VI - Controle do crescimento microbiano

té agora, neste capitulo, discutimos o crescimento microbia-

no, com foco na promogdo do crescimento. Fechamos este
capitulo considerando o lado oposto da moeda, o controle do
crescimento microbiano. Muitos aspectos do controle do cres-
cimento microbiano tém aplicagées praticas significativas. Por
exemplo, nés lavamos os produtos frescos para remover micror-
ganismos ligados e inibimos o crescimento microbiano sobre as
superficies do corpo por meio de lavagem. No entanto, nenhum
destes processos mata ou elimina todos os microrganismos. Ape-
nas a esterilizacio — a morte ou a remogéo de todos os micror-
ganismos (incluindo virus) — garante que este € o caso. Em certas
circunstéincias, a esterilidade nao é alcancavel ou pratica. Em ou-
tros, no entanto, a esterilizacao é absolutamente essencial. Revi-
saremos os métodos de controle de crescimento agora.

5.17 Principios gerais e controle
do crescimento pelo calor

Os microrganismos e seus efeitos podem ser controlados em
muitos casos simplesmente pela limitacao ou inibigao do cres-

cimento das células. Os métodos para inibir o crescimento
microbiano incluem a descontaminacao, o tratamento de um
objeto ou uma superficie, de modo a torna-los seguros a ma-
nipulacio, e a desinfeccdo, um processo direcionado direta-
mente contra os patégenos, embora possa ndo eliminar todos
os microrganismos. Descontaminacdo poderia ser tio simples
como limpar os utensilios de cozinha para remover fragmen-
tos de alimentos (e seus organismos ligados) antes de usa-los,
ao passo que desinfeccao requer agentes chamados de desin-
fetantes, os quais realmente matam microrganismos ou seve-
ramente inibem seu crescimento. Uma solugdo de branquea-
mento (hipoclorito de sédio), por exemplo, é um desinfetante
eficaz para uma ampla variedade de aplicacoes.

Métodos fisicos de controle do crescimento microbiano
sdo frequentemente utilizados na industria, medicina e em
domicilio para promover a descontaminag¢ao microbiana, de-
sinfeccdo e esterilizacao. O calor, a radiacéo e a filtracao sdao
capazes de destruir ou remover os microrganismos. Provavel-
mente, o método de controle do crescimento microbiano mais
difundido consiste no uso do calor. Fatores que interferem na
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suscetibilidade dos microrganismos ao calor incluem a tem-
peratura e a duracio do tratamento térmico, como também o
tipo de calor, imido ou seco, empregado.

Esterilizacao pelo calor

Todos os microrganismos apresentam uma temperatura maxi-
ma de crescimento, acima da qual o crescimento € impossivel,
geralmente porque uma ou mais estruturas-chave celulares sao
destruidas ou uma proteina-chave é desnaturada (Figura 5.19).
A eficicia do calor como agente esterilizante é medida pelo
tempo requerido para uma redugéo de dez vezes na viabilidade
de uma popula¢ao microbiana, a uma dada temperatura. Esse
periodo corresponde ao tempo de reducdo decimal ou D. A re-
lacdo entre D e a temperatura é exponencial, quando o logarit-
mo de D é plotado em fungéo da temperatura, obtém-se uma
linha reta (Figura 5.32). A morte decorrente do aquecimento é
uma fungé@o exponencial (de primeira ordem), ocorrendo mais
rapidamente & medida que a temperatura eleva-se. O tipo de
calor também é importante: o calor imido tem maior poder de
penetragdo que o calor seco e, em certa temperatura, promove
uma reducdo mais rdpida no niimero de organismos vivos.

A determinagido de um tempo de redugido decimal requer
um grande nimero de ensaios de contagem de células viaveis
(Secdo 5.9). Uma forma mais ficil de caracterizar a sensibilida-
de de um organismo ao calor consiste na determinacio do seu
tempo de morte térmica, o tempo necessario para matar todas
as células, em uma dada temperatura. Para determinar-se o
tempo de morte térmica, amostras de uma suspensio celular
sdo aquecidas por diferentes tempos, misturadas a um meio de
cultura e incubadas. Se todas as células forem mortas, nao serd
observado crescimento nas amostras incubadas. No entanto,
diferente da medida de tempo de reducao decimal, que é inde-
pendente do nimero original de células, o tempo de morte tér-
mica ¢ fortemente afetado pelo tamanho da populacao testada;
um maior tempo ¢ necessario para matar todas as células de
uma populagdo grande, do que para uma populacao pequena.

