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PRACTICA 1.1 Manejo del microscopio.
Eje tematico 1: Ecologia microbiana de la cavidad oral.
Elemento de Reconocer los conceptos microbiolégicos béasicos que permitan

diferenciar las caracteristicas estructurales, morfolégicas vy

competencia del eje: . : ) . :
funcionales de los microorganismos que conviven en la cavidad oral.

Identificar los microscopios épticos con los que cuenta el laboratorio
Propésito de la practica: de Ecologia Oral y aplicar su manejo y uso correcto por medio de la
observacién de laminillas con microorganismos de la cavidad oral.

Elaboro: Dra. Adriana Patricia Rodriguez Hernandez.
Material virtual: Dra. Lia Alioth Hoz Rodriguez

l. INSTRUCCIONES DE LA PRACTICA.

e Previo alarealizacion de la practica

¢ Ingresar enlaliga: LINEAMIENTOS INTERNOS DEL LABORATORIO DEL
MODULO DE ECOLOGIA ORAL.pdf, y leer el documento.

¢ Lectura previa de la practica

+ Contestar cuestionario

e Durante la practica

¢ Colocarse el equipo de proteccion personal (EPP), que consta de bata blanca (bien
cerrada), gorro, y protectores oculares.

Colocar sus objetos personales en los estantes.

Limpiar, desinfectar la mesa de trabajo y lavarse las manos.

Solicitar y revisar el material al personal del laboratorio.

Realizar el método de la practica siguiendo las indicaciones

* & o o

Finalizar la préactica

¢ Realizar la observacién de los resultados
¢ Entregar el reporte de la practica


http://132.247.104.198/moodle/pluginfile.php/60903/mod_resource/content/11/LINEAMIENTOS%20INTERNOS%20DEL%20LABORATORIO%20DEL%20MO%CC%81DULO%20DE%20ECOLOGI%CC%81A%20ORAL.pdf
http://132.247.104.198/moodle/pluginfile.php/60903/mod_resource/content/11/LINEAMIENTOS%20INTERNOS%20DEL%20LABORATORIO%20DEL%20MO%CC%81DULO%20DE%20ECOLOGI%CC%81A%20ORAL.pdf
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INTRODUCCION.

Un laboratorio con técnicas basicas de microbiologia es un lugar habilitado para el
manejo y estudio de microorganismos, por lo que es importante recordar que la finalidad
de este es la de determinar las caracteristicas fenotipicas (microscépicas y
macroscopicas) para su identificacion. El equipo indispensable para el crecimiento de
microorganismos de la cavidad oral es muy variado incluyendo estufas de incubacion,
refrigeradores, autoclaves, jarras o camaras de anaerobiosis, cuenta colonias,
espectrofotometro y microscopios opticos, entre otros.

El desarrollo de la Microbiologia como ciencia, tiene su apoyo en la microscopia para
observar morfologia celular y agrupacion de muestras tefiidas. El laboratorio de Ecologia
oral cuenta con microscopios 6épticos Primostar Carl Zeiss (Figura 1), y un microscopio
digital Primostar Carl Zeiss con cAmara HD integrada (Figura 2). La finalidad de este ultimo
microscopio es la de poder observar una muestra y que la imagen de alta definicién que
nos proporciona la camara digital pueda ser observada de diversos dispositivos con
posibilidad de conectarse a multiples como es el iPad. Para iniciar el uso de cualquier
microscopio, es indispensable realizar el ajuste de iluminacion de Kohler, con la finalidad
de eliminar la iluminacién dispareja en el campo de observacion para que todas las partes
de la fuente de luz contribuyan a la iluminacién del espécimen. Revisa el siguiente video,
gue indica el uso del microscopio Primostar HD, con el ajuste de iluminaciéon de Kdhler
https://www.youtube.com/watch?v=pDEs|Q0gBIM.

Con ayuda de la Figura 1, lee los pasos basicos sobre el ajuste del microscopio. Ajuste de
iluminacién de Kohler:

a. Colocar el objetivo 10X para comenzar una laminilla tefiida.
Mover el condensador (A) a la posicion mas superior.
Abrir el diafragma de campo (B) y enfocar una muestra con los tornillos micrométrico
(C) y macrométrico (D).

d. Cerrar el diafragma de campo (B).
Mover el condensador (A) hacia abajo, hasta observar bien definido un poligono o una
figura geométrica, con un color azulado hacia el exterior.

f. Centrar la imagen geométrica con los tornillos de ajuste del condensador (E).

g. Abrir el diafragma de campo (B) hasta que laimagen de los bordes del poligono o figura
geométrica desaparezcan del campo visual.


https://www.youtube.com/watch?v=pDEsjQ0gBlM
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Oculares.

Objetivos.

Nota: Oil=uso de aceite
de inmersién sélo
objetivo 100X

Condensador (A).

_Tornillos de ajuste
de condensador (E).

Diafragma de
campo (B).

Figura 1. Microscopio Promostar Carl Zeiss HD.

Otra indicacion indispensable para el uso adecuado del microscopio es ajustar la distancia
inter pupilar entre los dos oculares, esta usualmente se encuentra los 55 y 75 milimetros.
Revisa el siguiente tutorial https://www.olympus-lifescience.com/es/microscope-
resource/primer/java/kohler/diopter/ donde podras encontrar informacion adicional de
ajuste inter pupilar y ajuste de dioptrias si es que lo requieres.



https://www.olympus-lifescience.com/es/microscope-resource/primer/java/kohler/diopter/
https://www.olympus-lifescience.com/es/microscope-resource/primer/java/kohler/diopter/
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lll. DESARROLLO DE LA PRACTICA

Material y equipo

Microscopio Primo Star HD y microscopio éptico Primostar Zeiss.

Modem 5GB

Ipad con aplicacién Labscope

Tres laminillas con microorganismos de la cavidad oral: Gram positivo (+), Gram
negativo (-) y especie fungica.

Procedimiento

A.
1.

2.

Uso general de los microscopios.

El profesor a cargo mostrara el uso correcto de los microscopios 6pticos Primostar
gue podras localizar en cada mesa de trabajo.

Dentro de las indicaciones, recuerda que cada microscopio en banca ya cuenta
con el ajuste de iluminacion de Kdhler, solo es necesario ajustar la distancia inter
pupilar de cada alumno, con la finalidad de que puedan observar una imagen con
los dos oculares.

Recuerda siempre transportar el microscopio con una mano en la base de este y
la otra en el cuello superior sin tocar los objetivos.

Por ultimo, asegurate de que no utilices aceite de inmersion sin la supervision del
profesor, y Unicamente con el objetivo 100X que indique el uso de aceite con la
palabra “Oil”.

B.Uso del microscopio Primo Star HD.

Se encontrara en las mesas de trabajo la conexion del microscopio Primostar con
camara HD para la demostracion de este con ayuda del profesor. Se requieren de
las siguientes indicaciones (Figura 2) junto con el video complementario:
https://www.youtube.com/watch?v=pDEs|Q0gBIM), para su preparacion:

a. Conectar el cable ethernet al médem (puerto 1-4) de un extremo y a la
conexion ethernet del microscopio en el otro extremo. NoO conectar en
internet (puerto amarillo).

b. Conectar el eliminador de la camara del microscopio y del microscopio a la
corriente eléctrica.

c. Encender el ipad y abrir la aplicacién Labscope (se puede conectarla al
cafion). Nota importante: asegurarse que el ipad se encuentra conectada
wi-fi a la red del microscopio y no a ninguna otra red (Clave: 00000000)


https://www.youtube.com/watch?v=pDEsjQ0gBlM
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Abrir la aplicacion Labscope en el ipad y buscar el icono del microscopio
<Virtual 1> (en vivo).

En <configure microscope>, asegurarse que esté seleccionado <Primo
Star> en <Virtual 1>, y el objetivo a utilizar en ese momento (empezar con
objetivo 10X).

