEGURIDAD EN EL LABORATORIO
DE MICROBIOLOGIA

Para evitar el riesgo de infeccion con las muestras y de su propagacion a la comunidad, por ello existen un
normas muy estrictas (CDC, centro de USA: que establecen unas normas de seguridad).

Existen 4 niveles de seguridad biolégica:
« NIVEL |. LABORATORIO DE ENSENANZA.

 Se trabaja con microorganismos NO patdégenos, bien conocidos o patdgenos oportunistas.

» Puertas cerradas, mesas que se desinfectaran.

» Todo el material contaminado debe ser esterelizado antes de ser desechado.

* NO pipetear con la boca, ni morder o chupar bolis, ni fumar o comer.

» Lavarse las manos antes y después de trabajar.

« Evitar producir aerosoles (a ves en el flambeado de las asas o al abrir un frasco)

« Llevar siempre bata, uso de guantes adecuadamente.

» Debe existir programas de desinfeccién y desratizacion porque se transmiten los gérmenes de un Iu
a otro.

« Ventanas protegidas con mosquiteras y el disefio del laboratorio debe facilitar la limpieza y el
almacenaje de productos inflamables.

« Secciones separadas tienen que tener un lavabo.

* NIVEL Il. CENTROS DE ASISTENCIA PRIMARIA.

« Se trabaja con microorganismos de peligrosidad potencialmente moderada. Hay que seguir toda la
normativa del Nivel | mas la siguiente:

« Acceso al laboratorio restringido.

» En algunas zonas con productos mas contaminantes hay que tener el cartel de riesgo biolégico.

« Utilizar guantes en todas las técnicas en las que se manejen productos potencialmente peligrosos o
con animales.

» En caso de accidente de exposicion a productos contaminados hay hacer un informe y seguir todas
pautas establecidas de seguridad para poder aplicar el tratamiento si fuera necesatrio.

* Muestra de suero de todo el personal cuando empieza a trabajar.

» Todos deben conocer las normal de seguridad.

 Se trabajara en cabinas de seguridad cuando se realicen técnicas que supongan un grado de
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produccién de aerosoles o cuando haya que abrirse un recipiente con muestras de riesgo o agitacio
muy grandes.

21/01/02
* NIVEL lll. MICROORGANISMOS DE ALTO RIESGO.

« Se sigue la normativa y precauciones del Nivel | y 1l y las siguientes:

» Todas las actividades con los microorganismos y los productos potencialmente patégenos se
realizaran en cabinas de seguridad, no sobre las mesas de trabajo.

 Se utilizaran batas abiertas por detras y nunca se saldra con ellas fuera del laboratorio.

« Todo material de animales y productos hay que esterilizarlos antes de desecharlos.

 En el laboratorio no deben haber plantas o animales que no se utilicen en el trabajo.

« El laboratorio debe estar AISLADO de la circulacién general que se consigue con una doble puerta
un habitaculo en medio donde podemos quitarnos la ropa y ducharnos.

» Los muebles deben ser de facil limpieza, ventanas herméticas y puertas que cierren automaticamen
Y con un sistema especial de extraccion de aire; el aire nunca debe circular de zona contaminada a
Zzona no contaminada. Y este aire que se elimina al exterior ha de pasar por unos filtros de alta efica
(HEPA).

« Cerca de las puertas de salida debe existir lavabos que se accionen con el pie, codo, etc. Y un
autoclave en el propio laboratorio para descontaminar.

* Llevar mascarillas rigidas.

* NIVEL 1IV. LABORATORIOS DE EXPERIMENTACION.

* Se manejan microorganismos de altisimo riesgo o microorganismos exéticos en un pais determinad
y especialmente con los virus.

21/01/02

CONTROL DE CALIDAD

En Microbiologia se ha de establecer unos controles de calidad a todos los niveles:

* MUESTRAS.

Controlar las muestras desde su obtencidn, transporte, procesamiento y emision de los resultados para lo ¢
lo ideal es elaborar y seguir un manual donde se especifica claramente la obtencion de las muestras y su
transporte (Protocolo).

Hay que establecer unos horarios estrictos de recogida de muestras y unos criterios muy claros de cuales ¢
las muestras que se van a desechar. También se ha de controlar la emision de los resultados para no
equivocarnos de paciente, trabajo, etc.

* MEDIOS DE CULTIVO.