A presenga de bactérias formadoras de enddsporos em
uma amostra tratada pelo calor pode influenciar tanto a re-
dugdo decimal como o tempo de morte térmica. A resisténcia
que as células vegetativas e os enddsporos de um mesmo orga-
nismo apresentam ao calor varia consideravelmente. Lembre-
-se de que os enddsporos maduros sio altamente desidratados
e contém elementos quimicos, como o calcio dipicolinato, e
proteinas, como as pequenas proteinas dcido soluveis do espo-
ro (SASP, small acid-soluble spore proteins), que ajudam a con-
ferir estabilidade frente ao calor da estrutura (@5 Secao 2.16).
Nao ¢é possivel assegurar que os endésporos foram mortos,
a menos que temperaturas de autoclave (121°C) sejam man-
tidas por pelo menos 15 minutos. O tempo de redugio tér-
mica é também uma funcio inerente da resisténcia ao calor
dos microrganismos presentes; conforme esperado, termé-
filos e hipertermoéfilos sdo mais resistentes que os meséfilos
(Figura 5.32b).

O meio onde o aquecimento é realizado também influen-
cia na morte tanto de células vegetativas como de endésporos.
A morte microbiana é mais rapida em pH écido, sendo os ali-
mentos dcidos, como tomates, frutas e picles, mais facilmente
esterilizados do que alimentos com pH neutro, como milho
e feijoes. Altas concentracoes de agucares, proteinas e gordu-
ras dificultam a penetragdo do calor, geralmente aumentando
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Figura 5.32 0 efeito da temperatura na morte de microrganismos
por calor. (a) 0 tempo de reducao decimal ([) corresponde ao periodo de tem-
po em que apenas 10% da populacéo original de um dado organismo (neste
caso, um mesofilo) permanece viavel, a uma determinada temperatura. A 70°C,
D = 3 minutos; a 60°C, D = 12 minutos; a 50°C, D = 42 minutos. (b) Valo-
res de [ para um organismo-modelo das diferentes classes de temperatura:
A, mesofilo; B, termdfilo; C, hipertermofilo.

a termorresisténcia dos organismos, ao passo que altas con-
centragdes de sais podem aumentar ou diminuir a resistén-
cia ao calor, dependendo do organismo. Células desidratadas
e enddsporos sdo mais resistentes ao calor do que as células
umidas; consequentemente, a esterilizagdo térmica de objetos
secos, como enddsporos, sempre requer temperaturas mais
elevadas e tempos mais longos do que a esterilizagdo de obje-
tos imidos, como culturas bacterianas liquidas.

A autoclave e a pasteurizacao

A autoclave é um dispositivo de aquecimento selado que usa
vapor sob pressdo para matar os microrganismos (Figura 5.33).
A morte de enddsporos termorresistentes requer o aqueci-
mento a temperaturas acima do ponto de ebuli¢io da dgua a
1 atm. A autoclave utiliza vapor a uma pressao de 1,1 kg/cm®
(15 libras/polegada’), o que gera uma temperatura de 121°C.
A 121°C, o tempo necessirio para promover uma esterilizagao
de pequenas quantidades de material contendo endésporos é
de cerca de 15 minutos (Figura 5.33b). Se o objeto submetido &
esterilizacdo é volumoso, a transferéncia de calor a seu interior
serd lenta, devendo o tempo de aquecimento ser estendido.
Observe que nio é a pressdo no interior da autoclave que mata
os microrganismos, mas sim as altas temperaturas que podem
ser atingidas quando o vapor € aplicado sob alta pressao.
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Figura 5.33 A autoclave e a esterilizac@o pelo calor umido. (a) O flu-
xo do vapor através de uma autoclave. (b) Um ciclo tipico de autoclavagem.
E apresentado o perfil temporal de aquecimento de um objeto relativamente
volumoso. A temperatura do objeto aumenta e decresce mais lentamente do
que a temperatura da autoclave. A temperatura do objeto deve atingir a tem-