Es posible conectar hasta 10 ipad con el microscopio. Si se conectan mas
dispositivos es posible que se desconecte la aplicacion. Para reiniciarla
hay que cerrarla y abrirla nuevamente. Nota importante: no es posible
conectar celulares con la aplicacién Labscope, por falta de compatibilidad.

he /

Primo Star .

Conexion cable
de ethernet.

Puertos ethernet de médem 1-4. No
usar puerto de internet.

Figura 2. Conexiones del microscopio Primo Star HD.
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C. Observacion de laminillas en el microscopio:

Cada mesa debe contar con un microscopio.

Colocar la laminilla con la especie flngica en la platina y colocar el
sujetador. Recuerda que la laminilla se toma de los extremos para no
ensuciarla.

Observar a 10X y enfocar con tornillos macro y micrométrico (C y D Figura
1).

Observar a 40X la laminilla y enfocar con tornillos macro y micrométrico
(Cy D Figura 1).

Tomar una fotografia con ayuda de algun dispositivo electrénico (iPad o
celular) para el llenado de la tabla 1 del apartado V. Reporte de la préactica.
Continuar con la observacion de las laminillas con bacterias G+ y G -,
utilizando nuevamente objetivos 10X y 40X y tomar fotografias en 40X
para el llenado de la tabla 1.

Finalmente, cuando lo indique el profesor, observar una de las laminillas
con especies bacterianas a 100X y tomar fotografia para el llenado de la
tabla 1.

Nota: El objetivo 100X sera utilizado con aceite de inmersién, Unicamente por el

profesor a cargo. Deben tener cuidado de no regresar a objetivos de 10X
y 40X ya que no son compatibles con el aceite de inmersion y podrian
dafarse.

IV. OBSERVACIONES AL FINALIZAR LA PRACTICA.

Redacten sus observaciones del desarrollo de la practica (Apartados A-C), e integre
mas informacién sobre el uso de microscopio éptico en la introduccion de su reporte.

Realice el llenado de la Tabla 1 Caracteristicas microscopicas de microorganismos.
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V. REPORTE DE LA PRACTICA.

ECOLOGIA ORAL

El reporte de la practica debe incluir los aspectos que se piden en la rabrica de la

practica.

Tabla 1. Caracteristicas microscopicas de microorganismos.

Objetivo: Resultado: Describa
brevemente:

1. 40X Anexar fotografia Morfologia celular:

Especie Color: Agrupacion:

fungica.

2. 40X Anexar fotografia Morfologia celular:

Bacteria Color: Agrupacion:

G+

3. 40X Anexar fotografia Morfologia celular:

Bacteria Color: Agrupacion:

G-

4. Anotar Anexar fotografia Diferencias

la observadas entre

bacteria las imagenes a

elegida: 40X y 100X:
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VER EVALUACION MIXTA PARA EL DESEMPENO Y REPORTE DE RESULTADOS.

P Instrumento de evaluacién mixto: Practica 1.1. Manejo del
microscopio.

PRODUCTO

1. Introducciény
revision previadela
practica.

DESCRIPCION

Revisa previamente la
practica y contesta las
preguntas del profesor

sobre la introduccién
de esta.

PUNTAJE
05

Puntos obtenidos

2. Desempefio
durantelapractica

Asiste puntualmente a su
practica.

Obligatorio

individual.

Se comporta de manera
respetuosa durante la
explicacion

del laboratorio con sus
integrantes de equipo.

Obligatorio

Trabaja en equipo
durante el desarrollo de la
practica.

Participa activamente
cuando el profesor
pregunta sobre los temas
dela

introduccion de la
practica.

15

Realizan el ajuste de
dioptrias por alumno al
observar al
microscopio.

3. Reporte de
practica en equipos.

Realiza introduccion
complementaria sobre el
uso del microscopio.

Realiza el llenado de la
Tabla 1 con sus 4
fotografias.

Puntaje final obtenido:
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PRACTICA 1.2

ECOLOGIA ORAL

Nutricion microbianay cultivo de microorganismos

de la cavidad oral.

Eje tematico 1

Ecologia microbiana de la cavidad oral.

Elemento de
competencia del eje

Reconocer las caracteristicas ecoldgicas de la cavidad oral y los
conceptos microbiologicos basicos que permitan diferenciar las
caracteristicas estructurales, morfolégicas y funcionales de los
microorganismos que conviven en este ecosistema.

Propdésito de la
practica:

Aplicar la técnica aislamiento y siembra de estria simple de
bacterias y levaduras en medios de cultivo simples, diferenciales y
selectivos para identificar a los diferentes tipos de
microorganismos.

Elabord: CD. Victor Manuel Mira Morales

|. INSTRUCCIONES DE LA PRACTICA.

e Previo alarealizacién de la practica

¢ Ingresar en la liga: LINEAMIENTOS INTERNOS DEL LABORATORIO DEL
MODULO DE ECOLOGIA ORAL.pdf, y leer el documento.

¢ Lectura previa de la practica
¢ Contestar cuestionario

e Durante la préactica

+ Colocarse el equipo de proteccion personal (EPP), que consta de bata blanca (bien
cerrada), gorro, y protectores oculares.

* & o o

Colocar sus objetos personales en los estantes.

Limpiar, desinfectar la mesa de trabajo y lavarse las manos.
Solicitar y revisar el material al personal del laboratorio.
Realizar el método de la practica siguiendo las indicaciones

Finalizar la préactica

¢ Realizar la observacién de los resultados
¢ Entregar el reporte de la practica



http://132.247.104.198/moodle/pluginfile.php/60903/mod_resource/content/11/LINEAMIENTOS%20INTERNOS%20DEL%20LABORATORIO%20DEL%20MO%CC%81DULO%20DE%20ECOLOGI%CC%81A%20ORAL.pdf
http://132.247.104.198/moodle/pluginfile.php/60903/mod_resource/content/11/LINEAMIENTOS%20INTERNOS%20DEL%20LABORATORIO%20DEL%20MO%CC%81DULO%20DE%20ECOLOGI%CC%81A%20ORAL.pdf
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II. INTRODUCCION

Técnicas de identificacion fenotipica de bacterias y hongos
Existen dos métodos de identificacion para microorganismos: los genotipicos y los
fenotipicos, en la presente practica, nos centraremos en estos ultimos.

Cultivo

El cultivo de bacterias y hongos es el método diagndstico mas utilizado, pues permite el
aislamiento del microorganismo y con ello su identificacion y su sensibilidad ante agentes
antimicrobianos. Al cultivar bacterias y hongos es esencial la correcta eleccion del medio
de cultivo y de las condiciones de incubacion. Desafortunadamente es necesario esperar
de 18 a 24 horas como minimo para visualizarlos. Estos microorganismos tienen
requerimientos nutricionales imprescindibles y a veces Unicos para su crecimiento. Entre
ellos agua, carbono, nitrégeno, algunas sales y oligoelementos, por lo que los medios de
cultivo han de cumplir como minimo con estos componentes. Sin embargo, a veces
necesitan de otras sustancias adicionales como vitaminas, factores o aminoécidos
esenciales.

Medios de cultivo

Son una mezcla de nutrientes que, en concentraciones adecuadas y en condiciones
fisicas Optimas, permiten el crecimiento de los microorganismos. Pueden clasificarse con
base en varios parametros:

Segln su consistencia

e Liquidos: Las sustancias nutritivas se encuentran disueltas. Estos medios facilitan
el crecimiento de las bacterias, pero impiden la observacion de la morfologia de las
colonias.

e Sdlidos: Consisten en una base de agar, el cual es un polimero de origen vegetal
gue se mantiene en fase liquida a altas temperaturas pero que forma un gel al
enfriarse. Estos medios mantienen una alta humedad y permiten la observacion de
la morfologia de las colonias facilmente.

e Semisdlidos: Son medios liquidos adicionados con poca cantidad de agar y se
usan para valorar la movilidad de los microorganismos.

