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Presentacion

Esta nueva oportunidad nos permite ofrecer a los usuarios la Guia de Laboratorio,
fruto del esfuerzo colaborativo del equipo docente. La guia como valiosa alternativa
para estudiantes e interesados, brinddndoles acceso a fuentes bibliogrdficas que
reflejan experiencias exitosas y la revisibn continua de conocimientos en evolucion. Los
conceptos presentados no solo siven como punto de partida, sino que también
estimulan a los usuarios a ampliar su busqueda de informacidén para mantenerse
actualizados. El compromiso es facilitar el acceso a recursos que fomenten el
aprendizaje continuo y la mejora constante de los conocimientos.

La guia estd estructurada en cuatro unidades fundamentales: Introduccion a la
microbiologia y respuesta del huésped ante patdgenos, microorganismos relacionados
con enfermedades infecciosas sistémicas, microorganismos relacionados con
patologias orales y ecologia bucal y microbiologia de las patologias infecciosas
bucodentales. Su disefo estd especialmente concebido para respaldar el desarrollo de
las clases prdcticas, proporcionando no solo los elementos esenciales para la aplicacién
prdctica de los conocimientos, sino también informacioén adicional sobre los aspectos
tedricos pertinentes. Cada seccién de la guia incluye espacio dedicado para que los
estudiantes realicen anotaciones, dibujos de observaciones y respondan al cuestionario
correspondiente, facilitando asi una experiencia de aprendizaje participativa y
completa.

Al finalizar la asignatura, el estudiante serd capaz de identificar la formacién, el
desarrollo y los elementos microbiolégicos, propios del cuerpo humano y en particular
de la cavidad bucal, de describir los aspectos fundamentales sobre la microbiota oral,
serd capaz de explicar los procesos infecciosos estomatoldgicos y su posible
complicacién sistémica, de establecer relaciones entre los microorganismos vinculados
a las afecciones orales segin las condiciones intrinsecas y extrinsecas de la salud
general y de explicar la efiologia, patogenia, manifestaciones clinicas, prevencion de
las infecciones orales mds relevantes que les permita la elaboracidén de un buen

diagndstico presuntivo.

Recomendaciones para el uso de la guia de laboratorio de Microbiologia:

Exploracion preliminar: antes de cada clase prdctica, tdmate el tiempo necesario
para revisar la seccidon correspondiente de la guia. Familiarizate con los conceptos
clave, objetivos y procedimientos que se abordardn durante la sesién. Si es posible
revisar también el material compartido en el aula virtual.

Verificar el material atendido por el personal de laboratorio antes de que se inicie

la practica: asegurate de contar con todos los materiales necesarios para las clases



prdcticas segun las indicaciones de la guia. Esto incluye instrumentos, reactivos vy
cualquier otro elemento mencionado. La verificacidén previa contribuird a una
experiencia mas fluida y enriquecedora.

Participaciéon activa: durante las clases prdcticas, participa en las actividades
propuestas. Realiza anotaciones detalladas, observaciones precisas y, cuando sed
pertinente, realiza dibujos que complementen tu comprensidn de los conceptos.

Uso de espacios designados: aprovecha los espacios dedicados en la guia para tus
anotaciones. Estos espacios estdn disenados para que personalices tu aprendizaje y
refuerces los conceptos mediante reflexiones y observaciones propias.

Cuestionarios y autoevaluacion: después de cada clase, dedica tiempo a
responder los cuestionarios proporcionados en la guia. Esta autoevaluacién te permitird
consolidar tus conocimientos e identificar dreas que puedan requerir mds atencion.

BUsqueda adicional de informacién: la guia sirve como punto de partida, pero no
dudes en ampliar tu conocimiento mediante la bUsqueda de informacién adicional.
Utlliza las fuentes bibliogrdficas recomendadas y otras fuentes confiables para
profundizar en los temas tratados, contactarse con el Hub de informacién de la
universidad.

Colaboracioén y discusion: fomenta la colaboracién con tus compafieros. Compartir
observaciones, discutir conceptos y comparar resultados puede enriquecer la
experiencia de aprendizaje de fodos.

Feedback constructivo: si identificas dreas de mejora o tienes sugerencias para su
optimizacién, comunicalo a tu docente. Tu retroalimentacién es valiosa para la mejora

continua del material educativo.

Mag. C. D. Edna Mercedes Yangali Gamarra



Primera Unidad

Infroduccion a la microbiologia y
respuesta del huésped ante

patdogenos




Semana 1:; Sesidon 2

Bioseguridad, técnicas de desinfecciony
esterilizacion

SECCION: oo, Fecha: ..../...../...... Duracion: 90’
DOCENTE: it e e e e e e e e e e e e e e e Unidad: 1

AREIAOS Y NOMIOTES: .o eee e e e e eeeans

Instrucciones

Cada equipo de prdcticas tiene la responsabilidad de utilizar de manera
adecuada los equipos, materiales y reactivos proporcionados. Previo a su uso, los
estudiantes de cada grupo deben asegurarse de que estén en buen estado y notificar

de inmediato cualquier dano que observen.

I. Propésito
Durante el desarrollo de esta prdctica, el estudiante:

> Adquirird conocimientos fundamentales sobre bioseguridad, lo que le posibilitard
identificar los riesgos asociados y los métodos preventivos aplicables en el entorno
del laboratorio.

> Iniciard actividades prdacticas que refuercen los aspectos tedricos de la
asignatura de microbiologia.

> Se familiarizard con las normativas de bioseguridad que gobiernan los laboratorios
de microbiologia, permitiéndole su aplicacion efectiva.

» Describird y considerard los diversos procedimientos de desinfeccion vy

esterilizacién utilizados en un laboratorio de microbiologia clinica.

Il. Fundamentos tedricos

Bioseguridad
Se define como un conjunto de precauciones disenadas para preservar la salud y
seguridad de las personas frente a posibles riesgos laborales. Ademds, implica la
toma de decisiones, responsabilidades, cuidados y direccidn, tanto individual como
colectivamente, por parte de estudiantes y profesores involucrados en cada
prdctica o actividad llevada a cabo en el laboratorio (Acosta y Andrade, 2008).
Factores de riesgo

El conocimiento acerca del origen y las caracteristicas de posibles agentes

causales de accidentes representa un elemento de gran importancia en la



implementacién de medidas y acciones relacionadas con la bioseguridad en el
Laboratorio de Microbiologia. Estos son:
a) Agentes bioldgicos

Los agentes microbianos penetran al organismo por:

1. Ingestion de alimentos o aguas contaminadas por:

e Bacterias: Vibrio cholerae, Salmonella, Shigella, etc.

e Pardsitos: Giardia, Cryptosporidium, Entamoeba histolytica, Ascaris, Enterobius,
Trichuris, Hymenolepis, Taenia, Diphyllobothrium, etc.

* Virus: Virus del sarampidn, poliomielitis, enterovirus, etc.

2. Inhalacién de microorganismos como:

* Mycobacterium tuberculosis, virus influenza, virus del sarampiodn, etc.

3. Inoculacién directa de sangre o fluidos corporales:
> Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)

> Hepatitis, etc.

4. Contacto directo o indirecto con pacientes, que puede llevar a
enfermedades como:

e Conjuntivitis

* Micosis cutdnea

e Escabiosis, etc.

Agentes fisicos y mecdnicos:
Incluyen temperaturas extremas, contactos eléctricos defectuosos, vidrios rotos o
recipientes danados, que pueden ocasionar guemaduras o heridas.
Agentes quimicos:
Diversos agentes con propiedades que representan riesgos, como corrosivos (dcido
acético, fenol), tdxicos (medicamentos como barbitiricos), productos caseros vy
alimentos contaminados (gasolina, lejia), carcinogénicos (bencina) e inflamables-
explosivos (acetona, metanol).
Normas de bioseguridad:

v Mantener el laboratorio ordenado y limpio, limitando el material no pertinente.
Descontaminar mesas de trabajo diariamente y después de derrames.
Lavarse las manos antes y después de manipular material biolégico.
Descontaminar desechos antes de eliminarlos.

Uso de mandiles durante la permanencia en el laboratorio.

AN N N RN

Prohibicion de pipetear con la boca.



Mantener las puertas cerradas durante las prdcticas.
Reportar de inmediato derrames o exposiciones a materiales peligrosos.

Limitar el ingreso a personas con riesgo de infeccion.

AN N NN

Proscripcion de comer, beber, fumar o almacenar alimentos en el laboratorio.

Estrategias de proteccion en trabajadores de salud:
1. Profilaxis preexposicion mediante vacunas.

2. Profilaxis postexposicion con vacunas.

Técnicas de desinfeccion y esterilizacién:
» Desinfeccion: Destruccion de microorganismos en objetos o superficies mediante
desinfectantes.
» Esterilizacién: Eliminaciéon de todas las formas de vida en objetos inanimados por

métodos fisicos o quimicos.

Métodos de esterilizacion:
e Agentes fisicos como calor hUmedo y seco, filtracién, humedad y desecacion, y
radiaciones.

e Agentes quimicos como bactericidas, viricidas, bacteriostaticos y virustaticos.

Equipos/Materiales:
Se solicitard al personal de laboratorio equipos y materiales bdsicos para que los

estudiantes los reconozcan, siguiendo estrictamente las medidas de bioseguridad.

Indicaciones y procedimientos:

Se incluye el uso obligatorio de equipo de proteccion personal, lavado estricto de
manos, manipulacién segura de muestras, desinfeccién de superficies y seguimiento de
normas y protocolos establecidos. También se destaca la importancia de conocer la
ubicaciéon y el uso de equipos de seguridad, informar sobre derrames o accidentes, y
mantenerse al dia con las vacunas recomendadas. Se hacen hincapié en la
concientizacion del grupo sobre la cultura de bioseguridad y la responsabilidad

colectiva en la seguridad (Acosta y Andrade, 2008).
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Figura 1
Estandarizacién para el manejo de EPP
| |

Estandarizacion para el manejo de
Equipo de Proteccion Personal (EPP)

Fuente. Google Imdgenes (https://n9.cl/egify)

lll. Resultados (Analizary procesar las condiciones de bioseguridad en un laboratorio

de Microbiologia General y Oral).

IV. Conclusiones (Especificar cudles son las principales consideraciones de

bioseguridad que se debe de tener en cuenta en un laboratorio de Microbiologia)

V. Sugerencias / recomendaciones

VII. Cuestionario previo a la prdctica: (Resolver lo siguiente)

7.1. Elabore una relacién de los principales agentes fisicos utilizados en microbiologia

7.2. Enumere las caracteristicas y propiedades de los agentes quimicos mds usados
gue actuan sobre las bacterias.

7.3. Detalle los mecanismos de accidon de cada uno de los agentes fisicos y quimicos,
sobre las células procariotas y eucariotas.

7.4. Elabore un cuadro comparativo de los diferentes niveles de bioseguridad de los
laboratorios de microbiologia.

7.5. 5Cudl es el nivel de bioseguridad al que pertenece nuestro laboratorio?

7.6. Mencione 5 reglas bdsicas de higiene y seguridad en el laboratorio

7.7. Mencione 5 elementos de proteccién personal

7.8. Mencione 3 de los procedimientos ante emergencias

11
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Semana 2: Sesion 2

Descripcion, manejo de equipo y material de

laboratorio
Seccién: ............................. Fecha: .../cc.f...... Duracion: 90 minutos
[T Tor=10 ) (= H TSR Unidad: 1

APENIAOS Y NOMIDIES: ...ttt e e e e eaare s

Instrucciones

Cada equipo de prdcticas tiene la responsabilidad de utilizar de manera
adecuada los equipos, materiales y reactivos proporcionados. Antes de utilizarlos, 10s
estudiantes de cada grupo deben asegurarse de que estén en buen estado y notificar

de inmediato cualquier dano que observen.

I. Proposito
Durante el desarrollo de esta prdctica, el estudiante:
e Conocerd el equipo y materiales de uso general en el laboratorio de Microbiologia.
e Aprenderd el manejo y uso correcto del equipo y material que utilizard durante el
desarrollo de sus prdcticas.
* Conocerd las partes de un microscopio 6ptico, asi como, las bases para su

funcionamiento.

Il. Fundamentos teéricos
Un laboratorio de Microbiologia es un lugar habilitado para el manejo y estudio
de microorganismos. Es importante recordar que la finalidad es determinar las

caracteristicas de los mismos, para poder llegar a su identificacion.

Para la realizacion de cultivos en el laboratorio, es indispensable contar con el
siguiente material, sin embargo, para cada prdctica se puede especificar material
adicional. A continuacién, se menciona el material de uso principal que cada uno de
los estudiantes delberd describir el dia de la prdctica:

* Mechero de bunsen
* Gradillas

* Pinzas

* Asas bacterioldgicas

* Pizetas con agua estéril

13



* Marcadores de vidrio

* Portaobjetos y cubreobjetos
* Tubos de ensayo

e Cajas de Petri

* Espdtulas de Drigalski

* Puente para tinciéon

* Mechero de alcohol

* Pipeta Pasteur

* Bateria de tincion

* Reactivos: los determina la técnica

El laboratorio de Microbiologia dispone de los aparatos e instrumentos
necesarios para el correcto desarrollo de su actividad. Entre ellos encontramos los
siguientes (los estudiantes describirdn su uso y fundamento):

* Autoclave
* Bafo Maria
* Estufa de incubacién
* Jarra de anaerobiosis
* Refrigerador
» Cenftrifuga
* Balanza gramera
* Horno eléctrico
* Contador de colonias
* Micropipetas
e Estereoscopio
* Microscopios dpticos: para el adecuado manejo de los microscopios, es indispensable
considerar los siguientes apartados: traslado adecuado, limpieza, manejo adecuado
de oculares (los de uso de aceite de inmersion). El desarrollo de la Microbiologia
como ciencia tiene su apoyo en la microscopia tanto dptica como electrénica. La
primera para observar morfologia, agrupacion y motilidad y la segunda nos permite
observar ultraestructura celular. A continuacién, se mencionan las partes del
microscopio que cada estudiante deberd identificar y describir:
Partes del sistema optico:
Ocular
Tubo del ocular
Revdlver o disco giratorio
Objetivo

© 2 0 T 0

Condensador

14



a)
b)
c)
d)

e

()

Diafragma

. Foco

Partes del sistema mecdnico:
Soporte
Platina
Carro
Cabezal

Tornillo de enfoque

Traslado y manejo del microscopio:
Al trasladarlo colocar una mano sobre la base y la ofra en el brazo o columna y
desplazarlo en posicidn erguida. No inclinarlo, ya que se pueden caer los oculares o
salirse los filtros. Es responsabilidad de los alumnos la infegridad de los filtros.
Antes de wusarlo, deben cerciorarse de que las lentes (objetivos, oculares,
condensador y filtro no falten y estén limpios). De no ser asi reportarlo de inmediato.
Trasportard el microscopio a una mesa fija, de tal modo que pueda sentarse con
comodidad para ver el ocular sin apoyarse.
Enchufar el cable del microscopio a la foma de corriente.
Se girard el revolver hasta situar el objetivo de menor aumento (el mds corto) en linea
con el ocular.
Accionando el tornillo macrométrico, se subird la platina hasta el tope. No forzar
ninguno de los elementos mecdnicos, si alguno no se puede accionar
convenientemente, reportar.
Colocar la preparacién sobre la platina. Se debe procurar que el objetivo a observar
quede centrado.
Encender la luz mediante el interruptor situado en la base.
Mirando por el ocular, cerrar el diafragma lo mds posible, accionando su palanca en
sentfido confrario a las manecillas del reloj. Debe observarse el campo iluminado con
una luz ni muy brillante ni demasiado tenue.
Mirando por el ocular, accionar el mando de enfoque lentamente en sentido de las
manecillas del reloj para bajar la platina alejando la preparacién del objetivo hasta
gue el objeto se observe. Ajustar el enfoque mediante el tornillo micrométrico.
Moviendo la preparacién, buscar una zona de observacion adecuada.
Para observar con un objetivo de mayor aumento, girar el revdlver al objetivo
siguiente.
Para enfocar, normalmente, serd necesario girar unas pocas vueltas el tornillo

micrométrico en un sentido o en el otfro. Si el campo se muestra muy oscuro, abrir

15



algo el diafragma.

Al finalizar su trabajo bajar la platina y quitar la preparacion.

Colocar el objetivo de menor aumento en posicidon de observacion.

Limpiar con papel suave y secante la platina.

Limpiar los objetivos con papel lente sobre todo si usd aceite de inmersién.

Bajar la intensidad de la luz de la Idmpara.

Apagar el microscopio.

Desenchufar y enrollar el cable para no pisarlo al trasportarlo, colocar una mano en

la base y la ofra en el brazo para su devolucion.

Realizar los dibujos de los equipos, materiales y reactivos.

16



lll. Equipos / Materiales

3.1 Equipos
Tabla 1
Equipos

item Material Cantidad

1 Microscopio éptico compuesto 1

2 Autoclave 1

3 Estereoscopio 1

4 Bafo Maria 1

5 Estufa de incubacion 1

6 Jarra de anaerobiosis 1

7 Refrigerador 1

8 Centrifuga 1

9 Balanza gramera 1

10 Horno eléctrico 1

11 Contador de colonias 1

12 Micropipetas 1

13 Estereoscopio 1
Tabla 2
Materiales

item Material Cantidad

—

T eIsaEanisemNenae N

N
o

Mechero de Bunsen
Asas bacterioldgicas

Espdtula de Drigalski
Marcador de vidrio

Portaobjetos y cubreobjetos

Gradillas
Pinzas
Pizetas con agua estéril
Tubos de ensayo
Caijas Petri
Puente para tincién
Mechero de alcohol
Pipeta Pasteur
Punta para micropipeta
Papel de trigo/Graff
Gotero
Aceite de inmersion
Papel lente
Eter (solucién para limpieza de las
lentes del microscopio)

Xilol (solucién para limpieza de las
lentes del microscopio)

_ e a3 . 3 e




Tabla 3

Reactivos
item Material Cantidad
1 Bateria de tincion Gram 01
2 Bateria de tincidn dcido alcohol resistente 01
3 KOH 10 % 01
4 Nigrosina o tinta china 01
5 Azul de metileno 01
6 Medio de cultivo en polvo 01
7 Azul de algoddn 01
8 Azul de lactofenol 01

lll. Indicaciones y procedimientos
Cada grupo de trabajo deberd llevar para la prdctica agua estancada y chicha
de jora madura para la observacion de microorganismos (MO) al ejercitar el uso del

microscopio dptico compuesto.