A pasteurizagio utiliza um aquecimento precisamente
controlado para reduzir o niumero total de microrganismos
presentes no leite e em outros liquidos que seriam destruidos
se autoclavados. O processo, assim denominado em homena-
gem a Louis Pasteur (@0 Segdo 1.7), foi primeiramente utiliza-
do no controle da deterioracao do vinho. A pasteurizacao nao
mata todos os organismos e, desse modo, nao € sinénimo de
esterilizaciao. A pasteurizacio, no entanto, reduz a carga micro-
biana, o nimero de microrganismos vidveis presentes em uma
amostra. Nas temperaturas e tempos utilizados para a pasteuri-
zagdo de alimentos, como o leite, todas as bactérias patogénicas
que podem ser transmitidas pelo leite infectado, especialmente
os organismos causadores da tuberculose, brucelose, febre Q e
tebre tifoide, sao mortos. Além disso, pela reducao da carga mi-
crobiana geral, a pasteurizagio retarda o crescimento de orga-
nismos deteriorantes, aumentando consideravelmente o prazo
de validade de liquidos pereciveis (Zo Secao 31.6).

Para que a pasteurizacdo seja realizada, o liquido passa
através de um trocador de calor. O controle cuidadoso da taxa
de fluxo, assim como do tamanho e da temperatura da fonte
de calor, promove a elevagao da temperatura do liquido para
71°C durante 15 segundos (ou mesmo temperaturas superio-
res por curtos periodos de tempo; ver Figura 5.32), e, entao, é

peratura-alvo, sendo mantida por 10 a 15 minutos para garantir a esterilida-
de, independentemente da temperatura e do tempo registrados na autoclave.
(c) Uma moderna autoclave de pesquisa. Observe a porta de travamento por
pressao e os controles de ciclo automatico no painel a direita. Os ajustes para
a entrada de vapor e de exaustéo localizam-se na lateral direita da autoclave.

rapidamente resfriado. O processo completo recebe a deno-
minagdo pasteurizagdo rdapida. A pasteurizagao do leite em
temperaturas ultraelevadas requer o aquecimento a 135°C por
1 minuto. O leito também pode ser pasteurizado em grandes
cubas a 63 a 66°C por 30 minutos. Entretanto, este método de
pasteurizagdo em massa é menos satisfatério, uma vez que o
leite se aquece e esfria lentamente, alterando, assim, o sabor do
produto final, sendo um processo menos eficiente.

MINIQUESTIONARIQ - ------= === mm oo oo
» Por que o calor € um agente eficaz de esterilizacao?

» Quais as etapas necessérias para garantir a esterilidade de
materiais que possam estar contaminados por endosporos
bacterianos?

= Diferencie a necessidade de esterilizar meios microbiologicos
da necessidade de pasteurizar produtos lacteos.

5.18 Outros métodos de controle fisico:
radiacao e filtracao

O calor é apenas uma das formas de energia capaz de esterilizar

ou reduzir a carga microbiana. Radiagdo ultravioleta (UV), raios



X e raios gama também sdo agentes efetivos. No entanto, cada
tipo de energia apresenta um mecanismo de acdo e eficacia di-
ferentes, assim sua aplicacdo pode variar significantemente.

Radiacao ultravioleta e ionizante

A radiacdo UV de comprimento de onda entre 220 e 300 nm
é absorvida pelo DNA e pode causar mutagdes ou outros sé-
rios efeitos a ele, podendo levar a morte do organismo exposto
(2o Segao 10.4). A radiagiao UV é util na desinfecgdo de su-
perficies e ar, e ¢ amplamente utilizada para descontaminar e
desinfetar a superficie de trabalho de fluxos laminares equipa-
dos com uma lampada UV “germicida” (Figura 5.34), e também
para desinfetar o ar circulante em hospitais e salas de prepa-
ragdo de alimentos. No entanto, a luz UV tem baixo poder de
penetracdo, limitando-se seu uso a desinfeccao de superficies
expostas ou ar, em vez de objetos volumosos, como comidas
enlatadas ou roupas cirtrgicas.

A radiacdo ionizante é uma radiagio eletromagnética com
energia suficiente para produzir fons e outras espécies mole-
culares reativas a partir das moléculas com as quais as particu-
las radioativas colidem. A radia¢do ionizante produz elétrons,
radicais hidroxila (OH-) e radicais hidreto (H:), e cada um de-
les pode danificar macromoléculas e levar as células irradiadas
a morte (Secao 5.16).