1C
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Segun su origen

e Naturales: Constituidos por sustancias naturales de composicién compleja y en
ocasiones variable (extracto de carne, extracto de levadura, etc.).

e Sintéticos: O quimicamente definidos en los que se conoce la participacion
exacta de carbohidratos, aminoacidos, proteinas etc.

e Semisintéticos: Constituidos por sustancias naturales y quimicas determinadas
previamente.

Segun su Uso

Los medios de cultivo se pueden clasificar con base en su capacidad para permitir el
crecimiento. Asi, existen medios basicos o generales, medios enriquecidos, medios
selectivos, medios diferenciales y medios cromogénicos.

e Simples: Tienen todos los elementos minimos para el desarrollo de los
microorganismos no exigentes.

e Enriquecidos: Estan compuestos de un medio base al cual se le puede agregar
diferentes suplementos nutritivos para permitir el crecimiento de microorganismos
mas exigentes. Como por ejemplo la sangre, el suero, liquido ascitico, etc.
Ejemplos de estos medios son el agar sangre o el agar chocolate. Se utilizan para
microorganismos que tienen grandes exigencias nutricionales.

e Selectivos: Son medios en los que la selectividad se consigue alterando las
condiciones fisicas del medio o afiadiendo o suprimiendo componentes quimicos
especificos con el fin de inhibir el crecimiento de especies cuyo crecimiento no
interesa. Este tipo de medio s6lo permite el crecimiento de un grupo de
microorganismos e inhibiendo el de otros. Se utiliza para seleccionar y aislar
microorganismos a partir de poblaciones mixtas. Por ejemplo, Agar Manitol salado
o Chapman (permite el crecimiento de ciertos estafilococos).

e Medios diferenciales: Se utilizan para poner de manifiesto caracteristicas
distintivas de las colonias. Son medios que distinguen entre distintos grupos
bacterianos en funcion casi siempre del color de sus colonias. Por ejemplo, el agar
MacConkey es un medio solido que permite el crecimiento de bacilos
gramnegativos fermentadores y no fermentadores de lactosa. Los primeros adoptan
una coloracion rosada que los diferencia de los segundos. Los medios diferenciales,
ademas, pueden poner de manifiesto mezclas y contaminaciones en los cultivos.

e Medios cromogénicos: En éstos se incorporan sustancias cromogénicas para
detectar distintas enzimas producidas por los microorganismos las cuales hidroliza
el sustrato y se libera un compuesto cromogénico que adquiere un color intenso,
dando color a la colonia.

11
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Condiciones de incubacién

Atmadsfera. Las bacterias y los hongos se clasifican en funcion de sus

requerimientos atmosféricos en:

e Aerobios estrictos, que crecen sé6lo en presencia de oxigeno.

e Anaerobios estrictos, que solo crecen en ausencia de oxigeno.

e Facultativos, que crecen tanto en aerobiosis como en anaerobiosis.

e Microaerofilicos, que crecen mejor en una atmdésfera con reducida concentracion
de oxigeno.

e Capnofilicos, que requieren CO:2 adicional para crecer.

Temperatura. Las bacterias y los hongos se clasifican también en funcién de
la temperatura necesaria para su crecimiento en:

e Psicrofilicos, pueden crecer a bajas temperaturas entre 2-5°C (6ptimo 10-30°C).
e Mesofilicos, crecen a temperaturas entre 10- 45°C (6ptimo 30-40°C).

e Termofilicos, crecen muy poco a 37°C (6ptimo 50-60°C).

Técnicas de siembra

El cultivo de microorganismos es una actividad que requiere del conocimiento de técnicas
de siembra o inoculacién y de aislamiento para transferirlos de un medio a otro, o mantener
su crecimiento y actividad. Es indispensable para realizar diversos estudios morfologicos,
de identificacién, bioguimicos, de patogenicidad y ecoldgicos, entre otros.

Existen diferentes técnicas de siembra: por suspension de la muestra en medios liquidos;
extension de diluciones de un cultivo en superficie de medios en la caja de Petri; por estria
en caja de Petri y tubos con medios solidificados en forma inclinada; por piquete o picadura
en tubos con medios sélidos o semisolidos. Con la aplicacion de cada técnica se obtiene
informacion de importancia para el estudio basico o aplicado de los microorganismos de
interés.

Existen distintas técnicas para la siembra de microorganismos con base en estrias, el
objetivo es obtener colonias aisladas, ya que, en la naturaleza, los microorganismos
generalmente se encuentran en poblaciones, formando parte de comunidades de gran
complejidad, por lo que uno de los objetivos de estudio mas importantes en microbiologia
es aislarlos.
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El aislamiento de bacterias a partir de muestras naturales se realiza, en la mayoria de los
casos, mediante la técnica de estria cruzada para producir colonias aisladas en cultivos
sélidos y asi, obtener un cultivo puro, también conocido como cepa, que contiene un solo
tipo de microorganismo con la misma composicion genética.

e Estria simple: Depositar la muestra en un extremo de la caja. Esterilizar el asa
bacterioldgica, es decir calentar al rojo vivo, enfriar en una de las esquinas del agar, y
realizar la estria en el medio solido. Al momento de realizar la estria se debe tocar de
extremo a extremo de la caja de Petri, a manera de zigzag en una sola intencion y sin
despegar el asa bacteriologica del medio de cultivo.

e Estria cruzada: El método de estria cruzada consiste en realizar varias estrias en la
superficie de un medio sélido en la caja. Los microorganismos se van quedando al
hacer las estrias en diferentes partes de la superficie de la caja. Asi, quedaran
microorganismos independientes, que, al multiplicarse, formaran una colonia. Esta
técnica de siembra se usa para aislar cultivos puros en muestras que contienen
diferentes microorganismos o para el estudio de la morfologia de las colonias y de las
propiedades hemoliticas de las bacterias. Dividir la caja en cuartos. Tomar la muestra
con el asa bacteriologica estéril y hacer estrias paralelas en una cuarta parte de la
superficie de la placa. Esterilizar nuevamente el asa, enfriar en una de las esquinas
del agar, girar la caja 90° y estirar nuevamente tocando 3 o 4 veces el area sembrada
inicialmente y cubriendo otro cuarto de la placa, sin rasgar el agar. Repetir este ultimo
paso en los dos cuadrantes restantes.

Caracteristicas macroscopicas

Morfologia

La morfologia de las colonias es fundamental en la identificacion preliminar de los
microorganismos. Las colonias, cuando crecen en medios especificos y bajo condiciones
ideales, se describen por sus caracteristicas de tamafio, forma, consistencia, y color. El
tamafio de las colonias bacterianas es generalmente uniforme entre una misma especie.
La forma esta determinada por los bordes y el grosor de la colonia. El borde puede ser liso
0 rugoso e irregular; la colonia, abultada o plana. La textura de la colonia puede variar de
cremosa a viscosa, con superficie lisa 0 rugosa. Algunos microorganismos producen
colonias pigmentadas.
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glabrata y otras especies).

DESARROLLO DE LA PRACTICA

Material y equipo

Mechero de Bunsen

Asa bacteriolégica

Piceta con agua destilada
Toallas de papel

Papel estraza (como campo)
Encendedor

Lapiz graso

Boligrafo

Dos campos desechables
Toallas de papel
Desinfectante en aerosol (cada equipo debera traerlo)

Cepas
. Cepa problema 1 (C1)
. Cepa problema 2 (C2)
. Cepa problema 3 (C3)
. Cepa problema 4 (C4)
Medios de cultivo en la caja de Petri con 4 divisiones:

. 1 de ellas con Gelosa sangre (GS)

. 1 de ellas con Manitol Salado (MS)

. 1 de ellas con Agar Eosina Azul de Metileno (EMB)
. 1 de ellas con agar dextrosa Sabouraud (S)

ECOLOGIA ORAL

Las colonias de Candida en medio de CHROMagar Candida presentan un color diferente
para cada una de las especies. Las colonias de C. albicans presentan un color verde claro
a mediano. C. dubliniensis produce un color verde oscuro. Las colonias de C. tropicalis
presentan un color azul verdoso a azul metélico y las colonias de C. krusei presentan un
color rosa claro con un borde blancuzco. Es posible que otras especies produzcan su color
natural (crema) o presenten un color rosa o malva de claro a oscuro (por ejemplo, Candida

14
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Procedimiento de la practica

1.