Grafique cada uno de los materiales y equipos de uso en el laboratorio. Pregunte
sobre cualquier procedimiento y uso de materiales o equipos en el cual tenga duda de

SU USO.

IV. Procedimientos:

4.1 ldentifigue cada uno de los materiales, reactivos y equipos a usar en el laboratorio
de microbiologia.

4.2 Describa el uso adecuado de cada uno de los materiales, reactivos y equipos a usar
en el laboratorio.

4.3 Grafique cada uno de los materiales y equipos indicando detalladamente sus partes.

4.4. Con un gotero ubique una gota de agua estancada en un portaobjetos, una gota
de chicha de jora en ofra I[dmina portaobjetos, cubra con un cubreobjetos vy siga
paso a paso el manejo del microscopio para lograr observar adecuadamente el
preparado.

4.5 Se les entregard una ldmina fijada y coloreada para observarla al microscopio con
la lente de inmersidén. Ubique en la I&dmina portaobjeto una gota de aceite de
inmersidn y observe con la lente respectiva, siga paso a paso las recomendaciones

para un buen uso y manejo del microscopio.

V. Resultados (Dibujos adicionar hojas)
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VI. Conclusiones

VII. Sugerencias / recomendaciones

VIIl. Cuestionario previo a la practica

8.1. 5Qué utilidad tiene la incubadora?

8.2. 3Qué utilidad tiene la jarra anaerdbica?

8.3. Expligue el funcionamiento de la autoclave.

8.4. sPara qué se utiliza el sistema de refrigeracion en microbiologia?

8.5. 3De cudntos sistemas se compone el microscopio?

8.6. 3Qué es poder de resolucion?

8.7. sCudles son los objetivos mas utilizados en la prdactica microbioldgica?
8.8. sPor qué se llama objetivo de inmersion y en qué difiere el objetivo de

inmersion de los otros objetivos?
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Semana 3: Sesidon 2

Tincion y morfologia de bacterias y hongos

éeccién: ............................. Fecha: .../ ..../...... Duracion: 60 minutos
[T Tor=1 0] (= H SRR Unidad: 1

APENIAOS Y NOMIDIES: ...ttt et e e et e eeaaae s

Instrucciones

Cada equipo de prdcticas tiene la responsabilidad de utilizar de manera
adecuada los equipos, materiales y reactivos proporcionados. Antes de utilizarlos, 10s
estudiantes de cada grupo deben asegurarse de que estén en buen estado y notificar

de inmediato cualquier dano que observen.

I. Propésito

Los estudiantes aprenderdn sobre diversas técnicas de tinciéon destinadas a
distinguir las caracteristicas microscépicas especificas de bacterias y hongos. Ademds,
tendrdn la oportunidad de llevar a cabo la tincién mds comUnmente utilizada para

observar tanto bacterias como hongos.

Il. Fundamentos tedricos

Segun Castaneda et al. (2021), los microorganismos vivos suelen carecer de
color, lo que dificulta su observacion bajo un microscopio éptico de campo claro
debido a la falta de contraste entre las células y el entorno circundante. Para superar
esto, se utiliza la técnica de fijacion y tincidn en un frofis.

En la preparacion de un frotis, se distribuye una pequena suspensidon de
microorganismos sobre una superficie fransparente, la cual se fija mediante calor o
solventes orgdnicos. Este proceso provoca la inactivacién o muerte celular, junto con
algunas modificaciones en las caracteristicas de los microorganismos.

Existen varios tipos de tinciones, clasificadas segun el nUmero y tipo de colorantes
utilizados, asi como los objetivos de estudio. La tincién simple utiliza un solo colorante,
mientras que las tinciones diferenciales emplean mds de uno para distinguir
microorganismos con caracteristicas superficiales diferentes. Un ejemplo destacado es
la tincidon de Gram, propuesta por Christian Gram, que clasifica bacterias en Gram
positivas y Gram negativas.

Las tinciones selectivas permiten observar estructuras especializadas Utiles para

la clasificacién taxonémica de bacterias. Por ejemplo, la tincién de endosporas
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identifica bacterias de los géneros Bacillus y Clostridium.

La tincién de azul de lactofenol se utiliza para observar hongos y se basa en la
afinidad del colorante por las estructuras fungicas. Sus caracteristicas especiales, como
la capacidad del fenol para destruir flora acompanante, el dcido ldctico para
conservar estructuras fungicas y el azul de algoddn para adherirse a las hifas y conidios,
hacen que sea efectiva en la observacion de hongos microscépicos obtenidos en

cultivos por aislamiento.

lll. Equipos / Materiales

Tabla 4
Equipos
item Material Cantidad
1 Microscopio dptico compuesto 2 por grupo
2 Estereoscopio 1 por grupo
Tabla 5
Materiales
item Material Cantidad
1 Mechero de Bunsen 1 por grupo
2 Asas bacteriolégicas 1 por grupo
3 Rotulador 1 por grupo
4 Portaobjetos y cubreobjetos 5 por grupo
5 Gradillas 1 por grupo
6 Puente para tincién 1 por grupo
7 Cinta adhesiva en dispensador 1 por grupo
8 Papel lente 1 por grupo
9 Pinza metdlica 1 por grupo

21



Tabla 6

Reactivos
item Material Cantidad

1 Bateria de tincion Gram 1 por grupo

2 Bateria de tincidon Ziehl Neelsen 1 por grupo

3 KOH 10 % 1 por grupo

4 Nigrosina o tinta china 5 por grupo

S5 Azul de metileno 1 por grupo

6 Azul de lactofenol 1 por grupo

7 Azul de algodoén 1 por grupo

8 Eter y xilol 1 por grupo

0 Hipoclorito de sodio al 13 % en frasco 1 por grupo
con boca ancha con tapa rosca

0 Alcohol isopropilico o etilico 70 % en 1 por grupo
frasco con boca ancha con tapa

11 Aceite de inmersién 1 por grupo

IV. Indicaciones y procedimientos

Cualquiera de las técnicas de coloracién bacteriana y micdtica, implica
cuidadoso procesamiento del material a colorearse. La calidad de los fintes,
fijadores, mordientes y decolorantes deben ser garantizados al igual que la
preparacion.

Por grupo de trabajo, obtendrdn las muestras bioldgicas requeridas vy

mencionadas en los materiales en cada uno de los procedimientos de coloracion.

Procedimientos
1. Etapas por seguir:
1.1 Extension o frotis:

e Laldmina debe estar transparente, desengrasada y limpia.

e Siel cultivo es liquido, con el asa de siembra en aro, esterilizado previamente al rojo,
tomar 1 o 2 gotas y extender suavemente sobre el centro del portaobjetos.

e Si el cultivo es sdélido, primero, colocar con el asa, una gota de agua destilada
estéril, sobre el portaobjeto y luego tomar el inbculo, emulsionar y extender igual

qgue en el caso anterior.

1.2 Fijacién:
Vv Someter el frofis a la llama del mechero con calentamiento moderado o con

alcohol de 96° u otro liquido fijador (laca).
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1.3 Coloracion:
> Cubrir la extension fijada con la solucidn colorante ensayada.
> Evitar la evaporacion del colorante, controlando el tiempo que debe actuar.
> Se intensifica la coloracién con el uso de mordientes como el Lugol en el caso
de la tincidén Gram, dcido tdnico para tefir flagelos, etc.

> El tiempo de coloracién, varia de acuerdo a la técnica aplicada.

1.4 Diferenciacioén:
= Con alcohol, alcohol-acetona o dcidos fuertes como agentes decolorantes.
= Elempleo de cada uno de ellos, depende de la técnica empleada.
= El decolorante debe dejarse actuar hasta que el liquido pase a incoloro, lo que

asegura el desprendimiento del exceso de colorante.

1.5 Lavado:
v Utilizar agua corriente para retirar el exceso del diferenciador. En algunos casos se

recomienda usar agua destilada.

1.6 Decoloracién:
e Para la tincidn de estructuras que se decoloran por accidon de los diferenciadores.

e Hacer actuar los colorantes de contraste en el fiempo recomendado por la técnica.

1.7 Lavado final:

> Realizarlo utilizando un chorro continuo de agua corriente, hasta que arrastre todo
exceso de colorante.
Es preferible para algunas técnicas, el uso de agua destilada solamente.

Evitar la formacién de precipitados.

1.8 Secado:

e Referible a temperatura ambiente, colocando el preparado inclinado para el
escurrimiento. Y con el frotis protegido de polvo o impurezas.

e Se puede acelerar el secado con el calor del mechero, evitando

sobrecalentamientos.
1.9 Observacién al microscopio:

e Con lente de inmersidn y aceite de cedro.

e Conviene primero enfocar con lente de menor aumento.
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2. Coloracién por el método de Gram
2.1 Materiales:
o Cultivo de 24 horas, en caldo.
o Bateria Gram: cristal violeta, safranina, Lugol, y alcohol-acetona.
o Ldminas portaobjetos limpias, asa de siembra, Idpiz marcador, gradilla.

o Microscopio y aceite de cedro, papel lente y solucién desinfectante.

2.2 Procedimiento:

= Del cultivo de bacterias, tomar el indculo con el asa de siembra, extender sobre la
ldmina, conforme a lo indicado anteriormente. Flamear nuevamente el asa hasta
quedar estéril y situar en la gradilla.

= Fijar la preparaciéon a la llama del mechero o al ambiente. Se controla sobre el dorso
de la mano, si el calentamiento es moderado, no habrd calcinacién.

= Cubrir con la solucién cristal violeta por un minuto.

= Lavar ligeramente con agua corriente.

= Cubrir la preparacién con Lugol durante un minuto.

= Diferenciar con alcohol-acetona hasta que este no arrastre colorante. Es mejor
regular la accién del alcohol-acetona, con movimientos de balanceo antes de
descartar el decolorante.

= Lavar con agua corriente.

= Confrastar con el colorante safranina por 30".

= Lavar con agua corriente, para evitar precipitados.

= Secar al ambiente o con ayuda del mechero.

= Observar al microscopio con lente de inmersién y aceite de cedro.

= Resultado: se observardn cocos aislados, en parejas, en racimos y en cadenas.

= También bacilos rectangulares, aislados o en cadenas. Todos los de color morado
intenso son los Gram (+). Los bacilos pequenos aislados de color rojo vy los diplococos

rojos en forma de granos de café, son los Gram (-).

3. Coloracion de bacterias acido-alcohol resistentes (BAAR) por el metodo de Ziehl
Neelsen.
3.1 Materiales:
Esputo positivo de enfermos tuberculosos.
Bateria de coloracién: fucsina fenicada, azul de metileno al 0.3 %, alcohol-&cido
nitrico al 33 % o acido clorhidrico al 3 %.
Bateria Gram: cristal violeta, safranina, Lugol, y alcohol-acetona.

Ldminas portaobjetos limpias, asa de siembra, I&piz marcador, gradilla.
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> Microscopio y aceite de cedro, papel lente y solucién desinfectante (fenol al 5 %).

> Mechero de alcohol.

3.2 Procedimiento:

=  Muy cuidadosamente, tomar con el asa de siembra, un poco de esputo evitando la
formaciéon de aerosoles.

= Extender sobre la Idming, sin llegar a los bordes.

= Infroducir el asa en un recipiente con arena. Seguidamente quemar el asa para
eliminar excedente de indculo.

= Cubrir la preparacién con colorante fucsina. Calentar fres veces hasta el
desprendimiento de vapores blancos. Evitar que hierva. A la evaporacion por
calentamiento, agregar mds colorante para una accién constante (5 min).

= Diferenciar con alcohol dcido hasta que corra incoloro.

= Lavar con agua corriente.

= Recolorear con azul de metileno durante un minuto.

= Lavar con agua corriente, prolongar el lavado para arrastre de los precipitados.

= Secar alambiente o ala llama del mechero.

= Observar al microscopio con lente de inmersién y aceite de cedro.

= Resultados: los BAAR se observardn como bacilos delgados y un poco alargados,
fenidos uniformemente de rojo o con granulaciones rojo intenso sobre fondo rosado

del bacilo. La flora acompanante aparecerd tenida de azul.

4. Coloracioén de hongos y levaduras
4.1 Materiales:
= Placas Petri con cultivo de hongos filamentosos.
= Chicha de jora madura.
= Bateria de coloracién: azul de lactofenol, azul de algoddn, azul de metileno.
= KOHal 10 %.
= Ldminas portaobjetos limpias, asa de siembra, I&piz marcador, gradilla.

= Microscopio y aceite de cedro, papel lente y solucién desinfectante (fenol al 5 %)

4.2 Procedimiento:

> Sobre portaobjeto limpio y seco depositaremos 2 gotas de azul de lactofenol.

> Cortarun trozo de cinta adhesiva transparente y pegarla en el extremo del asa estéril,
con cuidado pasaremos el extremo de la cinta adhesiva por el borde exterior de la
colonia, pegaremos la cinta adhesiva en el portaobjetos que tiene el colorante,
retirando con cuidado el asa.

> Anade una gota de colorante sobre la cinta adhesiva y cubra la preparacién con un
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cubreobjetos. Observa al microscopio.
» Sobre ofro portaobjeto ubique una gota de chicha de jora, agregue una gota de

azul de metileno y observe al microscopio.

V. Resultados (Dibujos adicionar hojas)

VI. Conclusiones

VIl. Sugerencias / recomendaciones

VIII. Cuestionario previo a la practica

8.1 Describa 3Cudles son las técnicas para preparar un frotise

8.2 Describa la técnica de Gram y su fundamento

8.3 Describa la técnica que debe utilizarse cuando las bacterias son dcido-alcohol
resistente.

8.4 3Qué es una bacteria dcido alcohol resistente? Mencione dos nombres de bacterias
y qué enfermedades ocasionan.

8.5 5Cudles son las tinciones que se utilizan para observar hongos?2

8.6 3Cudl es la técnica de tincién para observar Cdandida albicans?
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Semana 4: Sesion 2
Medios de cultivo, técnicas de siembra y morfologia

de bacterias y hongos

Seccién: ............................. Fecha: .../cc.f...... Duracion: 60 minutos
[T Tor=10 ) (= H TSR Unidad: 1

APENIAOS Y NOMIDIES: ...ttt e e e e eaare s

Instrucciones

Cada equipo de prdcticas tiene la responsabilidad de utilizar de manera
adecuada los equipos, materiales y reactivos proporcionados. Antes de utilizarlos, los
estudiantes de cada grupo deben asegurarse de que estén en buen estado y notificar

de inmediato cualquier dano que observen.

I. Proposito
Durante el desarrollo de esta prdctica, el estudiante:

» Conocerd los diferentes tipos de medios de cultivo de acuerdo a su composicion

guimica, caracteristicas fisicas y uso.
* Redlizard las diferentes técnicas de siembra en los diferentes medios de cultivo.

» Describird los aspectos mds comunes de las colonias microbianas mediante

observacion macroscopica.

Il. Fundamentos tedricos

Segun Herndndez et al. (2022), las bacterias estdn divididas en dos grupos
nutricionales. El primero, son las bacterias heterdtrofas, que obtienen su energia quimica
de componentes orgdnicos preformados. Todos los patdégenos humanos conocidos
estdn comprendidos en esta categoria.

El segundo grupo es el de las autdtrofas, las que dependen de moléculas no
orgdnicas simples para fabricar su alimento. Estas son autosuficientes, ya que se proveen
ellas mismas de los nutrientes que necesitan para crecer; un ejemplo, son las bacterias

fotosintéticas.
3.1 Medios de cultivo

Todo material en el que los microorganismos encuentran nutrientes y en el que

puedan reproducirse es un medio de cultivo. Los medios de cultivo son preparados que
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intentan reproducir artificialmente todas las condiciones del hdbitat natural dptimo

(nutrientes, pH, efc.) de los agentes microbianos.

Componentes que se utilizan para la elaboracién de un medio de cultivo:
e Agua
e Peptonas (fuente de N, Cy §)
» Cloruro de sodio
* Minerales
* Agentes solidificantes
* Extracto de levadura

e Suero o sangre de caballo o de ovino

Clasificacion de los medios de cultivo
a) Segun su consistencia
¢ Liquidos (caldos)
* Semisdlidos
« Sélidos (agares)
* Hidratos de carbono

e Extracto de carne

b) Segun su aporte nutritivo

¢ Usuales (contienen sustancias nutritivas minimas para el crecimiento de bacterias poco
exigentes).

e Enriguecidos (son medios a los que se les anade suero, sangre o factores esenciales

como vitaminas o cofactores. Permiten el crecimiento de bacterias exigentes)

c) Segun su utilizacién

* Medios de aislamiento (medios selectivos, medios de enriquecimiento y medios
selectivos diferenciales)

* Medios para resiembra

* Medios de identificacion

* Medios para antibiograma

* Medios de conservacion

* Medios de transporte Cary Blair

La seleccion del medio de cultivo debe hacerse de acuerdo con el tipo de

microorganismo que se necesite aislar o estudiar.
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3.2 Técnicas de siembra

Para el sembrado de microorganismos sobre un medio de cultivo, se emplean,
hisopos, pipetas, pipeta Pasteur, asa de siembra, espdtula.