A unidade de radia¢ao é denominada roentgen, e o padrao
para aplicacdes biolégicas, como a esterilizagdo, corresponde
a dose de radiagdo absorvida, medida em rads (100 erg/g) ou
grays (1 Gy = 100 rad). A radiacdo ionizante é normalmente
gerada por uma fonte de raios X ou pelos nuclideos radioativos
®Co e "'Cs, que siao produtos relativamente baratos da fissao
nuclear. Esses nuclideos produzem raios X ou gama (raios vy),
e ambos apresentam energia e poder de penetracio suficientes
para matar os microrganismos em itens volumosos, como pro-
dutos alimenticios e suprimentos médicos.

A Tabela 5.6 mostra a dose necessdria para uma redugéo de
10 vezes (D10) no niimero de microrganismos selecionados.
O valor D10 é analogo ao tempo de redugio decimal da esteri-
lizagdo por calor, e a curva de morte da radiacio ionizante gera
um grafico similar (Figura 5.35; compare com a Figura 5.32).
Assim como ocorre com o tratamento por calor, a destruigao

¢
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Figura 5.34  Fluxo laminar de seguranca biolégica. Uma fonte de luz
ultravioleta (UV) é utilizada para evitar a contaminacao da cabine quando nao
esta em uso. Quando a cabine esta em uso, o ar externo a camara & bombeado
através do filiro HEPA. O ar presente no interior da cdmara é deslocado através
das ventilagdes que circundam a face anterior e retorna através do filiro HEPA.
Assim, a camara é desenvolvida de modo a propiciar uma area de trabalho livre
de contaminantes para manipulagao de microrganismos e culturas de tecidos.

Tabela 5.6 Sensibilidade a radiacao de alguns

microrganismos representativos

Tipo de microrganismo Caracteristicas D10? (Gy)

Bactéria

Clostridium botulinum Gram-positiva, anaerébia, 3.300
esporulante

Deinococcus radiodurans ~ Gram-negativa, coco 2.200
resistente a radiacao

Lactobacillus brevis Gram-positiva, bastonete 1.200

Bacillus subtilis Gram-positiva, aeréhbia, 600
esporulante

Escherichia coli Gram-negativa, bastonete 300

Salmonella typhimurium Gram-negativa, bastonete 200

Aspergillus niger Mofo comum 500

Saccharomyces cerevisiae  Fermento de padaria e 500
cervejaria

Virus

Febre aftosa Patégeno de animais 13.000
biungulados
Coxsackie Patégeno humano 4.500

D10 corresponde & quantidade de radiacéio necessaria para reduzir em 10 vezes
(1 unidade logaritmica) a populagéo inicial, ou nivel de atividade. Gy, grays; 1 Gy &
equivalente a 100 rads. A dose letal para seres humanos & de 10 Gy.

dos enddsporos com radiacio ionizante é mais dificil do que
a de células vegetativas, e os virus sdo mais dificeis de serem
destruidos do que as bactérias (Tabela 5.6). Além disso, os mi-
crorganismos sdo muito mais resistentes a radiagdo ionizante
do que os organismos multicelulares. Por exemplo, a dose de
radiacao letal aos seres humanos pode ser de apenas 10 Gy,
quando utilizada por um curto periodo de tempo.

Nos Estados Unidos, o Food and Drug Administration
(FDA) aprovou o uso de radiagéo para a esterilizacdo dos mais
diversos itens, como suprimentos cirurgicos, materiais descar-
téveis de laboratério, firmacos e até mesmo tecidos para en-
xertos. Determinados alimentos e produtos alimenticios, como
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Figura 5.35 Relacdo entre a fracdo de sobrevivéncia e a dose de
radiacéo de um microrganismo. A 010, ou dose de reducdo decimal, pode
ser interpolada a partir dos dados, conforme apresentado.
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Figura 5.36
convencional e (¢) um filtro nucleoporo.

produtos carneos frescos, hamburgueres e frango e especiarias,
também sao rotineiramente irradiados para garantir que eles
estdo estéreis, ou pelo menos livres de patégenos e de insetos.