10.

11.

12.

13.

Desinfectar con desinfectante en aerosol todo el laboratorio dirigiendo la
descarga al techo.

Colocarse las barreras de proteccion personal.
Higienizar y desinfectar el area de trabajo, antes del desarrollo de la practica.

Colocar el material a emplear de acuerdo con la préactica (los medios de cultivo
deben estar a temperatura ambiente, sin humedad y no contaminados).

Identificar y rotular con plumon indeleble o lapiz graso, por debajo de la caja las
divisiones y de donde se tomé cada microorganismo, como se muestra en la
figura 1.

Esterilizar y enfriar el asa bacterioldgica en un extremo del medio de cultivo
(evitar guemadura por contacto).

Tomar una colonia de la C1 y sembrarla por la técnica de estria simple en la
division marcada con MS. Sin rasgar los medios de cultivo

Esterilizar el asa bacteriologica para evitar contaminacion cruzada (evitar
guemadura por contacto).

Tomar una colonia de la C2 y sembrarla por la técnica de estria simple en la
divisiobn marcada con EMB. Sin rasgar los medios de cultivo

Esterilizar el asa bacterioldgica para evitar contaminacion cruzada (evitar
guemadura por contacto).

Tomar una colonia de C3 y sembrarla por la técnica de estria simple en la
division marcada con S. Sin rasgar los medios de cultivo

Esterilizar el asa bacteriologica para evitar contaminacion cruzada (evitar
guemadura por contacto).

Tomar una colonia de C4 y sembrarla por la técnica de estria simple en la
division marcada con GS. Sin rasgar los medios de cultivo
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14. Incubar la caja con la base hacia arriba en condiciones de aerobiosis a 37°C
durante 24-48 horas

ROTULAR CADA ESPACIO CON EL

NUMERO DE CAIA SEMBRADA
CADA MEDIO DEBE CORRSPONDER CON

EL MICROORGANISMO SEMBRADO

Figura 1. Rotulado de las cajas de cultivo y ejemplo de estria simple de purificacion

Nota. Es importante mantener la caja con los medios de cultivo cerca del mechero
encendido para evitar su contaminacion.

15. Higienizar y desinfectar el &rea de trabajo, después del desarrollo de la practica

16. Desinfectar el laboratorio con el desinfectante en aerosol dirigiendo la descarga
al techo.

17. Revisar los cultivos y completar la tabla que aparece en la seccion de
resultados.

IV. OBSERVACIONES AL FINALIZAR LA PRACTICA.

=

Describir las observaciones y los resultados detalladamente segun lo observado
en las cajas.

Tiempo que se empled para la incubacion y el desarrollo de las colonias.
Condiciones de incubacion: anaerobia o aerobia.

Caracteristicas morfologicas de las colonias que se desarrollaron.

Crecimiento, si éste fue abundante, moderado o escaso por el nUmero de colonias.
Metabolismo y reaccién bioquimica en el medio de cultivo, el cual se identifica por
los cambios de color de los medios de cultivo.

Incluir imagenes: fotografias con su respectivo pie de figura, que contenga la
descripcién de lo que se observa en ellas, identificadas con flechas o letras.
Enlistar de forma clara y concreta las conclusiones por orden de identificacion.
Incorporar minimo tres referencias bibliograficas que avalen su introduccion.

L
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IV. REPORTE DE LA PRACTICA

El reporte de practica de laboratorio es un documento que describe de manera concisa
el procedimiento que realizaron, el desarrollo y los resultados de esta.

Elaborar un documento que cuente con:
Titulo

Autores (nombre de estudiantes),

Antecedentes o marco teorico.
Texto Arial 12 con referencias en cada parrafo

Desarrollo de la préactica
Equipo, material, reactivos.
Procedimiento

Resultados

Elabore un video del ensayo del estriado y subir el link de dicho video en su
reporte

Reportar sus resultados de siembra de las cepas en cada medio de cultivo.

Describir la morfologia colonial representativa de cada cultivo microbiano de acuerdo
con los criterios indicados en los cuadros, deben de incluir fotografias a color, que
sean nitidas en tamafio de 7.0 x 5.0 cm y acordes a la practica, que permitan
comprender las observaciones realizadas.

Discusion
Conclusiones

Referencias
Formato Vancouver

Realizar el reporte en el formato de practica que se incluye en los
documentos de esta misma.

https://docs.google.com/document/d/1RgKBcklJ4auuRBH4lgacXp8VUI8suilC
ledit?usp=drive link&ouid=104901572289815531153&rtpof=true&sd=true
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Técnicas de identificacion fenotipica de bacterias y

PRACTICA 1.3

hongos.
Eje temético 1: Ecologia microbiana de la cavidad oral.
Elemento de Reconocer los conceptos microbiolégicos basicos que permitan

diferenciar las caracteristicas estructurales, morfolégicas vy
funcionales de los microorganismos que conviven en la cavidad oral.

Realizar la tincién de Gram, la tincion con azul de lactofenol, la
prueba de practica catalasa y la prueba de hemolisina para la

Propésito de la practica; identificacion de microorganismos. - o
Identificar los microorganismos con base en la descripcion y analisis
de las técnicas morfoldgicas y bioquimicas.

competencia del gje:

Elabord: Dra. Eileen Uribe Querol

IV. INSTRUCCIONES DE LA PRACTICA.

e Previo alarealizacién de la practica

¢ Ingresar enlaliga: LINEAMIENTOS INTERNOS DEL LABORATORIO DEL
MODULO DE ECOLOGIA ORAL.pdf, y leer el documento.

¢ Lectura previa de la practica

+ Contestar cuestionario

e Durante la préactica

¢ Colocarse el equipo de proteccion personal (EPP), que consta de bata blanca (bien
cerrada), gorro, y protectores oculares.

Colocar sus objetos personales en los estantes.

Limpiar, desinfectar la mesa de trabajo y lavarse las manos.

Solicitar y revisar el material al personal del laboratorio.

Realizar el método de la practica siguiendo las indicaciones

* & o o

Finalizar la préactica

¢ Realizar la observaciéon de los resultados
¢ Entregar el reporte de la practica

1¢
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V. INTRODUCCION

La presencia de microorganismos patdgenos en la cavidad oral en gran medida promueve
los procesos infecciosos. Asi, la mejor manera de controlar dichos procesos infecciosos
es mediante la identificacion precisa, tratamiento y eliminacion del o los microorganismos
que los provocan.

A pesar de que cada vez mas, la identificacion de microorganismos se realiza con base
en sus caracteristicas genotipicas, las caracteristicas fenotipicas siguen siendo utilizadas
en gran medida. Las técnicas genotipicas son mas rapidas y efectivas para la identificacién
de microorganismos. Sin embargo, su elevado costo, limita su uso. Las técnicas
fenotipicas para la identificacion de microorganismos incluyen la caracterizacion
morfolbgica, el desarrollo de colonias, y la evaluacion de las propiedades bioquimicas y
metabdlicas de los microorganismos.

Es importante realizar varias técnicas de identificacion fenotipica dado que per se, éstas
poseen limitaciones. Es decir, una sola técnica no es suficiente para poder identificar a los
microorganismos. Por lo tanto, se deben realizar en forma secuencial para poder
determinar el género y la especie de un microorganismo.