Si estan bien empaquetados y bien precintados y guardados en la nevera (4° C) la duracion es de 8-10
semanas. Si estan sin empaquetar la caducidad seran a las 2 semanas y los caldos de cultivo aproximadar
a las 4 semanas. Todos los medios de cultivo, sobre todo los que fabricamos nosotros, tienen que seguir ut

controles de:

« Esterilidad (observar que en estufa no crece nada)
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» Crecimiento (que crezca s6lo lo que nos interesa)
 Caracteristicas selectivas de los microorganismos en medios selectivos para aislar el germen que
quiero (es una forma de aislamiento). ¢ Coémo identificar un microorganismo?:

* Sembrar

* Aislar

» Observar macroscopicamente

» Observar al microscopio

« Identificar caracteristicas bioquimicas (dependiendo de su metabolismo)

 Calidad para el control de las caracteristicas bioquimicas.
« Control de los aparatos y utillaje (de TODOS).

Laboratorio

Control de calidad de la Generalitat
Nivel Nacional

Nivel Europeo

EE.UU.

* AIRE.

El aire actia como medio de transporte de los microorganismos. Para el control ambiental del aire se sigue
siguiente procedimiento:

« Abrir placas de cultivo y mantenerlas abiertas donde se quiera hacer el control microbiolégico. Cubrir una
superficie de 1m2 con placas y dejarlas abiertas durante 30 minutos.

» Los microorganismos sedimentan sobre la superficie del agar de las placas. Pasados los 30 minutos las
volvemos a tapar y las incubamos a 30° C durante 24-48h.

» Ponemos a cultivar en la estufa de cultivo las placas y nos da una idea del nimero de microorganismos ¢
existen en el ambiente porque NO permite un recuento exacto ya que no podemos saber el volumen de &
gue se ha puesto en contacto con la placa.

» Una vez crecidos los microorganismos contamos el nimero de colonias y sumamos las de todas las plac
tendremos en numero de UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC) que tenemos por m2 o:
UFC/m2

« CONTROL AMBIENTAL MAS ESPECIFICO.

Podemos dar mas exactamente las UFC/m2 del aire ya que éste pasa a través de un tipo de aspiracion que
contabiliza la cantidad de aire aspirado.

* CONTROL DE SUPERFICIE.

Es un método antiguo. Nos podemos centrar en los pomos de las puertas y las superficies de trabajo.
Encontramos diferentes gérmenes dependiendo de la superficie, como p.ej. los del suelo tienen capacidad
esporular, etc. El método es sencillo y consiste en:

* Colocar una plantilla estéril de papel de filtro con un recuaro de un 1cm2 sobre la superficie que queremc

estudiar.
« Frotar la zona del recuadro, que queda expuesta para su estudio, con un escobillén estéril humedecido e
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solucion salina.
« Introducir el escobillén en un tubo estéril con aproximadamente 2 mm de solucion salina.

» Mover el tubo suavemente para que los microorganismos queden suspendidos en la solucion salina.
« Coger una placa TSA (un medio de cultivo) y depositar sobre ella 0,1ml de muestra con una micropipeta
pipeta pasteur y lo extendemos todo por la placa: SIEMBRA EN MASA que se hace con una ASA DE

DRIGALSKY (varilla acodada).
* Incubar a 30° C durante unas 48h, es a temperatura mas baja que los gérmenes patégenos porque son

gérmenes del ambiente y crecen mas lentamente.
* Lectura de las UFC/m2.

En los laboratorios de Microbiologia, la esterilizacion se lleva a cabo normalmente mediante:

* Vapor
« Calor
* Flameado

Los métodos de control de esterilizacion se usan todos juntos: los Fisicos son obligatorios, los Quimicos se
usan siempre por norma y los Bioldgicos también en controles de calidad.

En los afios 40 se descubri6 el primer antibiético natural: la PENICILINA que proviene de un hongo. Pero
actualmente también existen antibiéticos naturales, sintéticos y semisintéticos

« Mycobacterias Nivel IlI
* Brucelas

« Virus en general

* Priones Nivel IV

Para la frecuencia de los controles con CEPAS CONTROL, cada Centro tiene sus protocélos y personas
encargadas de realizarlos. Estas cepas siempre provienen de un laboratorio de confianza

Cuando hay muchos gérmenes en la placa lo que se hace es un Banco de Dilucién para saber los gérmene
hay por cm2.
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