Con las técnicas de cultivo, en un medio sélido podemos observar en las placas
Petri, los caracteres culturales como son: forma, elevacion, bordes, tamanio, superficie,
consistencia, color, transparencia, efc. de las colonias que en ellos han crecido.

En un medio liquido, en tubos, se observa el grado de crecimiento, turbidez,
formacion de pelicula en la superficie o de anillo en las paredes del tubo, sedimento, y
olor.

En agar inclinado, se aprecia en los tubos, la intensidad y forma de crecimiento,

bordes, aspecto, color, consistencia y olor.

3.3 Técnicas de cultivo
= Siembra en estria simple
= Siembra en placa vertida
= Siembra en estria cruzada
= Siembra por picadura
= Siembra para cultivo puro

= Siembra en medio liquido

3.4 Morfologia colonial bacteriana
Cuando se tiene un medio de cultivo (agar sélido) en placa Petri se reporta la
morfologia colonial tal como uno la percibe:
» Puntiformes
» Redondeadas
= Lisas
= Onduladas
= Mucosas
= Lobuladas
= Filamentosas
= Rizoides
» Planoconvexas
= Convexas
» Umbilicadas

= Papilladas, etc.
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lll. Equipos / Materiales

Tabla 7
Equipos
item Equipo Cantidad
1 Microscopio éptico compuesto 2 por grupo
2 Estereoscopio 1
3 Bano Maria 1
4 Jarra de anaerobiosis 1
5 Horno eléctrico 1
6 Contador de colonias 1
7 Micropipetas 1
8 Estereoscopio 1
Tabla 8
Material
item Material Cantidad
1 Mechero de Bunsen 2 por grupo
2 Asa bacteriolégica 1
3 Asa recta de siembra 1
4 Espdtula de Drigalski 1
5 Marcador de vidrio 1
6 Porta objetos y cubreobjetos 1
7 Gradillas 1
8 Pizetas con agua estéril 1
9 Puente para tincion
10 Papel de trigo/Graff
11 Encendedor o caja con palillos de fésforo
Tabla 9
Reactivos
item Reactivo Cantidad
1 Bateria de tincion Gram 1 por grupo
2 Bateria de tincidn dcido alcohol resistente 1 por grupo
3 KOH 10 % 1 por grupo
4 Nigrosina o finta china 1 por grupo
5 Azul de metileno 1 por grupo
6 Placas Petri con agar Sangre 1 por grupo
7 Placas Petri con agar Sabouraud 1 por grupo
8 Placas Petri con agar Tripticasa de soya 1 por grupo
9 Placas Petri con agar Manitol salado 1 por grupo
10 Placas Petri con agar MacConkey 1 por grupo
11 Placas Petri con agar EMB 1 por grupo
12 Placas Petri con agar TCBS 1 por grupo
13 Placas Petri con agar SS/XLD 1 por grupo
14 Placas Petri con agar Chocolate 1 por grupo
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16 Tubos con caldo BHI 1 por grupo
17 Tubos con medio SIM 1 por grupo
18 Tubos con medio de frasporte Cary Blair 1 por grupo
19 Agua peptonada 1 por grupo

IV. Indicaciones y procedimientos

* Limpiar y esterilizar el drea de trabajo.

* Prender los mecheros,

* |[dentificar y organizar el material dentro del drea de trabajo,

e Rotular los tubos y cajas Petri.

V. Procedimiento:
5.1 Sembrar en estria cruzada la placa de agar sangre.

5.2 Sembrar para cultivo puro en placa de agar tripticasa soya
5.3 Sembrar por picadura en tubo con tripticasa soya
5.4 Sembrar en medio liquido con caldo cerebro-corazdn

5.5 Sembrar en cada uno de los medios provistos por el laboratorio

VI. Resultados (dibujos)

VIl. Conclusiones

VIIl. Sugerencias / recomendaciones
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V. Cuestionario previo a la practica

9.1 ;Como se clasifican los medios de cultivo? Ejemplos

9.2 Mencione qué microorganismos se cultivan en cada uno de los medios
mencionados anteriormente.

9.3 Mencione los factores de crecimiento microbiano

9.4 Describa y dibuje los aspectos mds comunes de las diversas colonias microbianas

sobre medio sdlido.
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Segunda Unidad

Microorganismos Relacionados con

Enfermedades Infecciosas

Sistémicas
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Semana 5; Sesion 2

Respuesta inespecifica del sistema inmune

Seccién: ............................. Fecha: .../ ..../...... Duracion: 60 minutos
DO CENTE: ettt e e e e e e e aaaes Unidad: 2

AREIAOS Y NOMIOTES: oo e e e e

Instrucciones

Cada equipo de prdcticas tiene la responsabilidad de utilizar de manera
adecuada los equipos, materiales y reactivos proporcionados. Antes de utilizarlos, 10s
estudiantes de cada grupo deben asegurarse de que estén en buen estado y notificar

de inmediato cualquier dano que observen.

I. Propdsito
e Observa los efectos de la relacidn hospedero — pardsito: adherencia de los
microorganismos de la cavidad oral.

e Observa resultado de la fagocitosis de microorganismos.

Il. Fundamentos tedricos

Segun Negroni (2018), en el estudio de la relacidn hospedero — pardsito se
consideran las caracteristicas patogénicas de los macroorganismos (adherencia,
invasividad, tfoxigenicidad, los mecanismos de escape del sistema inmunitario) y de los
mecanismos de defensa del hospedero (resistencia):

a) Inmunidad natural de especie, raza, edad, individuo, etc. Los mecanismos de
respuesta inespecificos como barreras: piel y mucosas, fagocitosis, sistema reticulo
endotelial, componentes tisulares, inflamacién, fiebre.

b) Inmunidad adquirida: pasiva y activa, humoral y celular. Los mecanismos de respuesta
son especificos con formacidén de anticuerpos, participacion de linfocitos o de ambos

a la vez (Negroni, 2018).

Algunas definiciones:

v Inmunidad: estado de resistencia frente a microorganismos, toxinas y células
reconocidas como extranas, por accién de células (celular) y anticuerpos (humoral)
con acciones especificas.

v Infeccién: ingreso, desarrollo o multiplicacién de agentes infecciosos (bacterias,

hongos, pardsitos, virus, etc.). Este proceso no significa necesariamente enfermedad.

34



v

v

Invasién: proceso por el cual los microorganismos ingresan a las células o tejidos del
hospedero para diseminarse

Portador: persona o animal con infeccion asintomdtica.

Atributos de los microorganismos

Adherencia: la mayoria de los macroorganismos requieren colonizar las superficies
mucosas para producir una infeccion. Esto es posible gracias a la presencia en el
agente infeccioso pilis o fimbrias, antigenos de superficie, mucopolisacdridos y dcido
lipoteicoico y receptores en las células del hospedero.

Oportunista: atributo de un agente infeccioso con capacidad de causar enfermedad
cuando hay alteraciones en la resistencia en el hospedero.

Patégeno: macroorganismo capaz de ocasionar enfermedad.

Patogenicidad: atfributo de los microorganismos para causar enfermedad.
Toxigenicidad: capacidad de producir foxina por parte de un microorganismo, lo cual
confribuye al desarrollo de la enfermedad.

Virulencia: grado de patogenicidad, relacionado con la capacidad de invasividad y

toxigenicidad de un agente infeccioso.
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Mecanismos de defensa del hospedero:

Fagocitosis: mecanismo inespecifico con participacién de fagocitos: mononucleares
(monocitos y macréfagos) vy polimorfonucleares, mediante el cual se ingieren
microorganismos y particulas diversas.

Fiebre: sindrome asociado a las infecciones, por accidén de endotoxinas,
caracterizado por taguicardia, aumento de temperatura, etc.

Hospedero: persona o animal vivo, que en condiciones normales permite la presencia
y supervivencia de un agente infeccioso.

Inflamacién: proceso de dalteracidn de los tejidos por lesibn o destruccién,
produciendo signos y sinfomas.

Macréfago: célula mononuclear con capacidad fagocitica, presente en los tejidos y
sitios de inflamacién; cuyo origen estd en los monocitos de la medula ésea.
Opsonina: sustancia que potencia la fagocitosis (anficuerpo y complemento).
Opsonizacion: recubrimiento de particulas extrafas (microorganismos y ofros) por
opsoninas que facilitan la captacién por las células fagociticas.

Polimorfonucleares (PMN): leucocitos polinucleares, participantes importantes en la
destruccion de los microorganismos.

Quimiotaxis: proceso por el cual los fagocitos reconocen y responden a los factores
guimiotdcticos permitiendo aproximarse a los agentes invasores.

Resistencia: mecanismos de defensa contra la invasidbn o multiplicacién de los
agentes infecciosos, asi como de sus efectos tdxicos.

Resistencia a la fagocitosis: mediante:

a) Cdpsula polissacdrido (S. pneumoniae, N. meningitidis) a polipeptidica (B. anthracis)

b) Proteina M (Streptococcus A)

c) Antigenos somdaticos o en gramnegativos

d) Sustancias secretadas por bacterias, leucocidinas, que matan los leucocitos. A su vez

estas acciones pueden ser contrarrestada con anticuerpos especificos (opsoninas,
antiproteina M, etc.).
Susceptibilidad: falta de resistencia suficiente que proteja contra microrganismos

patdbgenos para impedir la enfermedad (Liébana 2002).
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lll. Equipos / Materiales

Tabla 10
Equipos
item Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio éptico compuesto 2 por grupo
Tabla 11
Materiales
item Material Caracteristica Cantidad
1 Mechero de Bunsen 1 por grupo
2 Asas bacterioldgicas 1 por grupo
3 Hisopo 1 por grupo
4 Rotulador 1 por grupo
5 Porta objetos y cubreobjetos 1 por grupo
6 Gradillas 1 por grupo
7 Puente para tincion 1 por grupo
8 Pizetas con agua estéril 1 por grupo
9 Placas Petri dividido en 4 con 1 por grupo
agar nufritivo
10 L&dmina con microorganismos 1 por grupo
fagocitados
Tabla 12
Reactivos
item Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Bateria de tincién Gram 1 por grupo

IV. Indicaciones

Tome todas las precauciones de bioseguridad para frabajar.

V. Procedimientos

5.1. Observacion de la flora normal de la piel

e Colocarlos dedos sin lavar en la superficie del agar en dos cuadrantes.

e Colocar los dedos lavados en la superficie del agar en dos cuadrantes.

e Incubarla placa a 37° por 24 horas.

e Comparar los resulfados e interpretar.

5.2. Observacion de adherencia de microorganismos

e Colorear el frotis obtenido de un estudiante por grupo.

5.3. Observacion de fagocitosis

» Hacer las observaciones, identificando los elementos que intervienen.
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VI. Resultados (Dibujos)

VII. Conclusiones

VIIl. Sugerencias / recomendaciones

IX. Cuestionario previo a la prdactica

9.1 Mediante un ejemplo de enfermedad infecciosa explique: via de entrada, via de
salida, mecanismos de transmision, fuente de transmisién, periodo de incubacion.

9.2 Clasifique las enfermedades infecciosas (mapa conceptual o mental)

9.3 Mediante un ejemplo explique los mecanismos de respuesta inespecifica de inmune

que participan en un proceso infeccioso en la cavidad bucal.
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Semana é: Sesion 2

Serologia
éeccién: ............................. Fecha: .../ ..../...... Duracion: 920 minutos
[T Tor=1 ) (= 3RS Unidad: 2

APENIAOS Y NOMIDIES: ...ttt e et e eearae s

I. Instrucciones
Cada equipo de prdcticas tiene la responsabilidad de utilizar de manera
adecuada los equipos, materiales y reactivos proporcionados. Antes de utilizarlos, los
estudiantes de cada grupo deben asegurarse de que estén en buen estado y notificar

de inmediato cualquier dano que observen.

Il. Proposito
e Interpreta las reacciones antigeno — anticuerpo in vitro.
e l|dentifica los componentes en una reaccion seroldégica y menciona las

aplicaciones de estas pruebas.

lll. Fundamentos tedricos

La serologia es el estudio de los sueros sanguineos, que son fracciones liquidas
obtenidas después de la coagulacion de la sangre. Se centra en la deteccion y estudio

de antigenos y anticuerpos presentes en el suero (Liébana, 2002).

Reacciones antigeno - anticuerpo

Antigeno (Ag): sustancias con capacidad de combinarse con los anticuerpos in
vitro o in vivo. Pueden ser macromoléculas de proteinas, polisacdridos, dcidos nucleicos,
lipidos, etc.

Anticuerpo (Ac): proteinas (inmunoglobulinas) producida como resultado de la
infroduccidén del inmundgeno y que combina con él.

La reaccion antigeno - anficuerpo, constituye el fendbmeno central de la
inmunologia. En estas reacciones se distinguen las siguientes frases:
a) Unién antigeno — anticuerpo, unidn del sitio activo con el determinante antigénico

(epitopo), estd afectado por factores externos como pH, temperatura, etc.

b) Manifestaciones de dicha unidén, con pruebas in vitro o in vivo.

Si el antigeno es soluble, el complejo antigeno — anticuerpo precipita.
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Si es particula: glébulos rojos, bacterias, células, etc., se aglutinard en forma de
agregados; en caso de que esta unidn se realice en presencia de complemento y
eritrocitos como indicador, se lesionard la membrana de los gldbulos motivando la salida

de la hemoglobina.

Reacciones seroldgicas:
Permite identificar antigenos como anticuerpos, siendo uno de ellos conocido.
Precipitacién: Caracteristicas:
Ag soluble, precipitendgeno
Ac, precipitina
Resultado: formacion de pequefas pero visibles escamas o granulos.
Aplicaciones:
Determinar Ac desconocidos en sueros de pacientes.
Identificar microorganismos
Identificar sustancias proteinicas (Bromatologia)

ldentificar manchas de sangre (Medicina legal)

+ & + + £

Base para otras técnicas seroldgicas como inmunodifusion, inmunoelectroforesis, etc.

Aglutinacién: Caracteristicas:
Ag: Aglutinbgeno en forma de particulas grandes (bacterias, eritrocitos, particulas de
polimeros artificiales en suspension).
Ac: Aglutininas
Resultado: formaciéon de grumos.
Aplicaciones:
+ Determinar de anticuerpos.
+ |dentificacién de microorganismos
+ Determinacion de grupos sanguineos y factor Rh.
Estas reacciones son menos especificas por la variedad de antigenos de la célula

bacteriana.

Elisa: (inmuno ensayo ligado a enzima)

v Para determinar antigenos o para determinar anticuerpos:

o Microplacas sensibilizadas con antigeno correspondiente

o Aplicacién del suero problema

o Aplicacién del conjugado (anticuerpo monoclonal anti IgG)
o Sustrato mds cromdgeno

o Lectura e interpretacién
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PCR: (reaccién en cadena de la polimerasa)
Permite la identificaciéon de secuencia de nucledtidos a partir de pequeias

cantidades por replicacion sucesiva.

Figura 2

Pruebas seroldgicas

Fuente: Google Imdgenes (https://n9.cl/i4uld)

IV.Equipos / Materiales
Tabla 13
Equipos
item Equipo Caracteristica Cantidad
Microscopio éptico
] compuesto 2 por grupo
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Tabla 14

Materiales
item Material Cantidad

1 Tubo de ensayo con sangre y anticoagulante 1 por grupo
2 Cristal para las reacciones de aglutinacion 1 por grupo
3 Pipetas Pasteur con bulbo de 0.2 mly de 1 mi 1 por grupo
4 Hisopos 1 por grupo
5 Tubo de ensayo 1 por grupo
6 Jeringa con aguja N.° 18 de punta roma 1 por grupo
7 Mondadientes 1 por grupo
8 Ladminas excavadas o como anillo de parafina 1 por grupo

Tabla 15

Reactivos

item Material Cantidad
1 Agua clorada 1 por grupo
2 Ac- Ag A de eritrécitos (color azul) 1 por grupo
3 Ac- Ag B 1 por grupo
4 Ac- Ag A+B 1 por grupo
5 Ac contra el Ag Rh 1 por grupo
Suero positivo (anti-Treponema pallidum) inactivado por BM 1 por grupo
6 .
56 °C por 30 minutos.
7 Suero negativo 1 por grupo
8 Antigeno VDRL (Venereal Disease Research Laboratory, 1 por grupo
cardiolipina, cholesterol y Lecitina)

9 Suero anti-Brucella 1 por grupo
10 Suero anti-Salmonella 1 por grupo
11 Ag. Tifico O, Tifico H Brucella abortus 1 por grupo

V. Indicaciones
Toda muestra biolégica debe ser considerada como potencialmente reserva de

MO patdgenos.

VI. Procedimientos

a) Reaccion antigeno anticuerpo

6.1. El estudiante seleccionado para la toma de muestra de sangre se presentard al
laboratorio en el momento que le indique el personal de laboratorio.

6.2. Colocar una gota de cada reactivo o Ac en cada circulito del cristal para las
reacciones de aglutinacion.

6.3. Resuspender la muestra de sangre con ligeros movimientos.

6.4. Se toma un poco de muestra con la pipeta Pasteur con mucho cuidado vy sin tocar
los reactivos colocados en el cristal para las reacciones de aglutinacién, una gotita
de sangre.

6.5. Tapar el fubo de ensayo con sangre y colocarlo en la gradilla.

6.6. Mezclar la muestra de sangre con cada reactivo, cada uno con diferentes palitos.
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6.7. Cada palito usado, tirarlo al recipiente con agua clorada.