En el laboratorio del Mdédulo de Ecologia Oral revisaremos algunas caracteristicas
fenotipicas mediante el uso de varias técnicas de identificaciébn de microorganismos.

Tinciéon de Gram

La tincion de Gram fue desarrollada empiricamente por Christian Gram en 1884. La tincion
permite diferenciar los componentes de la pared celular bacteriana y clasificarlos en dos
grandes grupos de bacterias: Gram positivas y Gram negativas. Las bacterias Gram
positivas se tifien de color violeta 0 morado por el colorante cristal violeta. En cambio, las
bacterias Gram negativas perderan la coloracion violeta inicial y se tefiiran de rojo o rosa
por el colorante safranina.

Los colorantes son compuestos organicos que tienen alguna afinidad especifica por los
materiales celulares. Algunos colorantes son moléculas cargadas positivamente
(cationes) que se combinan con los componentes celulares cargados negativamente,
como los &cidos nucleicos y los polisacéaridos. Los colorantes catidnicos de esta tincion
son el cristal violeta y la safranina.

Los mordientes intensifican la tincion porque aumentan la afinidad del colorante a los
componentes celulares.
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Tincion con azul de lactofenol

La tincion de azul de lactofenol es utilizada para la identificacion de levaduras y hongos.
Es una tincién simple pues sélo se utiliza un colorante. La tincion de azul de lactofenol a
pesar de no ser considerada una tincion diferencial, permite observar facilmente las
estructuras fungicas para una adecuada identificacion. Las elevadas concentraciones de
fenol inactivan las enzimas hidroliticas, evitando asi la lisis celular. El acido lactico
preserva las estructuras fungicas y el azul de metilo se une a la quitina de las paredes
celulares, quedando las hifas fungicas tefiidas de azul.

Prueba de Catalasa

La enzima catalasa esta presente en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias
facultativas que contienen citocromo. Las bacterias catalasa positivas son aquellas que
sintetizan catalasa e hidrolizan el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno. El resultado
positivo de esta prueba es observar como se liberan burbujas de oxigeno.

Prueba de Oxidasa

Esta prueba es utlizada para determinar si un microorganismo produce la enzima
citocromo oxidasa. La prueba se usa en la caracterizacion inicial de bacterias Gram
negativas.

La reaccion de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromo oxidasa que
activa la oxidacion del citocromo el cual es reducido por el oxigeno molecular
produciéndose agua o peroxido de hidrégeno segun la especie bacteriana. El oxigeno
actla por tanto como aceptor final de electrones en la cadena transportadora de
electrones. Por lo general, el sistema citocromo oxidasa solo se encuentra en las bacterias
aerobias, algunas anaerobias facultativas y, excepcionalmente, en alguna microaeréfila
(Vibrio fetus), pero las bacterias anaerobias estrictas carecen de actividad oxidasa.

El resultado positivo de esta prueba sera determinado cuando la zona reactiva de la tira

utilizada vire su color de azul a violeta. El resultado negativo de la prueba se determinara
cuando la zona reactiva de la tira permanezca sin cambio de coloracion.

2
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Hemolisina

Algunas bacterias producen enzimas como las hemolisinas que causan la lisis de los
hematies en medios que contienen sangre. El microorganismo se denomina alfa
hemolitico cuando genera un halo de color verdoso alrededor de la colonia o beta
hemolitico cuando se genera una zona clara alrededor de la colonia.

VI. DESARROLLO DE LA PRACTICA
Material y equipo

Cepas
e Cuatro cultivos de diferentes microorganismo (sembrados en pracica 1.2).

Tincion de Gram

e Agua corriente.

e Frascos goteros para tincion de Gram.

e Colorante de cristal violeta (un colorante basico que en contacto con las células
cargadas negativamente, reacciona con ellas tifiendo su pared celular)

e Colorante de safranina (colorante de contraste, es un colorante basico)

e Mordiente Lugol (los mordientes fijan las tinciones, aumenta la afinidad entre el
colorante y las células porque tienen sales metélicas, acidos o bases)

e Alcohol-acetona (proporciones idénticas, agente decolorante como un disolvente
organico)

e 2 Portaobjetos (para las cepas utilizadas en la practica 1.2)

e 2 Cubreobjetos

e Mechero

Tincién con azul de lactofenol

e Azul de lactofenol

e 1 Portaobjetos (para la cepa utilizada en la practica 1.2)
e 1 Cubreobjetos

Prueba de Catalasa

e Agua

Disolucion de peroxido de hidrégeno al 3%
Palillos estériles

1 Portaobjetos

Prueba de Hemolisina
e Caja de Petri con medio gelosa sangre

21
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Procedimiento.
Para cada tincién o prueba:

Limpiar, desinfectar el area de trabajo, es decir, preparar el area de trabajo estéril.

Prender los mecheros, ajustar la flama hasta presentar un cono azul bien marcado.
Identificar y organizar el material dentro del area de trabajo.

Durante todos los procedimientos se deben tomar fotografias y hacer anotaciones.

Preparacién de portaobjetos
Rotular 3 portaobjetos
Portaobjetos 1

1. Colocar una gota de agua bidestilada sobre el portaobjetos.

2. Esterilizar el asa bacteriologica a la flama y enfriar el asa bacteriolégica en un extremo
del medio cultivo (evitar quemadura por contacto). (Figura 1a)

3. Tomar una colonia del medio MS y extender en un portaobjetos. (Figura 1b)

4. Realizar una extension con el asa bacteriolégica y secar inmediatamente al aire. (Figura
lc).

5. Pasar la preparacion sobre la llama de un mechero sin quemar la muestra, quedando
de esta forma fijada la muestra.

a) b) c)

Created in BioRender.com m

Figura 1. Preparacion de portaobjetos para tincion de Gram y azul de lactofenol. a)
Esterilizacion del asa de cultivo. b) Toma de sélo una colonia y c) Dispersar la colonia en
el portaobjetos.
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Portaobjetos 2

6. Realizar los mismos pasos anteriores (1-5) para los portaobjetos 2 donde se tomara
una colonia del medio EMB

Portaobjetos 3

7. Realizar los mismos pasos anteriores (1-5) para los portaobjetos 3 donde se tomara
una colonia del medio S

Tincion de Gram (Solo portaobjetos 1y 2)

ONoOoGRWNE

9.

Una vez que prepararon las muestras en los dos portaobjetos.

Cubrir los portaobjetos con la disolucion de cristal violeta.

Dejar reposar durante 1 minuto.

Lavar el portaobjetos suavemente con agua corriente a chorro fino.
Cubrir los portaobjetos con la disolucién de lugol (mordiente).

Dejar reposar durante 1 minuto.

Lavar el portaobjetos suavemente con agua corriente a chorro fino.
Decolorar con la disolucién de alcohol-acetona hasta que el color salga
ligeramente claro).

Lavar el portaobjetos suavemente con agua corriente a chorro fino.

10. Cubrir los portaobjetos con la solucién de safranina.

11.Dejar reposar durante 1-3 minutos.

12.Lavar el portaobjetos suavemente con agua corriente a chorro fino.
13.Dejar secar el frotis al aire.

14.0Observar al microscopio.

15.Incluir la fotografia y la descripcion de cada una de las observaciones en la Tabla

3 del reporte de préctica.
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Tincion con azul de lactofenol (Portaobjetos 3)

GhRwObE

0N

Una vez que preparar6 la muestra en el portaobjetos

Cubrir el portaobjetos con una gota de azul de lactofenol

Eliminar el exceso de colorante con una piseta de agua

Colocar cubreobjetos

Observar a 10X y a 40X. Nota: los objetivos de 10X y 40X no son compatibles con
el aceite y se dafan.

Usar el Microscopio PrimoStar segun se requiera.

Tomar fotografias en el iPad o computadora de la laminilla observada.

Incluir la fotografia y la descripcion de la observacion en la Tabla 3 del reporte de
préactica.