Esterilizacao por filtracao

O calor corresponde a uma forma eficaz de descontaminagao
da maioria dos liquidos, entretanto, gases ou liquidos sensi-
veis ao calor devem ser esterilizados por outros métodos. Para
isso, o liquido ou gas passa através de um filtro, um dispositivo
contendo poros de dimensdes muito pequenas que impedem
a passagem de quaisquer células que possam estar presentes.
Para esterilizagao, um filtro com poros de didmetro médio de
0,2 um € desejavel; no entanto, mesmo poros tdo pequenos nao
irdo impedir a passagem da maioria dos virus. Em geral, para
esterilizagcao de pequenos volumes, como solugédes de laborat6-
rio, sdo utilizados filtros com poros de 0,45 pme 0,2 pm.

Virios tipos de filtros sao utilizados rotineiramente na mi-
crobiologia, incluindo filtros de profundidade, membranas fil-
trantes e filtros nucleoporos. Um filtro de profundidade é uma
lamina ou camada fibrosa, confeccionada por um conjunto
aleatério de fibras de papel ou de borossilicato (vidro) sobre-
postas (Figura 5.36a). Os filtros de profundidade sao importan-
tes para fins de biosseguranca. Por exemplo, as manipulagoes
de culturas celulares, culturas microbianas e meios de cultura
requerem a minimizacgao da contaminagio, tanto do manipu-
lador como dos materiais experimentais. Essas operagdes po-
dem ser realizadas de maneira eficiente em um fluxo laminar
de biosseguranga, com o fluxo de ar para dentro e para fora
da camara passando através de um filtro de profundidade, de-
nominado filtro HEPA (do inglés, high-efficiency particulate
air [filtro de alta eficiéncia para ar particulado]), (Figura 5.34).
Os filtros HEPA geralmente removem particulas-teste de
0,3 pm, ou maiores, com eficiéncia maior que 99,9%.

As membranas filtrantes sdo o tipo mais comum de filtros
utilizados para a esteriliza¢ao de liquidos em laboratérios de
microbiologia (Figura 5.36) e Figura 5.37). Membranas filtran-
tes s@o compostas por polimeros que suportam altas tensoes,
como acetato de celulose, nitrocelulose ou polissulfona, pro-
duzidos de forma a apresentarem inimeros poros diminutos.
Dispositivos contendo membranas filtrantes estéreis, destina-
das a esterilizacao de volumes pequenos ou medianos de li-
quidos, como meios de cultura, sao rotineiramente utilizados
em laboratérios de pesquisa ou clinicos. A filtracao € realizada
com o auxilio de seringa, compressor ou bomba de vécuo, para
forcar a passagem do liquido através do aparato de filtracao até
um recipiente coletor estéril (Figura 5.37).

Outro tipo de membrana filtrante comumente utilizada
é o filtro nucleoporo (Figura 5.38). Esses filtros sdo confeccio-
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Filtros microbiolégicos. Micrografia eletronica de varredura mostrando a estrutura de (a) um filtro de profundidade, (b) uma membrana filtrante

Figura 5.37 Membranas filtrantes. Unidades de membranas filtrantes
descartaveis, pré-esterilizadas e montadas. A esquerda: um sistema de filtra-
¢ao projetado para pequenos volumes. A direita: um sistema de filtracéo proje-
tado para volumes maiores.
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Figura 5.38 Micrografia eletrénica de varredura de bactérias reti-
das em membranas filtrantes nucleoporos. (a) Bactérias e algas aquati-
cas. 0 tamanho do poro é de 5 um. (b) Leptospira interrogans. A bactéria tem
didametro aproximado de 0,1 p.m e até 20 pm de comprimento. O tamanho do
poro éde 0,2 pm.



nados por filmes com espessura de 10 pm de policarbona-
to tratados com radiacdo, sendo, em seguida, cauterizados
com um produto quimico, gerando poros muito uniformes
(Figura 5.36c¢). Os filtros nucleoporos sio geralmente utiliza-
dos no isolamento de espécimes para microscopia eletronica
de varredura. Os microrganismos sio removidos de um liqui-
do ou amostra natural, como a dgua de um lago, e concentra-
dos em um 1nico plano no filtro, onde podem ser observados
ao microscopio (Figura 5.38a).

MINIQUESTIONARIQ -=-=============mmmmoemmms oo emm e ;

= Defina D10 e explique por que a dose letal de radiacao
(Tabela 5.6) ndo € a mesma para todas as bactérias.

= Por que a radiacao ionizante & mais efetiva que a radiacao UV
para a esterilizacdo de produtos alimenticios?

= Diferencie os principais tipos de filtros de esterilizacao
utilizados em laboratérios de microbiologia.