6.8. Girar un poco la placa sin que se salga la muestra de los circulitos.

6.9. Observar las reacciones.

b) Aglutinacion

Procedimiento cuantitativo: proceder de acuerdo al siguiente cuadro:

Tabla 16
Procedimiento cuantitativo
Ag Salmonella O: una Ag Salmonella H: una Ag Brucella abortus: una
gota gota gota
Suero anti-Salmonella Suero anti-Salmonella Suero anti-Brucella
0,025 ml (1/40) 0,025 ml (1/40) 0,4 ml (1/25)
0,0125 ml (1/80) 0,0125 ml (1/80) 0,02 ml (1/50)
0,0062 ml (1/160) 0,0062 ml (1/160) 0.01 ml (1/100)

c) Test de Elisa-Anticuerpos anti HIV

Procedimiento del test de Elisa

1.

Colocar 150 pl de la muestra y de cada conftrol (positivo y negativo) en cada

pocito.

. Agregar 50 ul de diluyente de la muestra, a las muestras y los controles,

mezclar suave dando golpecitos al soporte.

. Agregar una perla a cada pozo. Tapar y mezclar sin formar burbujas.
. Incubar a 40 °C en el commander por 30 minutos, con rotacion.

. Sacarla placa del commander y luego lavar con agua destilada por una vez

en el lavador automdtico.

. Agregar 200 ul de conjugado diluido a cada pozo. Cubrir y mezclar.

7. Incubar a 40 °C en el commander por 30 minutos, con rotacion.

. Faltando 10 minutos para terminar la incubacion preparar el sustrato OPD (1

tableta de OPD diluir con 5 ml de diluyente de OPD).

. Sacarla placa del commander y luego lavar con agua destilada por una vez

en el lavador automdatico.

10. Transferir las perlas a tubos limpios (tener cuidado de hacerlo en el orden

debido segun el protocolo de trabajo). Pipetear 300 ul de OPD en cada tubo

y en un fubo que servird de blanco.
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11. Incubar a temperatura ambiente por 30 minutos.
12. Agregar a cada tubo 1 ml de dcido sulfurico para detener la reaccion.
Mezclar.
13. Leer dentro de las dos horas.
14. Lectura en el Quantum
Usar el médulo A
Programar fecha, hora, filtro, 492, 600, modo 1.28
Leer control negativo por 3 veces
Leer control positivo una vez

Leer la muestra.

VII. Resultados (fotos y dibujos)

VIII. Conclusiones

IX. Sugerencias / recomendaciones
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X. Cuestionario previo a la practica
10.1. 3Cudles son las principales diferencias entre antigenos y anticuerpos?2
10.2. Explique el principio detrds de la reaccién antigeno — anticuerpo.
10.3. 3Cémo se pueden identificar las inmunodeficiencias mediante pruebas
seroldgicas?
10.4. ;Como se utilizan las pruebas serolégicas en el diagndstico y monitoreo de

enfermedades autoinmunes como el lupus o la artritis reumatoide?
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Semana 7: Sesion 2

Parasitologia
SECCION: oo, Fecha: .../ .../ ...... Duracion: 60 minutos
DO CENTE: et e e e e e e e aaaas Unidad: 2

Apellidos AV gl a'a] o] (=TSRRI PRPR

I. Instrucciones

Cada equipo de prdcticas tiene la responsabilidad de utilizar de manera

adecuada los equipos, materiales y reactivos proporcionados. Antes de utilizarlos, los

estudiantes de cada grupo deben asegurarse de que estén en buen estado y notificar

de inmediato cualquier dano que observen

. Proposito

ldentifica, analiza y relaciona los principales métodos de diagndstico de las
enfermedades parasitarias en los diferentes estadios, asi como investiga los

aspectos epidemioldgicos de las enfermedades de mayor prevalencia en el pais.

lll. Fundamentos tedricos

La parasitologia es la rama de la biologia que se ocupa del estudio de los

pardsitos, organismos que viven a expensas de otro organismo, llamado huésped. En el

contexto de la odontologia, los pardsitos pueden afectar la cavidad oral y las

estructuras relacionadas (Murray et al., 2021).

Clasificacion de los parasitos:
Protozoarios:
Organismos unicelulares que pueden causar enfermedades como la amebiasis
bucal.
Algunos pueden formar quistes resistentes en la cavidad oral.
Helmintos:
Incluyen gusanos infestinales y otros helmintos que pueden afectar el sistema
gastrointestinal, incluida la cavidad oral.
Algunos helmintos pueden migrar hacia la regién oral durante su ciclo de vida.
Ectopardasitos:
Piojos y dcaros que pueden afectar la piel y el cuero cabelludo, con consecuencias

en la salud bucal.
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Figura 3

Clasificacion general de los pardsitos

Amebas

Flagelados

Protozoarios

Ciliados

Coccidios
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Helmintos Céstodos
Platelmintos

Parasitos

Trematodos

Aracnidos

Artrépodos

Insectos

Fuente: Murray et al. (2021)

Definiciones

+ Agente infeccioso: es el microorganismo sea virus, rickettsia, bacteria, hongo,
protozoario o helminto, que tiene la capacidad de producir una infeccién o una
enfermedad infecciosa.

4+ Contacto: es cualquier persona o animal que se ha relacionado con ofro infectado
o0 con un ambiente contaminado con posibilidad de contraer la infeccién.

4+ Contaminacién: presencia de un agente infeccioso en la superficie del cuerpo,
materiales, instrumentales, objetos, etc.

+ Desinfeccion: eliminacién de agentes infecciosos que estdn fuera del cuerpo por
medio de agentes quimicos o fisicos.

+ Endemia: presencia habitual de una enfermedad o agente infeccioso en un drea
geogrdfica determinada. También se considera a la prevalencia usual de una
enfermedad denfro de esa zona.

+ Enfermedad infecciosa: enfermedad manifiesta resultado de una infeccién.

+ Enfermedad transmisible: cualquier enfermedad causada por un agente infeccioso
especifico o sus productos téxicos, que se manifiesta por la transmision del agente o
sus productos, de una persona o animal infectados a un huésped susceptible, directa
o indirectamente (vector u objetos).

+ Epidemia: presencia de caos de una enfermedad o brote de una comunidad o
region que excede la incidencia normal prevista.

+ Fuente de infeccién: persona, animal objeto o sustancia de la cual el agente

infeccioso pasa a un huésped.
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+ Huésped u hospedero: persona o animal vivo, que en circunstancias naturales,
permiten la subsistencia o alojamiento de un agente infeccioso.

+ Periodo de incubacién: tiempo que transcurre entre la exposicidon a un agente
infeccioso y la aparicion de sintomas de la enfermedad.

+ Infeccién: ingreso, desarrollo o multiplicaciéon de agente infeccioso en un organismo
(persona o animal)

+ Infestacion: presencia, desarrollo y reproduccidon de artrépodos en cuerpos, ropa,

objetos.

IV.Equipos / Materiales

Tabla 17
Equipos
item Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio dptico compuesto 2 por grupo
Tabla 18
Materiales
item Material Caracteristica Cantidad
1 Mechero de Bunsen 1 por grupo
2 Asas bacterioldgicas 1 por grupo
3 Plumon indeleble 1 por grupo
4 Portaobjetos y cubreobjetos 1 por grupo
5 Gradillas 1 por grupo
6 Puente para tincién 1 por grupo
7 Pizetas con agua estéril 1 por grupo
8 Cinta Scotch 1 por grupo
Tabla 19
Reactivos
item Reactivos Caracteristica Cantidad
1 Bateria de tincion Gram 1 por grupo
2 Lugol para heces 1 por grupo
3 Yoduro de potasio 1 por grupo
4 Cristales de yodo 1 por grupo
5 Suero fisiolégico 1 por grupo

V.Indicaciones
Para la toma de muestra, el paciente no debe haber consumido antibidticos por

lo menos 3 dias antes.

VI. Informe
Haga un esquema de sus observaciones indicando las estructuras y estadios

correspondientes
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Complete el cuadro siguiente con los datos de los protozoarios

Tabla 20
Protozoarios
Nombre del Mecanismo de Estadio
. R . s . P Muestra
protozoario infeccién diagnéstico

VII. Resultados (fotos y dibujos)

VIII. Conclusiones

IX. Sugerencias / recomendaciones
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X. Cuestionario previo a la practica
10.1. Haga un informe de sus observaciones indicando las estructuras y estadios

correspondientes.

10.2. Complete el cuadro siguiente con los datos de los protozoarios

Tabla 21

Datos de protozoarios

Mecanismo de Estadio
Nombre i i Mvuestra
infeccion diagnédstico

10.3. Indigue los mecanismos de accién patdégena de los pardsitos
10.4. Mencione ejemplos de mecanismos de transmision.

10.5. Mencione ejemplos de vias de infeccion.
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Semana 8:; Sesion 2

Protozoarios en sangre y tejidos — helmintos

éeccién: ............................. Fecha: .../ ..../...... Duracion: 60 minutos
[T Tor=1 ) (= 3RS Unidad: 2

APENIAOS Y NOMIDIES: ...ttt e et e eearae s

I. Instrucciones

Cada equipo de prdcticas tiene la responsabilidad de utilizar de manera

adecuada los equipos, materiales y reactivos proporcionados. Antes de utilizarlos, los

estudiantes de cada grupo deben asegurarse de que estén en buen estado y notificar

de inmediato cualquier dano que observen.

Il. Propésito

ldentifica, analiza y relaciona los principales métodos de diagndstico de las
enfermedades parasitarias en los diferentes estadios, asi como investiga los aspectos
epidemioldgicos de las enfermedades de mayor prevalencia en el pais.

ldentifica, analiza y relaciona los principales métodos de diagndstico de las
enfermedades helminticas en los diferentes estadios, asi como investiga los aspectos

epidemioldgicos de las enfermedades de mayor prevalencia.

lll.Fundamentos tedricos

v

Protozoarios en sangre y tejidos (Murray et al., 2021):

Leishmania brasiliensis: hemoflagelado con dos estadios tipicos: amastogote vy
promastigote. Produce en el pais la uta y espundia en zonas endémicas, relacionado
con la presencia del vector: Lutzomya.

Amastigote: forma ovoide, nucleo y cinetoplasto. Forma tipica en tejidos de los
mamiferos.

Promastigote: formas flageladas, alargadas, sin membrana ondulante. Presente en
cultivos e insectos trasmisores.

Trypanosoma cruzi: produce enfermedad de Chagas o tripanosomiasis
sudamericana, en dreas endémicas, relacionada con la presencia del vector:
Triatoma infestans.

Tripomatigote: en sangre del huésped vertebrado, se observa fusiforme con nucleo
central, cinetoplasto, membrana ondulante y flagelo anterior libre.

Epimastigote: forma de fransicién en vector.
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v" Promastigote: forma de transicién en vector.

v' Amastigote: en las células musculares cardiacas vy lisas.

v' Plasmodium: protozoarios cuyas especies: P. vivax, P. malarie, P. falciparum. Produce
la malaria o paludismo en dreas endémicas, trasmitido por el Anopheles. Parasito de
sangre y tejidos. El ciclo vital se desarrolla en dos huéspedes humanos (ciclo sexual) y
en el insecto Anopheles (ciclo sexual).

Los frotis tenidos los plasmodios se observan como una masa cromatinica
rodeado de escaso citoplasma dentro de los glébulos rojos. Los estadios sucesivos son:

Trofozoito anular, T. amiboide, T. maduro, esquizonte maduro, gametocitos (micro vy

macrogametocito).

Helmintos

Los pardsitos intestinales de este grupo se conocen desde la antfigiedad vy
actualmente se conocen sus ciclos de vida, mecanismos de infeccién, control y
tratamiento, pero a pesar de ello sigue siendo un problema frecuente en paises como
PerU y sobre todo en lugares de clima templado. Los helmintos se clasifican en

Nematelmintos (Nematodos) y Platelmintos (cestodos y tfrematodos).

Nemadatodos
< Ascaris lumbricoides: pardsito del intestino del hombre (ascariasis)
Estadios:
Huevo: en heces se observa de forma ovalada mamelonados o no
Larvas: con 3 mudas migratorias. Ciclo de Loos: entérico - hepato — pulmonar -
entérico
Adulto: observar morfologia, tamano, dimorfismo sexual. Macho con extremo curvo,

espiculas. Hembras con parte posterior recto, y vulva en la mitad anterior del cuerpo.

7
*

Trichocephalus dispar o trichuris trichiura: porcion filiforme en sus tres quintos
anteriores. Se localiza en el ciego produce trichuriasis. Estadios:

Huevo: en heces, se observa de forma de barril con los polos bien diferenciados y
friple capsula.

Larvas: penefra en la zona cercana al intestino delgado.

Adulto: macho, de 30 - 45 mm de longitud, parte posterior mds gruesa enrollada y
con espicula lanceolada. Hembra: alargada de 35 - 50 mm de longitud, presenta la
vulva en la interseccidn de la porcidn filiforme con la mayor dimensidn. Vive adherida
a la pared del ciego.

< Enterobius vermicularis: se localizan en el intestino, porcién del ciego. Produce

oxiuriasis o enterobiasis.
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Estadios:

Huevo: ovoide aplanado en la cara ventral, mide 50 — 60 um

Larvas: sufre dos mudas.

Adulto: macho de 2 - 5 mm con el extremo anterior encorvado. Una espicula.
Hembra: 8 — 13 mm cola afilada.

Para el diagnéstico se emplea la técnica de la cinta adhesiva (Graham).

Cestodos
< Taenia solium: los adultos hermafroditas se localizan en el intestino del hombre
produciendo teniasis y las larvas Cysticercus cellulosae (equivocadamente llamada
triquina) en los musculos del cerdo. En el hombre es muy dramdtica la presencia del

Cysticercus cellulosae en el SNC ya que produce neurocisticercosis.

Estadios:

Huevo: de forma mds o menos esférica, con cdpsula gruesa, dentro se localiza
el embrién (oncosfera) con tres pares de ganchos.

Larvas: la oncdsfera ya libre se localiza en los musculos y cerebro,
transformdndose en Cysticercus.

Adulto: constituido por el escélex y los proglétides o anillos: inmaduros, maduros
y gravidos. El anillo grdvido con ramificaciones en nimero de 7 — 13, en

promedio 9.

% Taenia sanginata: los adultos parasitan el intestino del hombre (teniasis) y las larvas
(Cysticercus bovis) los mUsculos del ganado vacuno.

Estadios:
Huevo: similares a los T. solium.
Larvas: la oncdsfera libre se fija a los musculos del ganado vacuno y da lugar
al cisticerco.
Adulto: con escdélex a diferencia del T. solium, no presenta rostellum con
ganchos solo 4 ventosas. Cuello corto y mds delgado que la cabeza. Estrobilo
formado por las proglétides: inmaduro, maduro y grdvidos. El anillo grdvido con

15 - 20 ramificaciones uterinas en promedio 18.

< Echinococcus granulosus: produce en el hombre la hidatidosis o quiste hidatidico, all
constituir huésped intermediario. Liamado la “tenia de los perros”.
Estadios:
Huevo: morfologia similar a las otras tenias, con cdpsula gruesa, con la

oncosfera interna de 30 — 38 um.
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Larvas: presente en diversos érganos: higado, pulmones, etc.

Adulto: en perros y otros cdnidos (Murray et al., 2021).

Figura 4
Pafogenia del Echinococcus granulosus
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Fuente: Google Imdagenes (https://n?.cl/21mrq)

IV. Equipos / Materiales

Tabla 22
Equipos
ftem Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio éptico compuesto 2 por grupo
2 Estereoscopio 1
Tabla 23
Materiales
item Material Caracteristica Cantidad
1 Mechero de Bunsen 1 por grupo
2 Asas bacterioldgicas 1 por grupo
3 Rotulador 1 por grupo
4 Porta objetos y cubreobjetos 1 por grupo
5 Gradillas 1 por grupo
6 Puente para tincion 1 por grupo
7 Pizetas con agua estéril 1 por grupo
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Tabla 24

Reactivos
item Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Giemsa 1 por grupo
2 Wright 1 por grupo
3 Leishman 1 por grupo
V. Indicaciones

Tome todas las precauciones de bioseguridad para frabajar.
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VI. Clasificacion de los pardsitos de interés en la cultura médica del odontélogo

Tabla 25
Clasificacion de los pardsitos que se encuentran en la labor del odontdlogo

Protozoos Helmintos Arfrépodos
microscdpicos, unicelulares Macroscépicos, multicelulares sin simetria bilateral Macroscépico, multicelulares, con simetria bilateral
Clase . . .
. Clase: Arachnida Capitulo .
Clase Clase Clase Clase Plathelminta . P Y Clase: Insecta Cabeza, torax y
s - - . Clase Nematoda abdomen (térax y abdomen . -
Ciliata Sarcodina Mastigophora  Apicomplexa  Aplanados y unidos) abdomen, debidamente definidos
monoicos
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VIl. Resultados (Dibujos)

VIIl. Conclusiones

IX. Sugerencias / recomendaciones

X. Cuestionario previo a la practica
10.1 Elabore un cuadro para los helmintos con los siguientes datos:
Tabla 26
Helmintos
B Mecanismo de Forma
Nombre del parasito ; Forma infectiva
infeccion diagnostica
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10.2 3COmo puede la malaria afectar las estructuras orales y la cavidad bucal?

10.3 3Cudles podrian ser las manifestaciones orales de una infeccion por Enterobius
vermicularis en un paciente dental?

10.4 sCémo podria la presencia de Ascaris lumbricoides en el tfracto gastrointestinal

afectar la salud oral?
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Tercera Unidad

Microorganismos relacionados con

patologias orales
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Semana 9; Sesion 2

Aislamiento de staphylococcus y streptococcus

Seccién: ............................. Fecha: ..../.cc.f ...... Duracion: 60 minutos
[T Tor=1 ) (= 3RS Unidad: 2

AREIIAOS Y NOMIOTES: .o eeeeans

I. Instrucciones

Cada equipo de prdcticas tiene la responsabilidad de utilizar de manera
adecuada los equipos, materiales y reactivos proporcionados. Antes de utilizarlos, 10s
estudiantes de cada grupo deben asegurarse de que estén en buen estado y notificar

de inmediato cualquier dano que observen.