Prueba de Catalasa

1. Dividir con el plumén el portaobjetos en cuatro regiones.

2. Poner una gota de perdxido de hidrégeno sobre un primer cuarto del portaobjetos.

3. Tomar una colonia por cada cepa de la caja con cuatro divisiones de la practica
1.2, con un palillo estéril.

4. Mezclar la colonia con la gota de peréxido de hidrégeno en el portaobjetos con
movimientos en forma de circulos (en un area restringida, no en toda la laminilla).

5. Observar si se liberan burbujas.

6. Desechar el palillo y el portaobjetos en el contenedor para los residuos bioldgicos
infecciosos.

7. Realizar este procedimiento para cada uno de los microorganismos.

8. Incluir la fotografia y la descripcion de cada una de las observaciones en la Tabla
3 del reporte de préctica.

Hemolisina

1. Identificar el tipo de hemalisis en la cajas que se les entregan para este fin.

2. Revisar los cultivos.

3. Incluir la fotografia y la descripcion de cada una de las observaciones en la Tabla

3 del reporte de practica.

24



W ECoLOGIA ORAL
UNAM

1904

P

VIl. OBSERVACIONES DE LA PRACTICA

Tincion de Gram: Describir la tincidon que se observd, redactar los resultados obtenidos.
Tincidon de azul de lactofenol. Describir la tincion que se observo, redactar los resultados
obtenidos.

Prueba de catalasa: Describir la reaccion quimica que se presentd, redactar los resultados
obtenidos.

Prueba de hemolisina: Analiza y compara los cultivos sembrados en el medio gelosa
sangre..

VIll. REPORTE DE LA PRACTICA

El reporte de practica de laboratorio es un documento que describe de manera concisa el
procedimiento que realizaron, el desarrollo y los resultados de esta.

Elaborar un documento que cuente con:
Titulo

Autores (nombre de estudiantes),

Antecedentes o marco tedrico.
Texto Arial 12 con referencias en cada parrafo

Desarrollo de la préactica
Equipo, material, reactivos.
Procedimiento

Resultados

e Actividades virtuales, previas al desarrollo de la practica de laboratorio.

e Fotografias y observaciones de cada una de las tinciones y pruebas realizadas para
cada uno de los microorganismos

Descargue el archivo reporte de practica donde se encuentran las tablas que deben
llenar y siga las instrucciones de su profesor (a).

Discusion
Conclusiones

Referencias
Formato Vancouver
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. Cultivo de microorganismos de distintos sitios de la
PRACTICA 2.1 e
cavidad oral..
Eje tematico 1: Ecologia microbiana de la cavidad oral.
Reconocer las caracteristicas del medio oral que favorecen su
Elemento de colonizacién por bacterias, hongos y virus, asi como las
competencia del gje: estructurales y factores de virulencia de los microorganismos que

conviven en el ecosistema oral en salud y enfermedad.

Identificar a los microorganismos que habitan los diversos sitios
anatémicos de la cavidad oral en condiciones de salud acorde a las

Propésito de la practica; ~caracteristicas nutricionales y metabdlicas del microorganismo, a

* & o o

través de las técnicas de siembra en el primo aislamiento de las
zonas de toma de muestra.

Elabord: Dra. Santa Ponce Bravo

INSTRUCCIONES DE LA PRACTICA.

Previo a larealizacion de la practica

Ingresar en la liga: LINEAMIENTOS INTERNOS DEL LABORATORIO DEL
MODULO DE ECOLOGIA ORAL.pdf, y leer el documento.

Lectura previa de la practica

Contestar cuestionario

Durante la préactica

Colocarse el equipo de proteccion personal (EPP), que consta de bata blanca (bien
cerrada), gorro, y protectores oculares.

Colocar sus objetos personales en los estantes.

Limpiar, desinfectar la mesa de trabajo y lavarse las manos.

Solicitar y revisar el material al personal del laboratorio.

Realizar el método de la practica siguiendo las indicaciones

Finalizar la préactica

Realizar la observacion de los resultados
Entregar el reporte de la practica

2€
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INTRODUCCION.

Como Cirujanos Dentistas, estamos en contacto con una gran diversidad de
microorganismos en la cavidad oral que son residentes o transitorios. En la mayoria de los
casos, el microbiota oral se encuentra en equilibrio sin producir enfermedad, pero cuando
la eubiosis se altera, se presenta una disbiosis que bajo ciertas condiciones sistémicas del
hospedero puede favorecer el desarrollo de procesos infecciosos o modifica el microbioma
de la cavidad oral.

Para poder interpretar los resultados emitidos por un laboratorio de Microbiologia, es
primordial conocer el tipo de microorganismos presentes en cavidad oral en salud y
diferenciarlos en el proceso de la enfermedad.

Los sitios de la cavidad oral presentan diversas caracteristicas morfoldgicas, histolégicas
y fisioldgicas, cada uno de ellos permiten el desarrollo de diferentes microorganismos que
requieren condiciones ambientales, nutricionales y metabdlicas muy especificas, para su
desarrolloy simbiosis en condiciones de salud. Asi como también, es importante
identificarlos con base a su reaccion a la tincion. Por lo que es importante considerar, que
cuando se selecciona un sitio de la cavidad oral se debe tomar en consideracion las
caracteristicas anatomicas e histologicas que favorecen el alberga miento de las distintos
géneros y especies de microorganismos que son colonizadores como residentes o
transitorios.

Cuando se realiza el aislamiento primario se emplea un medio de cultivo nutritivo, el cual
permite mantener la viabilidad de los microorganismos, los medios de cultivo selectivos o
especificos permiten identificar a géneros o especies bacterianas, asi como aquellos
enriguecidos que favorecen las reacciones bioquimicas para su identificacion.

Para realizar la practica debera cumplir con lo siguiente:

Documentarse con relacion a medios de cultivo, su funcion y el microorganismo que
tiene crecimiento en ellos.

El comportamiento bioquimico de los microorganismos en los medios de cultivo
(reaccion bioquimica) que permite identificar y diferenciar al microorganismo aislado.

Describir las caracteristicas de los microorganismos que conforman al microbioma oral.

No olvide insertar las tres referencias bibliograficas consultadas como minimo.
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DESARROLLO DE LA PRACTICA.

Material y equipo

Incubadora

Microscopio 6ptico (fotdnico).
Mechero de Bunsen.

Puente de tincion.

Asa bacterioldgica.

ECOLOGIA ORAL

Medios de cultivo en placa con cuatro divisiones (caja de Petri) para el
aislamiento del microorganismo.

Agar dextrosa Sabouraud
Agar gelosa sangre

Agar manitol salado

Agar MacConkey

Tinciéon de Gram

Cristal violeta (colorante).

Lugol (mordente).
Alcohol-acetona (decolorante).
Safranina (colorante de contraste).

Técnica de examen directo con KOH

Un portaobjetos con pantalla esmerilada

Un cubreobjetos rectangular (20 x 40 mm)

Lapiz graso

Boligrafo

Un hisopo de algodoén estéril

Toallas de papel.

Desinfectante en aerosol y toallitas con desinfectante.

28
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Procedimiento.

Colocar el material a emplear de acuerdo con la practica (los medios de cultivo deben
encontrarse a temperatura ambiente, sin humedad y no contaminados).

Identificar y rotular los medios de cultivo (con lapiz graso o masking tape) segun el sitio
de la toma de muestra.

Para la citologia exfoliativa el portaobjetos debe estar limpios, libre de grasa y rotulados
en un extremo por su parte inferior o en la pantalla con el nombre de la persona a quien
se le tomara la muestra.

Toma de muestra

Elegir un sitio anatémico para toma de muestra: paladar, carrillos o lengua

Con el hisopo o abatelenguas estéril se frota de forma vigorosa la superficie seleccionada
Siembra en la caja de cultivo

La muestra obtenida con el hisopo o0 abatelenguas se depositara en un extremo de los
medios de cultivo.