Il. Propésito
Durante el desarrollo de esta prdctica, el estudiante:
e Observard las caracteristicas microscdpicas de Staphylococcus spp, a partir de
cultivos puros.

e Identificard las caracteristicas microscédpicas de los Streptococcus.

lll. Fundamentos tedricos
2.1 Los Staphylococcus spp:

Segun Liébana (2002), son cocos G+ que se encuentran aislados en parejas,
tétradas, cadenas cortas, o en forma de racimo de uvas. Son inmdviles, no
espuralados y no encapsulados. La mayor parte de las especies son anaerobias
facultativas. Son bastante resistentes a la accidn del calor y de las sales biliares,
cloruro de sodio al 9 % y de la octoquina. Los medios de cultivo empleados para su

aislamiento son: agar manitol salado, agar Columbia, y agar estafilococo.

Pueden diferenciarse de otros géneros por la produccion de la enzima
coagulasa, hemdlisis, resistencia a la novobiocina, actividad fosfatasa, ureasa, entre

otros.

2.2 Los streptococcus:
Son cocos G+ inmdviles, y negativos para la catalasa y la oxidasa. Crecen
en parejas o en cadenas de diferente longitud. Las células aisladas son esféricas u

ovoides y se dividen en un plano perpendicular al eje de la cadena, de modo que
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cuando se presentan en forma de diplococos, pueden tener aspecto de bacilos. La
mayor parte, crece bien en los medios generales de laboratorio que contienen
sangre o derivados, tales como agar Columbia, y agar tripticasa soya, con 5 % de

sangre de carnero o agar chocolate (Liebana, 2002).

IV. Equipos / Materiales

Tabla 27
Equipos
item Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio éptico compuesto 2 por grupo
2 Estereoscopio 01
3 Jarra de anaerobiosis 01
Tabla 28
Materiales
item Material Caracteristica Cantidad
1 Mechero de Bunsen 1 por grupo
2 Asas bacterioldgicas 1 por grupo
3 Espdtula de Drigalski 1 por grupo
4 Marcador de vidrio 1 por grupo
5 Porta objetos y cubreobjetos 1 por grupo
6 Gradillas 1 por grupo
7 Puente para tincidn 1 por grupo
8 Pizetas con agua estéril 1 por grupo
9 Papel de trigo 1 por grupo
10 Placas Petri con agar Sangre 2 por grupo
11 Placas Petri con agar Sabouraud 1 por grupo
12 Placas Petri con agar Tripticasa 1 por grupo
de soya
13 Tubos con caldo BHI 2 por grupo
14 Placas Petri con agar Manitol 1 por grupo
salado
15 Placas Petri con agar 2 por grupo
Staphylococcus 110
16 Placas Petri con agar chocolate
Tabla 29
Reactivos
ftem Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Bateria de tincion Gram 1 por grupo
2 Azul de metileno 1 por grupo
3 H202 1 por grupo
4 Plasma sanguineo o material 1 por grupo
para obtenerlo
5 Novobiocina 1 por grupo
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V.

VI.

Indicaciones

Tome todas las precauciones de bioseguridad para frabaijar.

Procedimientos

6.1 A partir de los cultivos puros, realizar un frotis y tefido con la técnica de Gram y
observar al microscopio.

6.2 Sembrar los cultivos de Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis en
agar sangre y agar estafiloco 110. Incubar a 37 °C durante 24 horas. Observar la
hemdlisis producida vy el viraje de color de medio.

6.3 Sembrar las mismas cepas en agar manitol salado, caldo BHI, agar chocolate.
Incubar a 37 °C durante 24 horas y observar los cambios.

6.4 Prueba de la catalasa: con asa de siembra, recoger del centro del cultivo, y
colocar la muestra sobre un portaobjetos limpio, agregar con una pipeta Pasteur,
una gota de H202 al 30 %. Observe los cambios.

6.5 A partir del cultivo de estreptococos beta, alfa, y gamma hemoliticos, hacer un
frotis y tenirlos con la técnica de Gram. Observar al microscopio.

6.6 Sembrar los cultivos de estreptococos en agar sangre. Incubar a 37 °C +/-2°Cy

observar la hemdlisis producida.

VII. Resultados (dibujos)

VIIl. Conclusiones

IX. Sugerencias / recomendaciones
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X. Cuestionario previo a la practica

10.1 sQué tipo de pigmento producen las cepas de estafilococos y estreptococos?
10.2 3Cudles son las infecciones estafilocécicas del tfracto respiratorio y de la piel?
10.3 sPor qué los estafilococos presentan resistencia a la penicilina?

10.4 Dependiendo de su accién hemolitica, scémo se clasifican los estreptococos?
10.5 Describa la clasificacion de Lancefield.
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Semana 10: Sesidon 2

Prueba de actividad cariogénica

SECCION: weeeeeeeeeeeeeeeee, Fecha: .../ccof ...... Duracion: 60 minutos
DO CENTE: e e e e e e e e aaaas Unidad: 2

Apellidos Y NOMIITES: ittt e et e e ettt e e eetta e e e eeateaeeeeabeeaeenees

I. Instrucciones

Cada equipo de prdcticas tiene la responsabilidad de utilizar de manera
adecuada los equipos, materiales y reactivos proporcionados. Antes de utilizarlos, 10s
estudiantes de cada grupo deben asegurarse de que estén en buen estado y notificar

de inmediato cualquier dano que observen.

Il. Propésito

o Desarrollard la cuantificacion de especies bacterianas potencialmente cariogénicas.

e Observard la relacion del pH salival con la cuantificacién de especies cariogénicas.

lll. Fundamentos teéricos

La caries dental es un proceso patoldgico de destruccion de los tejidos dentales,
causada por MO. Las bacterias se encuentran normalmente en la boca. Estas bacterias
convierten los alimentos, especialmente los azUcares y almidones, en dcidos. Las
bacterias, el dcido, los pedazos de comida vy la saliva se combinan en la boca para
formar una sustancia pegajosa llamada placa. La placa se pega a los dientes. Es mds
comun en los molares posteriores, justo encima de la linea de la encia en todos los

dientes y en los bordes de las obturaciones (Liébana, 2002).

La placa que no se elimina de los dientfes se convierte en una sustancia llamada

sarro o cdlculo. La placay el sarro irritan las encias, produciendo gingivitis y periodontitis.

Los dcidos en la placa danan el esmalte que cubre los dientes. La placa
comienza a acumularse en los dientes al cabo de 20 minutos después de comer. Si ésta
no se quita, comenzard a presentar caries. Las caries generalmente no duelen, a menos
que se tornen muy grandes y afecten los nervios o causen una fractura del diente. Sin

tratamiento, pueden llevar a un absceso dental (Li€bana, 2002).
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Los alimentos pegajosos son mds dafinos que los no pegajosos, ya que
permanecen sobre los dientes. Los refrigerios frecuentes aumentan el tiempo en que los

dcidos estdn en contacto con la superficie del diente.

La saliva

La saliva es un fluido que se origina en las gldndulas salivales mayores y menores,
el cual se produce de manera constante permitiendo una accién limpiadora sobre las
superficies de los tejidos duros y blandos de la cavidad bucal. Se encuentran ademds
en su composicion propiedades antibacterianas que se originan de factores inmunes

especificos y no especificos que incrementan su poder anticariogénico.

Ademds, la saliva también posee una capacidad amortiguadora vy
neutralizadora de los dcidos producidos por los organismos cariogénicos o ingeridos a
fravés de la dieta, permitiendo mantener un pH relativamente constante. Es también
una fuente constante de calcio y fosfato, necesarios para la remineralizacion del

esmalte.

Se consideran como pacientes de alto riesgo a aquellos que presentan valores
iguales o superiores a 10°UFC para Lactobacillus sp, y mds de 104 UFC para estreptococos

del grupo mutans en una muestra de saliva (Negroni, 2018).

Principales microorganismos implicados
e Streptococcus mutans (mds encontrado en cultivos de dientes maltratados)
e Streptococcus sobrinus
e Sfreptococcus mitis
e Streptococcus salivarius
e Streptococcus sanguis
e Actinomyces viscosus
e Actinomyces naeslundii
e Sfreptococcus oralis
e lactobacillus acidophilus

e Haemophillus
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IV. Equipos / Materiales

Tabla 30
Equipos
item Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio dptico compuesto 2 por grupo
2 Contador de colonias 01
3 Micropipetas 01
4 Jarra de anaerobiosis 01
Tabla 31
Materiales
item Material Caracteristica Cantidad
1 Mechero de Bunsen 1 por grupo
2 Asas bacterioldgicas 1 por grupo
3 Espdtula de Drigalski 1 por grupo
4 Marcador de vidrio 1 por grupo
5 Portaobjetos y cubreobjetos 1 por grupo
6 Gradillas 1 por grupo
7 Puente para tincién 1 por grupo
8 Pizetas con agua estéril 1 por grupo
9 Papel de trigo 1 por grupo
10 Placas Petri con agar Sangre 1 por grupo
1 Placas Petri con agar 1 BOr ArUBo
Sabouraud por grup
Placas Petri con agar Tripticasa
12 de soya 1 por grupo
13 Placas Petri con agar BHI 1 por grupo
14 Placas Petri con agar Manitol 1 Bor ArUBo
salado por grup
16 Placas Petri con agar 1 pOr AruPo
chocolate porgrup
17 Tubos con caldo BHI 1 por grupo
Tabla 32
Reactivos
item Reactivos Caracteristica Cantidad
1 Bateria de tincién Gram 1 por grupo
2 Azul de metileno 1 por grupo

V.Indicaciones

Para la toma de muestra, el paciente no debe haber consumido antibidticos por

lo menos 3 dias antes.
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VI. Procedimientos
6.1. Estimular el flujo salival del paciente solicitdndole que realice movimientos de
masticacion.
6.2. Recoger la saliva en un recipiente estéril
6.3. Coger 10 uL de muestra y sembrarla en agar sangre, chocolate, BHI y manitol salado.
6.4. Incubar durante 48 horas a 37 °C

6.5. Finalmente, realizar el recuento de las bacterias para la valoracién respectiva.

VIl. Resultados (fotos y dibujos)

VIIl. Conclusiones

IX. Sugerencias / recomendaciones
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X. Cuestionario previo a la practica
10.1. 3Qué métodos se emplean para determinar la actividad cariosa?
10.2. 3Cudl es la Teoria de Miller?

10.3. 5Qué caracteristicas microscopicas tienen los Lactobacillus y Streptococcus
mutans de la boca?

10.4. :Qué aspecto tienen las colonias de Lactobacillus y Streptococcus mutans?

10.5. 3Como se redliza la cuenta de las colonias de Lactobacillus y Streptococcus
mutans?
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Semana 11: Sesién 2
Micologia de importancia médica y odontolégica

- estudio de candida albicans

SECCION: o, Fecha: .../ ..../...... Duraciéon: 60 minutos Docente:
..................................................................................... Unidad: 3

APENIAOS Y NOMIDIES: ...ttt et e e e e et e e e aveeeas

I. Instrucciones

Cada equipo de prdcticas tiene la responsabilidad de utilizar de manera
adecuada los equipos, materiales y reactivos proporcionados. Antes de utilizarlos, los
estudiantes de cada grupo deben asegurarse de que estén en buen estado y notificar

de inmediato cualquier dano que observen

Il. Propdsito

e Identifica, reconoce vy relaciona las caracteristicas diferenciales de los hongos de
importancia médica y odontoldgica.

e Aplica los pasos para el diagndstico de laboratorio de los principales hongos
ambientales.

e |dentifica, analiza y relaciona las caracteristicas de los géneros productores de micosis
superficial, subcutdneas, profunda y oportunista por microscopia y cultivo.

e Aplica técnicas de toma de muestra, fransporte y procesamiento.

e |dentificard las caracteristicas macroscépicas del género Candida por medio de su
cultivo

e Identificard las caracteristicas microscépicas del género Cdandida por medio de

observacion al microscopio y pruebas bioquimicas.

lll. Fundamentos tedricos

Micologia/ Hongos ambientales

Generalidades

Los hongos son organismos no diferenciados, constituido por un cuerpo
indiferenciado llamado talo, que puede ser unicelular o pluricelular, carece de clorofila,
son heterétrofos. Se hallan distribuidos ampliamente en la naturaleza, pueden ser
saprofitos, algunos de los cuales desempenan papel importante en la naturaleza y en la
industria. Los hongos patdgenos pueden atacar a plantas, animales y el hombre, en
estos pueden producir infecciones superficiales y sistémica, el curso de la enfermedad

es lento y de evolucién crénica. El estudio se realiza microscépicamente mediante
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coloracién de azul de lactofenol y otfros, asi como mediante cultivos en tubos, Idminas

(microcultivos) y placa (colonia gigante) (Murray et al., 2021).

Clasificacion:
De acuerdo a las estructuras los hongos pueden ser filamentosos, levaduras y

levaduriformes.

% Hongo filamentoso: macroscépicamente pueden presentar micelio de aspecto
algodonoso, aterciopelado, polvoriento, puede presentar pigmento o no,
microscopicamente se observan hifas septadas o aseptadas y esporas
caracteristicas en cuanto a forma, disposicidén y origen.

% Hongo levaduras: macroscépicamente, se observan de aspecto cremoso semejante
a cultivo bacteriano, microscépicamente son unicelulares, redondeadas u ovales,

que se reproducen por gemacion.

7
*

Hongo levaduriforme: con caracteristicas semejantes al anterior, con la diferencia
que pueden producir seudohifas a partir de la germinacion de las células de
levaduras. Ej. C. albicans.

Figura 5

Morfologia de los hongos

Fuente: Google Imdgenes (https://n%.cl/n0xb8)

Las investigaciones pueden hacerse a partir de diversas fuentes (ambientes) vy
muestras sospechosas como pelo, piel, unas. Biopsias, exudados, secreciones, alimentos,

etfc.

Métodos mds comunes para el diagnéstico micolégico
Microscopia: observaciéon de objetos muy pequenos bajo grandes aumentos.
Examen directo: utilizado para la observaciéon a partir de las muestras de lesiones

superficiales con muestras de pelo, piel o unas u oftras.
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Coloracién con azul de metileno: al 2.5 % en alcohol de 95°.
Coloraciéon de azul de lactofenol: colorante que contiene &cido lactico, fenol,

glicerina, agua destilada y azul de algodon.

Hongos ambientales

El estudio de estos hongos es de importancia por su presencia en las muestras,
los cultivos, etc. El origen puede ser la contaminacion ambiental al momento de sembrar
o estar incluidos en las muestras que se procesan, por lo tanto, la interpretacion de los
halloazgos debe considerar, entre ofros, su frecuencia en la lesién y referencia de las

condiciones del paciente para ser considerado como posible agente etiolégico.

El desarrollo en medios de cultivos artificiales se da entre 3 - 5 dias.

Penicillium

Caracteristicas microscépicas: hifas septadas, conididforo septado, metula,
esterigmas, microconidias en cadenas.

Caracteristicas del cultivo: al inicio de aspecto algodonoso y color blanguecino,
luego verdoso, pulverulento o polvoriento.

Aspergillus

Caracteristicas microscépicas: hifas septadas, conididforo no septado, vesicula,
esterigmas, microconidias en cadenas.

Caracteristicas del cultivo: al inicio de aspecto algodonoso y color blanguecino,
luego amarillo azufre, negruzco.

Rhyzopus

Caracteristicas microscépicas: hifas cenociticas (filamento multinucleado),
rizoides, esporangidéforo no septado, esporéingio globoso, esporangiosporas.

Caracteristicas del cultivo: al inicio de aspecto algodonoso y color blanguecino,
luego grisdceo.

Saccharomyces

Caracteristicas microscépicas: células ovaladas, entre 2 — 8 um, algunas con
presencia de yemas o brofes.

Caracteristicas del cullivo: crecimiento rdpido, aspecto cremoso, olor

caracteristico.
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Hongos de importancia médica

Hongos de micosis superficial o cutdnea o dermatofito

Constituidos por hongos pardsitos que producen micosis cutdneas: piel, unas y
pelos. No invaden érganos ni tejidos. Pueden enconftrarse en el suelo e infectar animales
y de estos pasar al hombre (zoonosis), la enfermedad se denomina dermatomicosis. Las
lesiones se caracterizan por mdculas eritematosas y pruriginosas, descamativas, bordes
definidos. Los géneros involucrados son Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton
(Murray et al., 2021).

Caracteristicas:

+ Trichophyton: ataca piel, pelo, unas, produce tinas, pie de atleta.

o Caracteres macroscépicos: las colonias de tipo algodonoso, aterciopelado,
polvoriento, con pigmentacién variada que puede difundir en el medio o apreciarse
alrededor del crecimiento.

o Caracteres microscépicos: microconidias pequenas, dgisladas o en racimos a lo largo
de las hifas, macroconidios de aspecto claviforme, pared lisa que rara vez se aprecia.
Pueden formar filamentos en forma de raqueta, cuerpos nodulares, hifas en espiral y
clamidosporas.

+ Microsporum: ataca piel y pelo, produce finas

o Caracteres macroscopicos: las colonias de tipo algodonoso, aterciopelado,
polvoriento, con pigmentacién de blanco a pardo.

o Caracteres microscépicos: microconidias en forma de clavas. Macroconidias en
forma navicular (huso) con paredes gruesas, forma clamidosporas, hifas en raquetas
y cuerpos nodulares.

+ Epidermophyton: ataca piel y unas.

o Caracteres macroscépicos: colonias de aspecto aterciopelado, polvoriento, de
color verde amarillento, con grietas centrales radiales que muta rdpidamente a hifas
estériles.

o Caracteres microscépicos: solo se observa macroconidias en forma de mazo,
cubierta por membrana lisa, también puede formar clamidosporas e hifas en

raqueta.
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Estudio de Cdndida albicans
Las infecciones micdticas producidas por las levaduras del género Cdandida,
especialmente por Cdandida albicans, son complicaciones importantes en los pacientes
inmunosuprimidos. Las fasas de morbilidad y mortalidad de estas infecciones se han

incrementado considerablemente durante las Ultimas dos décadas.

Frecuentemente, la candidiasis de las mucosas (oral, gastrointestinal y vaginal),
es el primer signo del deterioro de la funcidén inmunoldgica. La severidad de las
infecciones micdticas aumenta proporcionalmente con el aumento de la
disfuncionalidad del sistema inmune; por lo tanto, los episodios de candidiasis en las

superficies mucosas son muy frecuentes y dificiles de tratar.

El desarrollo de nuevos procedimientos terapéuticos, asociados al deterioro de
la respuesta inmune y a los factores de virulencia que posee Cdndida, como la
propiedad de adherencia, la habilidad de competir con otros microorganismos por
nutrientes vy la capacidad de evadir las defensas del hospedero, interactian entre si,

aumentando la frecuencia de la candidiasis en el paciente inmunosuprimido.

Oftro factor determinante de patogenicidad que influye en la boca para que
Cdndida albicans, como residente habitual de la misma, pase de saprofito a patdégeno,
son las prétesis odontoldgicas. En referencia a hdbitos de uso e higiene de las protesis,
se refiere el hallozgo de Cdndida albicans en mucosa y superficie de las protesis
(Negroni, 2018).

IV. Equipos, Materiales y Reactivos

Tabla 33
Equipos
item Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio éptico compuesto 2 por grupo
2 Contador de colonias 01
3 Micropipetas 01
4 Jarra de anaerobiosis 01

73



Tabla 34

Materiales
item Material Caracteristica Cantidad
1 Mechero de Bunsen 1 por grupo
2 Asas bacteriolégicas 1 por grupo
3 Espdtula de Drigalski 1 por grupo
4 Marcador de vidrio 1 por grupo
5 Porta objetos y cubreobjetos S por grupo
6 Gradillas 1 por grupo
7 Puente para tincidn 1 por grupo
8 Pizetas con agua estéril 1 por grupo
9 Papel de trigo 1 por grupo
10 Placas Petri con agar Sangre 1 por grupo
11 Placas Petri con agar Sabouraud 2 por grupo
12 Placas Petri con agar Tripticasa de 1 por grupo
soya
13 Placas Petri con agar BHI 1 por grupo
14 Placa Petri descartable 1 por grupo
15 Bajalengua estéril 1 por grupo
16 Hisopo estéril 1 por grupo
15 Algoddn 1
Tabla 35
Reactivos
item Reactivos Caracteristica Cantidad
1 Bateria de tincion Gram 1 por grupo
5 Bateria de Tinqién dcido alcohol 1 por grupo
resistente
3 KOH 10 % 1 por grupo
4 Nigrosina o tinta china 1 por grupo
5 Azul de metileno/lactofenol/algoddn 1 por grupo

V.Indicaciones

e Informa al paciente sobre el procedimiento y la importancia de seguir las

instrucciones.

e Asegurate de que el paciente no haya comido ni bebido nada durante al menos 30

minutos antes de la toma de muestra.

VI. Procedimientos

6.1. Raspado bucal:

* Se redlizard en dos estudiantes de cada grupo.

* Raspar la zona a estudiar con un bajalenguas o con un hisopo.

 El material obtenido pasarlo a un portaobjetos.
» Colorear

e Observar al microscopio.
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6.2. Examen directo:

* Colocar 1 gota de KOH al 20 % a cada muestra tomada. Cubrirla con el
cubreobjetos.

* Cada muestra se debe calentar ligeramente al mechero, para acelerar el
aclarado.

¢ Observar al microscopio con el objetivo de 40X

e Interpretar el resultado: Serd positivo (+) si se observa presencia de blastoconidias y

pseudomicelios. Serd negativo (-), si solo se observa blastoconidias.

6.3. Cultivo de cepas:

e Resembrar la cepa proporcionada por el laboratorio, en agar Sabouraud. Usar el
metodo de estria cruzada.

» Revisar los cultivos y observar las caracteristicas propias de las colonias. Registrar los

hallazgos.

6.4. Formacién del tubo germinativo

* Incubar en bano maria a 37 °C por 30 minutos, las cepas obtenidas en los cultivos
anteriores.

e Usar como medio de cultivo, 1 mL de suero o plasma en un tubo con tapa rosca.

» Al finalizar el tiempo indicado, colocar 1 gota de la suspensidn obtenida, en un

portaobjetos y observar al microscopio.

VII. Resultados (fotos y dibujos)

VIII. Conclusiones

IX.Sugerencias / recomendaciones
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X. Cuestionario previo a la practica

10.1. 3Por qué el agar Sabouraud se emplea en el diagndstico microbiolégico de
laboratorio?

10.2. sEn qué difieren las paredes celulares de hongos y bacterias?

10.3. Explique por qué no se puede usar la técnica de Gram para observar los hongos.

10.4. Describa qué es el pleomorfismo y en qué hongos se presenta.

10.5. Expligue qué es el dimorfismo y qué especie de hongos lo presentan.

10.6. Mencione las especies de Candida que pueden estar implicadas en la candidiasis
oral.

10.7. 3Cudles son los hongos mds comUnmente asociados con infecciones orales en
pacientes dentales?

10.8. 3Cémo se manifiestan las infecciones fungicas en la cavidad oral y qué sintomas

pueden observarse?
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Semana 12: Sesion 2

Estudio de microorganismos del surco gingival

SECCION: e, Fecha: ..../cccf ...... Duracion: 60 minutos
[T Tor=1 ) (=3RS Unidad: 2

APENIAOS Y NOMIDIES: ...ttt et e e e e earre s

. Instrucciones

Cada equipo de prdcticas tiene la responsabilidad de utilizar de manera
adecuada los equipos, materiales y reactivos proporcionados. Antes de utilizarlos, 10s
estudiantes de cada grupo deben asegurarse de que estén en buen estado y notificar

de inmediato cualquier dano que observen.

Il. Proposito
Durante el desarrollo de esta prdctica, el estudiante:
* Obtendrd muestras de placa dentobacteriana subgingival y realizard el cultivo de
MO anaerobiosis.

e Observard la diversidad de MO que habitan en el surco gingival.

lll. Fundamentos tedricos

Las enfermedades periodontales son infecciones que se caracterizan por la
pérdida progresiva de los tejidos de soporte del diente. Son causadas por grupos
especificos de MO que colonizan la superficie dental y el surco gingival. Los dos
cuadros patolégicos principales que las caracterizan son la gingivitis y la

periodontitis.

El primer evento para que comience la formacién de una biopelicula, es la
adhesién bacteriana. Las bacterias poseen mecanismos especificos para adherirse
a los tejidos o superficies. Muchas bacterias poseen componentes proteinicos en su
superficie llamados “adhesinas”, los que se unen de manera especifica a moléculas
complementarias o receptores que se encuentran en la superficie de los tejidos.
Pocos minutos después de realizar una limpieza dental profesional, los primeros
colonizadores, cocos y bacilos G+, principalmente de los géneros streptococcus vy
actinomyces se adhieren a la superficie dental por medio de moléculas especificas

de adhesidon bacteriana (Negroni, 2018).
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IV.Equipos / Materiales

Tabla 34
Equipos
item Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio éptico compuesto 2 por grupo
2 Jarra de anaerobiosis 1
Tabla 37
Materiales
item Material Caracteristica Cantidad
1 Mechero de Bunsen 1 por grupo
2 Asas bacteriolégicas 1 por grupo
3 Espdtula de Drigalski 1 por grupo
4 Marcador de vidrio 1 por grupo
5 Porfoobjejos y 1 por grupo
cubreobjetos
6 Gradillas 1 por grupo
7 Puente para tincidn 1 por grupo
8 Pizzetas con agua estéril 1 por grupo
9 Papel de trigo 1 por grupo
10 Placas Petri con agar 1 por grupo
Sangre
n Placas Petri con agar 1 por grupo
Sabouraud
12 Pchqs Petri con agar 1 por grupo
Tripticasa de soya
13 Placas Petri con agar BHI 1 por grupo
14 Placas EeTri con agar 1 por grupo
Manitol salado
15 Placas Petri con agar 1 por grupo
chocolate
16 Tubos con caldo BHI
Tabla 38
Reactivos
item Reactivos Caracteristica Cantidad
1 Bateria de tincién Gram 1 por grupo
5 Bateria de Tinqién dcido 1 por grupo
alcohol resistente
3 KOH 10 % 1 por grupo
4 Nigrosina o tinta china 1 por grupo
Azul de
5 metileno/lactofenol/alg 1 por grupo
oddn

V. Indicaciones
Redlizar investigacion sobre la formacion de una

composicién de la placa bacteriana.
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VI. Procedimientos

5.1. En la mesa del laboratorio limpia. Con todos los materiales que se van a utilizar.

5.2. Sentar al paciente cerca del campo de frabagjo.

5.3. Aislar la zona de los primeros o segundos molares inferiores y eliminar con una de las
puntas de la cureta, la placa supragingival.

5.4. Tomar la muestra de la placa subgingival de la zona mesiovestibular del molar
seleccionado, raspando suavemente el surco gingival con la ofra punta de la cureta.

5.5. Colocar la muestra dentro del fubo que contiene el caldo BHI.

5.6. Posteriormente se realizard el replicado —por duplicado- a partir del caldo a los
siguientes medios: agar sangre, agar chocolate, y agar tripticasa soya. El primer
grupo de placas, se incubard en condiciones de anaerobiosis a 37 °C durante 7 dias.
El segundo grupo, se incubard en condiciones aerobias a 37 °C por 3 a 5 dias.

5.7. Al finalizar el fiempo de incubacion, comparar las diferencias morfolégicas de cada
colonia bacteriana.

5.8. Dibujar y describir sus observaciones.

VII. Resultados (fotos y dibujos)

VIII. Conclusiones

IX. Sugerencias / recomendaciones
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X. Cuestionario previo a la practica
10.1. 5Cudl es la importancia de la microflora bucal?
10.2. 3Qué son las enfermedades periodontales y coémo se clasifican?
10.3. 5Qué es la placa dentobacteriana?
10.4. 5Qué son las biopeliculas?
10.5. Mencione 5 especies de MO que componen la microflora normal en la placa
subgingival y supragingival.

10.6. Mencione fres MO relacionados con las enfermedades periodontales.
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Cuarta Unidad

Ecologia bucal. Microbiologia de

las patologias infecciosas
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Semana 13; Sesion 2

Exudado faringeo

Seccién: ............................. Fecha: ..../.cc.f ...... Duracion: 60 minutos
[T Tor=1 ) (= 3RS Unidad: 2

AREIIAOS Y NOMIOTES: .o eeeeans

I. Instrucciones

Cada equipo de prdcticas tiene la responsabilidad de utilizar de manera
adecuada los equipos, materiales y reactivos proporcionados. Antes de utilizarlos, 10s
estudiantes de cada grupo deben asegurarse de que estén en buen estado y notificar

de inmediato cualquier dano que observen.

Il. Propésito

* El estudiante aplicard las técnicas de toma de muestra.

e Redlizard la citologia exfoliativa y siembra en medio de cultivo, del raspado del
exudado faringeo.

 |dentificard, por las caracteristicas morfoldgicas de las colonias y las reacciones

bioguimicas, en los medios de cultivo, los géneros bacterianos aislados.

lll. Fundamentos teéricos

El cultivo del exudado faringeo es el principal procedimiento para demostrar la
etiologia estreptocdcica de procesos infecciosos como: faringoamigdalitis, impétigo,
erisipela, fiebre escarlatina, fiebre reumdatica, o la glomerulonefritis (Liébana, 2002;
Negroni, 2018).
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Figura é

Toma de muestra de exudado faringeo

Fuente: Google Imdgenes

IV. Equipos / Materiales

Tabla 39
Equipos
item Equipo Caracteristica Cantidad

1 Microscopio dptico compuesto 2 por grupo
2 Estereoscopio 1
3 Jarra de anaerobiosis 1

Tabla 40

Materiales

item Material Caracteristica Cantidad

1 Mechero de Bunsen 1 por grupo
2 Asas bacterioldgicas 1 por grupo
3 Espdtula de Drigalski 1 por grupo
4 Marcador de vidrio 1 por grupo
5 Portaobjetos y cubreobjetos 1 por grupo
6 Gradillas 1 por grupo
7 Puente para tincién 1 por grupo
8 Pizetas con agua estéril 1 por grupo
9 Papel de trigo 1 por grupo
10 Placas Petri con agar Sangre 1 por grupo
11 Placas Petri con agar Sabouraud 1 por grupo
12 Placas Petri con agar Tripticasa de soya 1 por grupo
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13 Tubos con caldo BHI 1 por grupo

14 Placas Petri con agar Manitol salado 1 por grupo
15 Placas Petri con agar Staphylococcus 110 1 por grupo
16 Placas Petri con agar chocolate
17 Tubos con caldo BHI
18 Tubos con medio de transporte Cary Blair

Tabla 41

Reactivos

item Material Caracteristica Cantidad

1 Bateria de tincién Gram 1 por grupo
2 Bateria de tincion dcido alcohol resistente 1 por grupo
3 KOH 10 % 1 por grupo
4 Nigrosina o tinta china 1 por grupo
5 Azul de metileno/lactofenol/algoddn 1 por grupo

V. Indicaciones

Toda muestra biolégica debe ser considerada como potencialmente reserva de

MO patdgenos.

VI. Procedimientos

6.1. El estudiante seleccionado para la toma de muestra del exudado faringeo, deberd
encontrarse con 4 horas de ayuno. Sin beber agua y sin haber realizado la higiene
bucal.

6.2. Con un hisopo estéril, se realizard un raspado enérgico de la region faringea
evitando contaminar la muestra con la saliva.

6.3. Una vez tomada la muestra con el hisopo, se depositard en un extremo de los
medios de cultivo y se realizard la citologia exfoliativa, extendiendo la muestra sobre
el portaobjeto.

6.4. El extendido se tenird con la técnica de Gram y se observard al microscopio.

6.5. Con el asa bacterioldgica estéril se realizard el extendido, sobre los medios de
cultivo, para el aislamiento apropiado de las bacterias.

6.6. Los medios de culfivo se incuban a 35 °C con una tolerancia de +/- 2 °C, durante
24 a 72 horas.

67. Al término, se estudiardn las caracteristicas morfoldgicas de las colonias y la

reaccién bioguimica respectiva.

VIIl. Resultados (fotos y dibujos)
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VIIl. Conclusiones

IX. Sugerencias / recomendaciones

X. Cuestionario previo a la practica

10.1. 3Qué se observa en la citologia exfoliativa del exudado faringeo tenido con Gram?
10.2. 5Cudl es la funcion y el fundamento de los diversos medios de cultivo utilizados en

esta prdctica?
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Semana 14: Sesion 2

Virologia - Virus de importancia estomatoldgica

SECCION: weeeeeeeeeeeeeeeee, Fecha: .../ccof ...... Duracion: 60 minutos
DO CENTE: e e e e e e e e aaaas Unidad: 4

AREIAOS Y NOMIOTES: .o eeee e e e e eeeans

l. Instrucciones

Cada equipo de prdcticas tiene la responsabilidad de utilizar de manera
adecuada los equipos, materiales y reactivos proporcionados. Antes de utilizarlos, los
estudiantes de cada grupo deben asegurarse de que estén en buen estado y notificar

de inmediato cualquier dano que observen.

Il. Proposito

e Identifica las caracteristicas diferenciales de los virus.

e Conoce e investiga algunas técnicas para su diagndstico en el laboratorio.

e Observa los efectos citopdticos de los virus en cultivos celulares.

e |dentifica las caracteristicas generales y diferenciales que permiten el diagndstico de

los virus de importancia estomatolégica.

lll. Fundamentos tedricos

Generalidades

Los virus son agentes infecciosos muy pequenos, miden de 20 a 400 nm; son
pardsitos genéticos intracelulares obligados; carecen de organelos y metabolismo
propio; de alli que ningun medio quimico por complejo que sea, permite su
reproduccidn. Se replican solo en células vivas y su parasitismo es obligado. Los virus
parasitfan microorganismos unicelulares tales como micoplasma, bacterias, algas,

plantas y animales superiores e incluso al hombre.

Existe tres sistemas que pueden ser empleados para intentar la reproduccién de
un virus: Animales susceptibles, huevos embrionados y células cultivadas in vitro. No
todos los sistemas sirven para todos los virus, por tanto, hay que seleccionar el sistema

por el que el virus tiene afinidad.
v" Animales susceptibles: la inoculacion en animales es un método de gran valor para

estudio de respuesta inmune, asi como el aislamiento primario. Las vias de

inoculacion son intracerebral, intranasal, intfraperitoneal, subcutdnea, etc. Solo se
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realiza en laboratorios especializados y las observaciones se realizan en funcidn de
los signos de la enfermedad y del examen de los tejidos luego del sacrificio de los
animales. Del mismo modo permite determinar la dosis infectante.

v' Huevos embrionados: muchos de los virus patégenos para el hombre y los animales
pueden desarrollarse en la cavidad amnidtica, cavidad alantoided, saco vitelino,
membrana criolantoidea (herpes, viruela), o embridon (encefalitis). Luego de la
incubacién adecuada, se examina para la observacion de la proliferacién viral o las
alteraciones producidas.

v’ Cultivo celular in vitro: esta técnica de gran utilidad actualmente nacié en el siglo XIX
y que con el descubrimiento de los antibidticos y el uso de encimas como la tripsing,
es la mds popular por su facilidad de obtencidn, menos onerosa, requiere de menos

cuidados y permite evitar la contaminacién bacteriana.