Posteriormente con el asa bacterioldgica (esterilizar y enfriar), se realizan las siembras
por estria simple en cada uno de los medios (cada cuadrante) a partir del in6culo y sin
rasgar los medios de cultivo. Se incubara en condiciones de aerobiosis por 48 horas
hasta 72 horas.

Citologia exfoliativa

Nota. La mitad del grupo realizara tincion de Gram y la otra mitad KOH (en fresco)

¢ Con el mismo hisopo o abatelenguas se extendera la muestra sobre la superficie del
portaobjetos (previamente rotulado) con movimientos circulares para que el inéculo
no quede concentrado en un solo sitio y se deja secar. Una vez preparada la muestra,
tefiir con la técnica de tincion de Gram.

¢ Para el examen directo, se colocara una gota de KOH y se depositara la muestra, se
extendera de forma homogénea y se observara en el microscopio.
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lll. OBSERVACIONES AL FINALIZAR LA PRACTICA.

a. La observacion del crecimiento bacteriano podra realizarse a las 48 o 72 horas
después de realizada la practica.

b. Describir las observaciones y los resultados detalladamente segun el sitio de la
toma de muestra:

+ Tiempo que se empleo para la incubacion y el desarrollo de las colonias.

+ Condiciones de incubacion: aerobia.

» Caracteristicas morfolégicas de las colonias de bacterias que crecieron.

» Crecimiento, si éste fue abundante, moderado o escaso por el nimero de
colonias.

* Metabolismo y reaccién bioquimica en el medio de cultivo, el cual se
identifica por los cambios de color de los medios de cultivo.

c. Incluirimagenes: fotografias o dibujos con su respectivo pie de figura, que
contenga la descripcidon de lo que se observa en ellas, identificadas con flechas o
letras.

CUADRO DE LOS DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO

o . Reaccion o
Condiciones Caracteristicas de Caracteristicas

: : bioquimica en el o
aerobias. la colonia. . de tincion.
medio

Medio de cultivo. Microorganismo

Agar dextrosa
Sabouraud

Agar gelosa
sangre

Agar manitol
salado

Agar
MacConkey

Nota 3. Al llenar el cuadro debe describir las imagenes que le permitan identificar y
diferenciar las caracteristicas de los distintos microorganismos presentes en cavidad
oral. Colocar unaimagen que describa las caracteristicas de los microorganismos con
base alatincion que lo describan mejor desde el aspecto morfolédgico.

3(
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lll. REPORTE DE LA PRACTICA.

El reporte de practica de laboratorio es un documento que describe de manera concisa el
procedimiento que realizaron, el desarrollo y los resultados de esta.

Elaborar un documento que cuente con:
Titulo

Autores (nombre de estudiantes),

Antecedentes o marco teorico.
Texto Arial 12 con referencias en cada parrafo

Desarrollo de la practica

Equipo, material, reactivos.

Procedimiento

Resultados

Incluye fotografias, imagenes y dibujos a color, nitidas acordes a la practica, que permiten
comprender las observaciones realizadas, con pie de figura, descripcion de lo que se
observa en ellas identificadas con flechas o letras.

Discusién

Conclusiones

Referencias
Formato Vancouver

31
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Accion de los antimicrobianos en el desarrollo de
bacterias Gram positivas y Gram negativas.

PRACTICA 2.2

Eje tematico 1: Ecologia microbiana de la cavidad oral.
Reconocer las caracteristicas del medio oral que favorecen su
Elemento de colonizacién por bacterias, hongos y virus, asi como las
competencia del eje: estructurales y factores de virulencia de los microorganismos que

conviven en el ecosistema oral en salud y enfermedad.
Identificar la accién de los distintos antimicrobianos
proporcionados en los sensidiscos sobre el desarrollo o
o . inhibicion de los microorganismos Gram positivos y Gram
Propdésito de la préctica: negativos.
Comparar el halo de inhibicion que se forma alrededor de los
sensidiscos con los distintos farmacos.

Elabord: Dra. Santa Ponce Bravo

I.INSTRUCCIONES DE LA ACTIVIDAD.
e Previo alarealizaciéon de la préactica

V. Ingresar en la liga: LINEAMIENTOS INTERNOS DEL LABORATORIO
DEL MODULO DE ECOLOGIA ORAL.pdf, y leer el documento.

V. Lectura previa de la practica

V. Contestar cuestionario

e Durante la practica

e Colocarse el equipo de proteccion personal (EPP), que consta de bata blanca (bien
cerrada), gorro, y protectores oculares.

Colocar sus objetos personales en los estantes.

Limpiar, desinfectar la mesa de trabajo y lavarse las manos.

Solicitar y revisar el material al personal del laboratorio.

Realizar el método de la préactica siguiendo las indicaciones

e Finalizar la practica

e Realizar la observacion de los resultados
e Entregar el reporte de la practica


http://132.247.104.198/moodle/pluginfile.php/60903/mod_resource/content/11/LINEAMIENTOS%20INTERNOS%20DEL%20LABORATORIO%20DEL%20MO%CC%81DULO%20DE%20ECOLOGI%CC%81A%20ORAL.pdf
http://132.247.104.198/moodle/pluginfile.php/60903/mod_resource/content/11/LINEAMIENTOS%20INTERNOS%20DEL%20LABORATORIO%20DEL%20MO%CC%81DULO%20DE%20ECOLOGI%CC%81A%20ORAL.pdf
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II.INTRODUCCION.

El uso de farmacos para el control de infecciones orales y sistémicas ha provocado que en los
tltimos afios surjan efectos adversos, propiciando la resistencia farmacolégica en los
microorganismos y en el hospedador reacciones de hipersensibilidad, en algunos casos hasta
desencadenar enfermedades de tipo autoinmune como el Eritema multiforme en su forma leve, en
el caso grave el Sindrome de Steven-Johnson. Cuando se tiene como eleccion administrar
penicilina o derivados de la misma es fundamental preguntarle al paciente si es alérgico los mismos.

Por lo tanto, es necesario conocer y diferenciar los mecanismos, los sitios de accion de los
antimicrobianos que se emplean en la terapia odontoldégica y médica; pero para ello, primero
deberemos reconocer que no todos los antimicrobianos tienen el mismo efecto en todas las
bacterias, por lo que se debe identificar si este quimioterapico empleado para el control de un
proceso infeccioso es bactericida, bacteriostatico, fungicida, viricida o si presenta resistencia
farmacoldgica.

Hay que recordar que los microorganismos Gram positivos y Gram negativos tienen diferencias
ultraestructurales que les confieren resistencia o susceptibilidad a los farmacos o que son
antifagociticas. Debemos ser conscientes de las implicaciones bioldgicas que tienen los farmacos al
momento de prescribirlos. Los médicos y los cirujanos dentistas administramos antibiéticos de
amplio espectro. Por lo que el resultado deseado puede ser en la mayoria de los casos benéfico
para el paciente o en el caso contrario dar resultado negativo y verse obligado el médico tratante a
cambiar el tratamiento.

Para realizar la practica debera ampliar la informacion relacionada con los diferentes antibiéticos o
antimicrobianos de amplio espectro, definir si su accién es bacteriostatica o bactericida, fungicida
o viricida. Asi como establecer el sitio de accién en la estructura bacteriana (llenar el cuadro) y si
cumplen con el principio de Toxicidad Selectiva establecida por Paul Ehrlich.

Bibliografia.

Cavalieri SJ, Coyle MB. Manual de Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana. American
Society for Microbiology 2005.
https://www.paho.org/hg/dmdocuments/2005/susceptibilidad-antimicrobiana- manual-
pruebas-2005.pdf

Previo al desarrollo de la practica, deberas revisar los siguientes videos.

https://www.youtube.com/watch?v=S0nAVS5gxyg
https://mww.youtube.com/watch?v=8rRkpJjYkSo



http://www.paho.org/hq/dmdocuments/2005/susceptibilidad-antimicrobiana-
https://www.youtube.com/watch?v=S0nAVS5gxyg
https://www.youtube.com/watch?v=8rRkpJjYkSo
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l1l. DESARROLLO DE LA PRACTICA.