Principales caracteristicas de los virus relacionados con la cavidad bucal

+ Citomegalovirus (CMV)

Virus ampliamente distribuido, cuya infeccidén es asintomdtica en personas
inmunocompetentes, su importancia se eleva por su participacién en casos de
pacientes inmunocomprometidos. Se adquiere por via oral, sexual y parenteral. Son
excretados por secreciones orofaringeas, saliva, orina, esperma, leche materna, sangre,
secreciones vaginales. Se puede adquirir por el contacto materno, si la infeccién es
congénita puede producir secuelas, es persistente reactivindose espontdneamente.

+ Hepatitis

Comprende el virus hepatitis A (infecciosa), B (sérica), C (sexual), D (delta,
parental, sexual) E (entérica).
+ Rabia

El diagndstico patolégico definitivo lo constituye el hallazgo de los corpUsculos
de Negri en el examen microscopico del cerebro o en la medula espinal del animal
mordedor.

+ Herpes

Comprende dos tipos: fipo 1(oral) y el fipo 2 (genital, neonatal). Ingresa por la
piel y mucosas donde se replica y se localizan posteriormente en las neuronas del
ganglio sensitivo como el trigémino y de la regién sacra, constituyéndose en infecciéon
latente, que cuando son estimulados por el estrés, radiaciones solares, fiebre,

inmunosupresion, traumatismos, etc., pueden reactivarse.

+ VIH / SIDA

Es un retrovirus por la presencia de la enzima transcriptasa inversa, que le permite
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infegrarse al genoma como provirus, infecta diversas células con receptores CD4:
monocitos, macréfagos, en especial los linfocitos T4, produciéndose efecto citopdtico,

formacién de sincicios (células gigantes multinucleadas) y muerte por apoptosis
(programadal).

Iv. Equipos / Materiales
Tabla 42
Equipos

item | Equipo Caracteristica Cantidad
1

Tabla 43

Materiales

item Material Caracteristica Cantidad
1

2
3

V. Indicaciones

VI. Procedimientos

VII. Resultados
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VIIl. Conclusiones

IX. Sugerencias / recomendaciones

X. Cuestionario previo a la practica

10.1. 3Cudles son los virus mds comunmente asociados con infecciones orales en
pacientes dentales?

10.2. 3Como se manifiestan las infecciones virales en la cavidad oral y qué sinftomas
pueden presentarse?

10.3. 3Cudles son las manifestaciones orales mds comunes asociadas con el virus del
herpes simple?

10.4. 5Cudl es el riesgo de fransmision del virus de la hepatitis B y C en la prdctica
odontoldgica?

10.5. 5Cudles son las manifestaciones orales asociadas con las infecciones por
citomegalovirus?

10.6. :Cémo se relaciona el VIH con la gingivitis necrotizante aguda y cudles son los

signos clinicos caracteristicos?
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Semana 15; Sesidn 2

Antibiograma
SECCION: weeeeeeeeeeeeeeeee, Fecha: .../ccof ...... Duracion: 60 minutos
DO CENTE: e e e e e e e e aaaas Unidad: 4

AREIAOS Y NOMIOTES: .o eeee e e e e eeeans

I. Instrucciones

Cada equipo de prdcticas tiene la responsabilidad de utilizar de manera
adecuada los equipos, materiales y reactivos proporcionados. Antes de utilizarlos, los
estudiantes de cada grupo deben asegurarse de que estén en buen estado y notificar

de inmediato cualquier dano que observen

Il. Propésito

Durante el desarrollo de esta prdctica, el estudiante:
* Comprenderd laimportancia del antibiograma en el tratamiento de las enfermedades
infecciosas.
» Observard los efectos de los diferentes antibidticos sobre

bacterias G+ y G-

lll. Fundamentos tedricos

El estudio de la sensibilidad de los microorganismos a los anfimicrobianos es una
de las funciones mds importantes de los laboratorios de microbiologia clinica. Su
realizacién se desarrolla mediante las pruebas de sensibilidad o antibiograma, cuyo
principal objetivo es evaluar en el laboratorio la respuesta de un microorganismo a uno
o varios antimicrobianos, traduciendo, en una primera aproximacion, su resultado como

factor predictivo de la eficacia clinica.

El antibiograma define la actividad in vitro de un antibidfico frente a un
microorganismo determinado vy refleja su capacidad para inhibir el crecimiento de una
bacteria o poblacion bacteriana. Su resultado, la farmacologia del antimicrobiano, en
particular en el lugar de la infeccién, y los aspectos clinicos del paciente y de su
infeccion, sustentan la eleccién de los antimicrobianos en el tratamiento de las
enfermedades infecciosas. Asimismo, ofrece, en su conjunfo, elementos objetfivos de

actuacién en los tratamientos empiricos.

El panorama actual de las resistencias de los microorganismos a los

antimicrobianos hace ineludible su determinacién, incluso en aquellos casos en los que
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la sensibilidad se considera universal y no se han descrito, por el momento, mecanismos
de resistencia. Los ensayos de sensibilidad han de estar convenientemente normalizados
y sujetos a procesos de control que aseguren su reproducibilidad. Por el momento no
existe un método universal que reproduzca las condiciones en las que se encuentra un
microorganismo produciendo una infeccidén vy, por tanto, la situacion ideal en las que
deben desarrollarse las pruebas de sensibilidad. En el presente procedimiento se
recogen los métodos bdsicos mds utilizados y aceptados para el estudio de la

sensibilidad, asi como los criterios para su interpretacién y control.

El anfibiograma disco-placa basado en el tfrabajo de Bauer, Kirby vy
colaboradores es uno de los métodos que el National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) recomienda para la determinacion de la sensibilidad bacteriana a
los antimicrobianos. El antibiograma disco-placa consiste en depositar, en la superficie
de agar de una placa de Petri previamente inoculada con el microorganismo, discos
de papel secante impregnados con los diferentes antibidticos. Tan pronto el disco
impregnado de antibidtico se pone en contacto con la superficie hUmeda del agar, el
filtro absorbe agua y el antibidtico difunde al agar. El antibidtico difunde radialmente a
través del espesor del agar a partir del disco formdndose un gradiente de
concentracion. Transcurridas 18-24 horas de incubacion los discos aparecen rodeados

por una zona de inhibicién.

La concentracién de antibidtico en la interfase entre bacterias en crecimiento y
bacterias inhibidas se conoce como concentracidén critica y se aproxima a la
concentracién minima inhibitoria (CMI) obtenida por métodos de dilucion. Sin embargo,
los métodos disco-placa no permiten una lectura directa del valor de la CMI. Para
cuantificarla, basta con haber contrastado previamente el sistema disco-placa con un
gran numero de cepas de CMI conocidas que han estado previamente determinadas
por otros métodos de determinacién de la sensibilidad a los antimicrobianos (ej.: método
de dilucidn). Esta determinacion se realiza con cientos de bacterias para minimizar
errores. Se mide el didmetro de la 5.2 zona de inhibicién obtenida por cada una de tales
cepas y se grafica dicha medida frente a la CMI, obteniéndose la linea de regresion o
"recta de concordancia" que proporciona la correspondencia entre las CMI vy los

didmetros de inhibicién.
Para determinar la CMI de una cepa se procede a medir el didmetro de la zona

de inhibicién y luego extrapolarlo en el grafico para obtener la CMI. Existen, por tanto,

unos didmetros de inhibicidn, expresados en mm, estandarizados para cada
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antimicrobiano. La lectura de los halos de inhibicidn debe interpretarse como sensible

(S). intermedia (I) o resistente (R) segun las categorias establecidas por el NCCLS.

Indicaciones y limitaciones:

El antibiograma estd indicado cuando se aisla una bacteria responsable de un
proceso infeccioso y no puede predecirse su sensibilidad, especialmente si se sabe que
este tipo de bacteria puede presentar resistencia a los antimicrobianos mds habituales.
Estas pruebas de sensibilidad también son Utiles en estudios epidemioldgicos ya que el
resulfado del anfibiograma puede ser considerado como el primer marcador
epidemioldgico de que se dispone. El método de disco-placa es facil de realizar, rdpido
y barato. Es una metodologia aplicable a una amplia variedad de bacterias,
fundamentalmente bacterias aerobias no exigentes de crecimiento rdpido como
Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia
cepacia, Acinetobacter spp., Staphylococcus spp. y Enterococcus spp. Ademds, con
ligeras modificaciones, puede ser aplicado a Haemophilus spp., Neisseria gonorrhoeae,

Streptococcus pneumoniae y Streptococcus spp.

IV. Equipos, Materiales y Reactivos

Tabla 44
Equipos
item Equipo Caracteristica Cantidad

1 Microscopio éptico compuesto 2 por grupo
2 Agitador “vortex” 01
3 Estereoscopio 01
4 Bafio Maria 01
5 Estufa de incubacion 01
6 Jarra de anaerobiosis 01

Tabla 45

Materiales

item Material Caracteristica Cantidad

1 Mechero de Bunsen 1 por grupo
2 Asas bacterioldgicas 1 por grupo
3 Espdtula de Drigalski 1 por grupo
4 Marcador de vidrio 1 por grupo
5 Portaobjetos y cubreobjetos 1 por grupo
6 Gradillas 1 por grupo
7 Puente para tincién 1 por grupo
8 Pizetas con agua estéril 1 por grupo
9 Papel de trigo 1 por grupo
10 Placas Petri con agar Sangre 1 por grupo
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Placas Petri con medio

1 Mueller Hinton 3 por grupo
12 Tubos de ensayo 13 ’x'100 con 1 por grupo
tapa rosca estériles
Tabla 44
Reactivos
item Reactivos Caracteristica Cantidad
1 Bateria de tincién Gram 1 por grupo
2 Discos de sensibilidad para G (+) y G (-) Todos
3 Escala Mac Farland — escala de turbidez 1

V. Indicaciones
Dibujar cada uno de los materiales y equipos de uso en el laboratorio para

realizar el antibiograma.

VI. Procedimientos
Para la determinacion del antibiograma disco-placa en estafilococos,

enterococos, enterobacterias y bacilos gram negativos no fermentadores:

6.1. Preparacion del inéculo
a) Método del medio de cultivo liquido:

Coger de 3 a 5 colonias iguales de la placa de cultivo de 18 a 24 horas y
sembrarlas en 5 ml de un medio liquido (BHI, Tripticasa soja, etc.) e incubar en la estufa
a 35°C durante 2 a 6 horas hasta conseguir o superar una turbidez del 0.5 de la escala
de McFarland. Si la turbidez es superior se realiza el ajuste necesario con suero salino

estéril. (Preparacion de la suspension McFarland].

b) Método de suspensién directa de colonias:

A partir de una placa de cultivo de 18 a 24 horas coger varias colonias con un
asa y ajustar el indculo a una turbidez equivalente al 0.5 de la escala de McFarland 0.5
en suero fisiolégico. Agitar en un agitador "vortex" durante 15-20 segundos. Se
recomienda utilizar el primer método si el cultivo tiene mds de 24 horas de incubacidn.
Este método es el mds adecuado para microorganismos de crecimiento dificil en medios
liguidos (Haemophilus spp., N. gonorrhoeae, S. pneumoniae, estrepococos no
enterococos, Listeria, Moraxellay Corynebacterium spp.) y para estafilococos en los que

se quiera detectar la resistencia a oxacilina.
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6.2. Inoculacion de las placas.
a) Antes que franscurran 15 minutos de haber agjustado el inéculo, introducir un
escobillén dentro de la suspensidn y al retirarlo rotar varias veces contra la pared del

tubo por encima del nivel del liquido con la finalidad de eliminar el exceso de indculo.

c) Inocular las placas de Mueller-Hinton completamente, sin dejar ninguna zona libre.
Esto se consigue deslizando el escobilldon por la superficie del agar tres veces, rotando
la placa unos 60° cada vez y pasdndola por Ultimo por la periferia del agar para
conseguir una siembra uniforme. Dejar secar de 3 a 5 minutos antes de depositar los

discos.

6.3. Dispensacion de los discos.

a) Colocar los discos con los dispensadores o manualmente con pinzas estériles. Debe
asegurarse que confacten perfectamente con la superficie del agar, por o que
deben presionar ligeramente sobre |la superficie del agar. No deben situarse a menos
de 15 mm del borde de la placa, y han de estar distribuidos de forma que no se
produzca superposicion de los halos de inhibicion. Para placas de 150 mm no se

empleardn mds de 12 discos y para las de 100 mm no mds de 6.

b) Incubar las placas invertidas (agar en la parte superior), en grupos no superiores a 5
placas, a 35 °C en atmdsfera aerdbica antes de que transcurran 15 minutos. Las
placas se incubardn 1618 horas (con estafilococos sensibles a meticilina debe
prolongarse la incubacién hasta 24 horas para confirmar la ausencia de resistencia a

la meticilina).

6.4. Lectura de los resultados.

Después de 18 horas de incubacién leer el didmetro de las zonas de completa
inhibicién con una regla. Si el microorganismo es un estafilococo o un enterococo
debemos esperar 24 horas para asegurar la sensibilidad a la oxacilina y vancomicina.
Las zonas de los medios fransparentes se miden sobre el reverso de la placa y los medios

que contienen sangre sobre la superficie del agar.

En las pruebas de sensibilidad a meticilina en estafilococos el halo alrededor de
la oxacilina debe observarse utilizando luz transmitida para visualizar las colonias
diminutas. Cuando aparecen colonias dentro del halo de inhibicién, puede tratarse de
mutantes resistentes, contaminaciones, poblaciones heterogéneas o cultivos mixtos y
conviene volver a identificarlas y readlizar otra vez el ensayo de sensibilidad

anfimicrobiana. Como regla general, no debe considerarse aquellas colonias diminutas
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qgue aparecen en el halo de inhibiciobn y que han sido visualizadas mediante luz
fransmitida o con ayuda de una lupa, a excepcion de estafilococos resistentes a
oxacilina o enterococos resistentes a vancomicina. La interpretacién de los resultados

puede realizarse en funcion de las normas del NCCLS (ver figuras).

6.5. Antimicrobianos seleccionados

Es evidente la imposibilidad de ensayar un gran nimero de antimicrobianos
frente a un microorganismo determinado. La seleccién final de qué antibidticos deben
ser estudiados dependerd del Laboratorio de Microbiologia en sintonia con las

decisiones del Comité de Infecciones de cada hospital.

En las tablas se muestran los antimicrobianos recomendados por la NCCLS,
agrupados en cuatfro grupos segun el trabajo de Washington. En el grupo “A" se
encuenfran aquellos antimicrobianos que se han de ensayar y que deben ser
informados de forma rutinaria. El grupo “B" estd constituido por antimicrobianos que
pueden ser valorados de forma rutinaria, pero cuya informacion se efectuard de forma
selectiva; es decir, solamente se informardn si los del grupo “A” no son activos, no son
apropiados para un lugar determinado de la infeccidn, o si se constata un fallo
terapéutico con el grupo "A". En el grupo “C" estdn incluidos los antibidticos que serdn
estudiados cuando aparezcan problemas especificos de resistencia, por ejemplo,
brotes epidémicos, en pacientes con alergia a otros antibidticos o en infecciones
inusuales. Finalmente, el grupo “D”, se desfina a anfimicrobianos utilizados en

infecciones del tracto urinario.

6.6. Control de calidad

Es necesario emplear cepas control para supervisar la exactitud y fiabilidad de
la metodologia, debido también al gran nimero de variables que pueden afectar los
resultados y que se han descrito anteriormente. Las cepas que se utilizan para el control
de calidad son las mencionadas en las Tablas 1-4. El NCCLS ha establecido unos limites
en los didmetros de las zonas de inhibicidn que son aceptables para las cepas utilizadas
en el control de calidad. Los problemas que podamos encontrar en la determinacion
del halo de inhibicidn de las cepas de control de calidad y su resolucidn se detallan en

la figura 13.

Las cepas de control se mantienen en el congelador a -70 °C en alguno de los
medios descritos para la conservacion de cepas, con el fin de preservar su viabilidad y
minimizar posibles modificaciones. Para resembrarlas debe utilizarse un escobilldén o asa

con el que se rascard la superficie del material congelado (no hace falta descongelar)
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y sembrard en una placa de agar sangre. Incubar a 35 °C, de 18 a 20 horas, realizar una
nueva resiembra que ya podrd emplearse para el ensayo. Debe realizarse controles

cada nuevo lote de medio de cultivo y cada nuevo lote de antibidticos.

La cepa ATCC 29212 sirve para detectar que el Mueller-Hinton contiene los

niveles correctos de inhibidores al ensayar el timetoprim o sulfametoxazol.

Los resulfados normalmente quedan registrados en una libreta de Control de
Calidad. Conftrol del inéculo: Se utiliza un McFarland 0.5. Para prepararlo se emplea
0.5 ml de 0.048 M de BaClI2 (1,175 % BaCl2+2H20) en 99,5 ml de 0.18 M H2SO4 (1 % v/v)
con agitacién constante. La absorcion a 625 nm ha de estar entre 0.08 y 0.10

(comprobar cada mes). Alicuotas de 4 a 6 ml se distribuyen en tubos con tapdn de rosca

y se guardan en la oscuridad a temperatura ambiente.

VII. Resultados (fotos y dibujos)

VIIl. Conclusiones

IX. Sugerencias / recomendaciones
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X.Cuestionario previo a la practica

10.1.
10.2.
10.3.
10.4.
10.5.
10.6.
10.7.

Expligue en qué consiste un antibiograma

Describa la técnica de difusion.

Describa la técnica de microdilucion.

Describa la técnica de disco-difusion agar.

Describa la técnica de Epsilon-Test.

Defina los términos: antimicrobianos, antibidticos y quimioterdpicos.

sCudles son las sustancias que interfieren en la actividad antimicrobiana?
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Figura 7

Patrones estdndar del halo de inhibicidon

Tabla 1. Patrones estandar del halo de inhibicién, puntos de corte equivalente a la CMI para enterobacterias” y diametro del halo de inhibicién
para la cepa E. coli ATCC25922 empleada como control de calidad
2 EN— Punto de corte E. coli
GRUPO Antimicrobiano :.a'ga del Diametro del halo de inhibicién (MM) gguivalente a la CMI (ug/ml)  ATCC 25922
isco (g) Resistente Intermedia Sensible Resistente Sensible intervalo °
A Ampicilina **¢ 10 <13 14-16 >17 >32 <8 16-22
Cefalotina © ° 30 <14 15-17 >18 >32 <8 15-21
Cefazolina“ 30 <14 15-17 >18 >32 <8 23-29
Gentamicina © 10 <12 13-14 > 15 >8 <4 19-26
B Amoxicilinalacido clavulanico 20/10 <13 14-17 =18 >16/8 <8/4 19-25
Ampicilina/sulbactam 10/10 <11 12-14 =15 =>32/16 <8/4 20-24
Piperacilina/tazobactam 100/10 <17 18-20 >21 >128/4 <16/4 24-30
Ticarcilina/acido clavulanico 75/10 <14 15-19 >20 >128/2 <16/2 25-29
Mezlocilina 75 <17 18-20 >21 >128 <64 23-29
Ticarcilina 75 <14 15-19 =20 >128 <16 24-30
Piperacilina 100 <17 18-20 >21 >128 <16 24-30
Cefamandol 30 <14 15-17 >18 >32 <8 26-32
Cefonicid 30 <14 15-17 =18 =32 <8 25-29
Cefuroxima (oral) 30 <14 15-22 =23 >32 <4 20-26
Cefpodoxima 10 <17 18-20 >21 >8 <2 23-28
Cefixima 5 <15 16-18 >19 >4 <1 23-27
Cefoxitina 30 <14 15-17 >18 >32 =<8 23-29
Cefotetan 30 <12 13-15 =16 >64 <16 28-34
Cefmetazol 30 <12 13-15 >16 >54 <16 26-32
Cefoperazona® 75 <15 16-20 >21 >64 <16 28-34
Cefotaxima™® 30 <14 15-22 >23 >64 <8 29-35
Ceftizoxima® 30 <14 15-19 >20 >32 <8 30-36
Ceftriaxona™ ¢ 30 ‘<13 14-20 >21 >64 <8 29-35
Cefepima 30 <14 15-17 >18 >32 <8 29-35
Imipenem 10 <13 14-15 >16 >16 <4 26-32
Meropenem 10 <13 14-15 >16 >16 <4 28-34
Amikacina 30 <14 15-16 >17 >32 <16 19-26
Ciprofloxacino * © L <15 16-20 >21 >4 <1 30-40
Levofioxacino 5 <13 14-16 =17 >8 <2 29-37
Trimetoprim/sulfametoxazol * © 1,25/23,75 <10 11-15 >16 >8/152 <2/38 24-32

Fuente: Laboratorio de la UC
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Figura 8

Patrones estdndar del halo de inhibicion (2)

Tabla 1. (continuacién). Patrones estandar del halo de inhibicién, puntos de corte equivalente a la CMI para enterobacterias® y diametro del
halo de inhibicion para la cepa E. coli ATCC25922 empleada como control de calidad

- e Punto de corte E. coli
GRUPO Antimicrobiano ;’f"ga{"e; Didmetro del halo de inhibicién (mm) g ,,ivalente a la CMI (ug/ml)  ATCC 25922
sco (g Resistente Intermedia Sensible Resistente Sensible intervalo ©
C Ceftazidima® 30 <14 15-17 >18 >32 <8 25-32
Aztreonam” 30 <15 16-21 =22 =32 <8 28-36
Kanamicina 30 <13 14-17 >18 >25 <6 17-25
Netilmicina 30 <12 13-14 >15 =32 <12 22-30
Tobramicina 10 <12 13-14 >15 >8 <4 18-26
Tetraciclina “ 30 <14 15-18 >19 >16 <4 18-25
Cloranfenicol® 30 <12 13-17 >18 >32 <8 21-27
D Carbenicilina 100 <19 20-22 >23 >64 <16 23-29
Cinoxacino 100 <14 15-18 >19 =64 =16 26-32
Lomefloxacino 10 =18 19-21 =22 =8 =2 -
Norfloxacino 10 =12 13-16 >17 >16 =4 28-35
Ofloxacino 5 <12 13-15 >16 >8 <2 29-33
Loracarbef 30 <14 15-17 >18 >32 <8 23-29
Nitrofurantoina 300 <14 15-16 >17 >128 <32 20-25
Sulfisoxazol 250 o 300 <12 13-16 >17 >350 <100 15-23
Trimetoprim 5 =10 11-15 >16 >16 <4 21-28
Fosfomicina 200 <12 13-15 >16 >256 <64 22-30

Elaborado con datos del NCCLS, 2000

a) Para aislamientos de Salmonella y Shigella spp. debemos ensayar e informar rutinariamente solo ampicilina, una quinolona, y trimetoprim-
sulfametoxazol. Ademas, el cloranfenicol y cefalosporinas de tercera generacién deben ser estudiadas e informadas para Salmonella aisladas como
causa de infecciones extraintestinales.

b) Ademas de E. coli ATCC25922, estudiar E. coli ATCC 35218 cuando se ensayan combinaciones con inhibidores de P-lactamasa. Los intervalos
aceptables para E. coli ATCC 35218 son los siguientes: amoxicilina/acido clavulanico de 18 a 22 mm; ampicilina/sulbactam, de 13 a 19 mm;
ticarcilina/acido clavulanico de 21 a 25 mm y piperacilinaftazobasctam, de 24 a 30 mm.

c) Puede ademas ser apropiado para obtener informacién sobre cepas aisladas del tracto urinario, junto con antimicrobianos del grupo D.

d) Cefalotina representa a cefapirina, cefradine, cefalexina, cefaclor y cefadroxilo. Cefazolina, cefuroxima, cefpodoxima, cefprozil y loracarbef deben ser
ensayados individualmente ya que pueden ser activos aunque la cefalotina no lo sea.

e) Cepas de Klebsiella spp. y E. coli pueden ser resistentes a cefalosporinas y aztreonam mediante produccién de B-lactamasas de espectro extendido:
a pesar de |la aparente sensibilidad “in vitro”, algunas cepas pueden ser reconocidas por resultados intermedios o resistentes a ceftazidima v aztreonam
(o cefotaxima, cefpodoxima, cefiriaxona y ceftizoxima) y frecuentemente son resistentes a otros antimicrobianos como aminoglicdsidos y trimetoprim-
sulfametoxazol. Las cepas con B-lactamasas de espectro-extendido deben ser informadas como resistentes a las cefalosporinas y al aztreonam.

f) Ciertas cepas de Citrobacter, Providencia y Enterobacter spp. pueden presentar resultados falsamente sensibles con discos de loracarbef, por lo que
los aislamientos de estos géneros no deben ser ensayados frente a este antimicrobiano.

Fuente: Laboratorio de la UC
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Figura 9

Patrones estandar del halo de inhibicion para Pseudomonas

Tabla 2. Patrones estandar del halo de inhibicién para Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter spp.? , puntos de corte equivalentes a la CMI
y didmetro del halo de inhibicion para la cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 empleada como control de calidad
: _— Punto de corte P. aeruginosa
GRUPO Antimicroblano g;::f("'e; Diametro def halo de inhibicién (mm) ¢ ivalente a la CMi(ugimi)  ATCC 27853
P9) Resistente Intermedia _ Sensible Resistente Sensible Intervalo

A Mezlocilina ° Pseusomonas spp 75 <17 18-20 >21 >128 <16 -
Mezlocilina Acintobacter spp. 75 <15 -- >16 >128 <64 19-25
Ticarcilina”  Pseudomonas Spp. 75 <14 -- >15 >128 <64 22-28
Ticarcilina  Acinetobacter spp. 75 <14 15-19 >20 >128 <16 -
Piperacilina ® Pseudomonas spp. 100 <17 - >18 >128 <64 25-33
Piperacilina Acinetobacter spp. 100 <17 18-20 >21 >128 <16 -
Ceftazidima 30 <14 15-17 >18 >32 <8 22-29
Gentamicina 10 <12 13-14 >15 >8 <4 16-21

B Amp./sulbact. Acinetobacter spp. 10/10 <11 12-14 >15 >32/16 <8/4 -
Ticar./clav.  Pseusomonas spp. 75/10 <14 - >15 >128/2 <64/2 20-28
Ticar./clav.  Acinetobacter spp. 75/10 <14 15-19 >20 >128/2 <16/2 -
Piper./tazob. Pseusomonas spp. 100/10 <17 --- >18 >128/4 <64/4 25-33
Piper./tazob. Acinetobacter spp. 10010 <17 18-20 >21 >128/4 <16/4 ---
Cefepima 30 <14 15-17 >18 >32 <8 24-30
Cefoperazona 75 <15 16-20 >21 >64 <16 23-29
Aztreonam 30 <15 16-21 >22 >32 <8 23-29
Imipenem 10 <13 14-15 >16 >16 <4 27-33
Meropenem 10 <13 14-15 >16 >16 <4 20-28
Amikacina 30 <14 15-16 >17 >32 <16 18-26
Tobramicina 10 <12 13-14 >15 >8 <4 19-25
Ciprofloxacino 5 <15 16-20 >21 >4 <1 25-33

Fuente: Laboratorio de la UC
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Figura 10

Patrones estandar del halo de inhibicion para estafilococos

Tabla 3. Patrones estindar del halo de inhibicién para estafilococos, puntos de corte equivalentes a la CMI y diametro del halo de inhibicién
para la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 empleada como control de calidad.

Carga del ) o Punto de corte S. aureus
GRUPO Antimicrobiano disco (ug) Diametro del halo de inhibicion (mm) Equivalente a la CMI (ug/ml) A:TII:II: 25923
Resistente Intermedia Sensible Resistente Sensible intervalo #

A Penicilina G ™ 10U <28 - =29 B-lactamasa” <0.1 26-37

Oxacilina ° (S. aureus) 1 <10 11-12 >13 >4 <2 18-24
(Estafilococos coagulasa -) 1 <17 - >18 >0.5 <(0.25 -

B Vancomicina® 30 - - >15 >32 <4 17-21
Teicoplanina 30 <11 11-13 >14 >32 <8 15-21
Eritromicina® 15 <13 14-22 >23 >8 <0.5 22-30
Claritromicina® 15 <13 14-17 >18 >8 =2 26-32
Azitromicina® 15 <13 14-17 >18 >8 <2 21-26
Clindamicina® 2 <14 15-20 >21 >4 <0.5 24-30
Trimetoprim / sulfametoxazol 1,25/23,75 <10 11-15 >16 >8/152 <2/38 24-32

C Gentamicina 10 <12 13-14 =15 >8 <4 19-27
Ciprofloxacino S <15 16-20 =21 >4 =1 22-30
Ofloxacino 5 <12 13-15 >16 >8 =2 24-28
Levofloxacino 5 <13 14-16 =17 >8 <2 25-30
Cloranfenicol® 30 <12 13-17 >18 >32 <8 19-26
Rifampicina =" 5 <16 17-19 >20 >4 <1 26-34
Tetraciclina '*® 30 <14 15-18 >19 >16 <4 24-30

D Morfloxacino 10 <12 13-16 >17 >16 <4 17-28
Lomefloxacino 10 <18 19-21 >22 >8 <2 23-29
Nitrofurantoina 300 <14 15-16 >17 >128 <32 18-22
Sulfisoxazol 250 o 300 <12 13-16 =17 =350 <100 24-34
Trimetoprim 5 <10 11-15 >16 >16 <4 19-26

Elaborado con datos del NCCLS, 2000.

a) Ademas de S. aureus ATCC 25923, ensayar E. coli ATCC 35218 con: amoxicilinafclavulénico de 18 a 22 mm.; ampicilina/sulbactam de 13 a 19 mm.

b) Las cepas resistentes de S. aureus producen P-lactamasa, y para estas pruebas es preferible el empleo de discos de penicilina G de 10 U. Utilizar
penicilina G para estudiar la sensibilidad de todos los estafilococos a todas las penicilinas sensibles a la penicilinasa.

c) Estafilococos resistentes a oxacilina son resistentes a todos los p-lactamicos (la sensibilidad a B-lactamicos puede deducir estudiando solo penicilina y
oxacilina).

d) Todos los estafilococos con un didmetro del halo de inhibicién igual o menor de 14mm deben ser estidados para determinar la CMI de la vancomicina.
e) Mo para microorganismos aislados del tracto urinario.

f) Mo utilizar rifampicina sola para el tratamiento de infecciones estafilocdcicas.

g) Tetraciclina es el representante de todas las tetraciclinas.

Fuente: Laboratorio de la UC

101




Figura 11

Patrones estandar de inhibicion y punto de corte

Tabla 4. Patrones estdndar de inhibicién y punto de corte equivalente a la CMI para enterococos °

Carga del .. i Punto de corte
GRUPO Antimicrobiano e DRSS aar s detamicioy Equivalente a la CMI (ug/ml)
(ng) Resistente Intermedia Sensible Resistente Sensible

A Penicilina ° 10U <14 - >15 >16 <8
Ampicilina ° 10 <16 - >17 >16 <8

B Vancomicina © 30 <14 15-16 >17 >32 <4
Teicoplanina 30 <10 11-13 >14 >32 <8

C Eritromicina 15 <13 14-22 >23 >8 =<0.5
Gentamicina “ 120 6 7-9° >10 >500 <500
Estreptomicina ° 300 6 o e >10 - o

D Ciprofloxacino 5 <15 16-20 >21 >4 <1
Norfloxacino 10 <12 13-16 >17 >16 <4
Nitrofurantoina 300 <14 15-16 >17 >128 <32
Tetraciclina 30 <14 15-18 >19 >16 <4
Fosfomicina 200 <12 13-15 :16 >256 <64

Elaborado con datos del NCCLS, 2000 .

a) Puede usarse S. aureus ATCC 25923 como control de calidad de los antimicrobianos de la tabla.

b) La sensibilidad a penicilina G puede servir para predecir la sensibilidad a ampicilina, amoxicilina, acilampicilinas, ampicilina/sulbactam y
amoxicilina/acido clavulanico, a los cuales los enterococos no productores de p-lactamasa son moderadamente sensibles. La terapia combinada con
penicilina G o ampicilina mas un aminoglicésido habitualmente esta indicada para infecciones enterocécicas graves, tales como endocarditis. Para cepas
aisladas de sangre y LCR se recomienda ademas una prueba de B-lactamasa.

c) Frecuentemente se utiliza vancomicina para infecciones enterocdcicas graves en alérgicos a penicilina y debe informarse de forma selectiva sélo en
tales pacientes. La terapia combinada con vancomicina mas un aminoglicésido esta habitualmente indicada en infecciones enterocdcicas graves, como
endocarditis. Cuando se valore vancomicina frente a enterococos, las placas deben mantenerse durante 24 h. y examinarse por luz transmitida: la
presencia de una fina pelicula o de algin crecimiento dentro de la zona de inhibicién indica resistencia. Sila vancomicina se considera para el
tratamiento de enfermedades enterococicas graves, los microorganismos con zonas intermedias deben estudiarse por un método de CMI.

d) Se utilizan sélo para ensayar un nivel de resistencia a aminoglicésidos elevado.

e) Si el halo de inhibicion es de 7 a 9 mm, el resultado de la prueba no es concluyente y se debe utilizar un método de microdilucién en caldo o de
dilucién en agar para confirmar la resistencia.

f) La CMI que se correlaciona para la estreptomicina es: ausencia de sinergia si >1000ug/ml para microdilucion y >2000 pg/ml para dilucién en agar.

Fuente: Laboratorio de la UC
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Figura 12

Problemas que pueden surgir en la determinacion de los halos de inhibicion

Tabla 5. Problemas que pueden surgir en la determinacién de los halos de inhibicién de las cepas utilizadas como control de calidad

Observacion Diagnoéstico Solucion
Halos de inhibicion demasiado pequefios 1. Inéculo demasiado denso. 1. Comprobar y ajustar indculo.
2. Deterioro del antibidtico. 2. Comprobar potencia . Utilizar un disco nuevo.
3. Cambio en la cepa control. 3. Utilizar una cepa nueva.
4. Agar demasiado profundo. 4. Comprobar profundidad del agar.
5. Lectura incorrecta de los resultados 5. Repetir con varios observadores.
6. Aislamiento resistente
Halos de inhibicion demasiado grandes 1. Inéculo poco denso. 1. Comprobar y ajustar inoculo.
2. Antibidtico demasiado potente. 2. Comprobar potencia. Utilizar un disco nuevo.
3. Cambio en la cepa control. 3. Utilizar una cepa nueva.
4. Agar demasiado delgado. 4. Comprobar la profundidad del agar.
5. Lectura incorrecta de los resultados. 5. Repetir con varios observadores.
6. Aislamiento sensible

Resultados para Pseudomonas y aminoglicdsidos
fuera de control

. Contenido catidnico incorrecto.

1. Utilizar nuevo medio suplementado con
cationes.

Resultados andémalos para Pseudomonas spp.
y carbenicilina

. Mutacion en la cepa control.

1. Utilizar cepa control nueva.

Aminoglicosidos y macrolidos demasiado
resistentes, tetraciclina demasiado sensible.

. Medio demasiado acido.

1. Comprobar pH del medio.

Aminoglicosidos y macrolidos demasiado
sensibles, tetraciclina demasiado resistente.

. Medio demasiado alcalino.

1. Comprobar pH del medio.

Halo de inhibicion del trimetoprim demasiado
pequena.

. Exceso de timidina en el medio.

1. Probar el medio con Enterococcus faecalis
ATCC 33186.

Fuente: Laboratorio de la UC
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