Material y equipo

Incubadora para cultivo en aerobiosis.

Mechero de Bunsen.

Asa bacterioldgica.

Pinzas estériles (para colocar los sensidiscos).
Vernier para medir el halo alrededor del sensidisco.

Medios de cultivo en placa (caja de Petri).

e Agar de Mueller-Hinton o agar nutritivo

Cepas.
e Staphylococcus aureus.
e Escherichia coli.

Antimicrobianos.

e Sensidiscos para bacterias Gram positivos y Gram negativos (identificar y
diferenciar) Figura 1

Figura 1 Ejemplo de multidiscos para la identificacion de la accion de los antibidticos
en bacterias Gram positivas (A) y Gram negativas (B).
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Procedimiento.

=

4.

5.

Esterilizar el asa bacterioldgica,

inocular una placa de agar Mueller-Hinton con el microorganismo Gram positivo,
distribuir de manera uniforme las bacterias sobre la superficie realizando siembra de
estria cruzada (movimientos de zigzag). Esto se realiza rotando la placa
aproximadamente 30 grados (1/3 de la caja) y repite 2 veces la inoculacion en zigzag
hasta crear un césped uniforme sobre el agar. Figura 2

Figura 2. Ejemplo de siembra en zigzag sobre el agar

Dejar que la placa absorba el liquido durante 2 a 3 minutos, luego colocar los discos de
antibioticos para Gram positivo sobre la superficie del agar haciendo una pequefia
presion con las pinzas estériles. Desinfectar pinzas con alcohol y pasar con cuidado a la
flama. (NO guemar pinzas)

Repetir los pasos 1y 2 para el microorganismo Gram negativo.

Etiquetar las placas de agar e incubar por 24 o0 48 horas a 37 °C.

Nota. No olvidar que durante la realizacidon de esta practica el mechero siempre debe de
estar encendido, y que las muestras se toman cerca del mismo para evitar la
contaminaciéon de los medios de cultivo. Esto es fundamental para el éxito de la practica
y evitar falsos positivos o falsos negativos.
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OBSERVACIONES AL FINALIZAR LA PRACTICA.

Revisar el siguiente sitio. https:/learn.chm.msu.edu/vibl/content/antimicrobial.html

Elaborar el reporte de la practica “Accion de los antimicrobianos sobre el desarrollo
de las bacterias Gram positivas y Gram negativas”.

Describir los resultados detalladamente de acuerdo con las observaciones en las placas
de agar y el efecto de los sensidiscos, considerando lo siguiente:

- Crecimiento bacteriano, si éste fue abundante, moderado o fue inhibido por la
accion de los farmacos.
Si el desarrollo (crecimiento bacteriano) fue abundante se interpreta como
resistencia bacteriana (R), si es moderado se identifica como resistencia bacteriana
intermedia (RI), y si no hay crecimiento sera sensible (S) al farmaco y se observara
un halo ausente de microorganismos alrededor del sensidisco (inferir con relacion
al diametro del halo). Observa el ejemplo de la figura 3

Incluir imagenes: fotografias o dibujos con su respectivo pie de figura, que contenga la
descripcién de lo que se observa en ellas, identificadas con flechas o letras.

Figura 3 A) Imagen con los sensidiscos sobre la placa de cultivo B) Se aprecian los
halos de diferente diametro que muestran la inhibicién del desarrollo de bacterias a su
alrededor, y también se observa el efecto inhibitorio en el desarrollo bacteriano lo que se
traduce en resistencia farmacoldgica.


https://learn.chm.msu.edu/vibl/content/antimicrobial.html
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Contesta lo siguiente:

1. Reconocer los componentes estructurales de las bacterias Gram positiva y Gram
negativa que son el blanco de la accion farmacoldgica de los diferentes antibioticos.

2. Definir bactericida, bacteriostatico.

3. Describir el principio de toxicidad selectiva 'y en qué casos NO se cumple.

4. En la siguiente imagen, coloque en los recuadros una R si se observo resistencia
farmacoldégica, Rl si la resistencia fue intermedia y S si se observé inhibicion del
desarrollo.
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5. Contesta la Tabla con la informaciéon de los diferentes antimicrobianos,
antimicoticos y antivirales solicitados.

Estructuradela  Tipo de farmaco

Accion contra  bacteria, hongo (Bactericida / Efectos
Antimicrobiano  Gram+ / Gram- O Virus en bacteriostatico/ adversos
/ Hongo / Virus  donde actua el Fungicida/
farmaco Viricida)
Penicilina
Ampicilina
Tetraciclina

Cefalosporina

Vancomicina

Eritromicina

Clindamicina

Trimetropin /
sulfametoxazol

Quinolonas

Cloranfenicol

Estreptomicina

Gentamicina

Kanamicina
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6. Analiza las imagenes y completa la informacion que se solicita

Acidos feicoicos

{

) -

-
(
(

Lipopolisacaridos

» -.u-lu-umul-f \.""'H“’J"'—'I Y
! - INIE B 1) JETR

proteina sintetizandose

__aminoécidos

/| subunidad grande
/ \

subunidad pequefia™™

. A gqué tipo de microorganismo

corresponde

De la tabla anterior, coloca una flecha
sefalando el sitio de accion y los
farmacos que actian sobre esta
estructura celular

. A qué tipo de microorganismo

corresponde

De la tabla anterior, coloca una flecha

sefalando el sitio de accion y los

farmacos que actian sobre esta
estructura celular

. A gué funcién bacteriana representa

De la tabla anterior, coloca una flecha
sefialando el sitio de accion y los
farmacos que actuan sobre esta
estructura celular
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IV. REPORTE DE LA PRACTICA.

El reporte de practica de laboratorio es un documento que describe de manera
concisa el procedimiento que realizaron, el desarrollo y los resultados.

Elaborar un documento que cuente con:
Titulo

Autores (nombre de estudiantes),

Antecedentes o marco tedrico.
Texto Arial 12 con referencias en cada parrafo

Desarrollo de la préactica
Equipo, material, reactivos.
Procedimiento

Resultados

Incluye fotografias, imagenes y dibujos a color, nitidas acordes a la practica, que permiten
comprender las observaciones realizadas, con pie de figura, descripcion de lo que se
observa en ellas identificadas con flechas o letras.

Discusién

Conclusiones

Referencias
Formato Vancouver
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Eficacia de los barnices dentales fluorados en la

PRACTICA 3.1 prevencion de la desmineralizacion dental y la
formacién de biopelicula dental.

Eje temético 3 Interacciones bioldgicas en el desarrollo de la caries dental.
Identificar aspectos microbiolégicos, bioquimicos, inmunolégicos y
Elemento de nutricionales que influyen en la formacion y composicion de la
competencia del eje: biopelicula dental como factores etiol6gicos y progresion de la caries
dental.

o Determinar el efecto de barnices fluorados en la prevencion de la
Proposito de la desmineralizacion y en la formacion de exopolisacaridos producidos
practica: por Streptococcus mutans sobre esmalte dental.

Elaboro: Dr. Mikado Alejandro Nidome Campos
Dr. Gonzalo Montoya Ayala

|.  INSTRUCCIONES DE LA PRACTICA.

e Previo alarealizacién de la practica

¢ Ingresar en laliga: LINEAMIENTOS INTERNOS DEL LABORATORIO DEL
MODULO DE ECOLOGIA ORAL.pdf, y leer el documento.

¢ Lectura previa de la practica

¢ Contestar cuestionario

e Durante la préactica

¢ Colocarse el equipo de proteccion personal (EPP), que consta de bata blanca
(bien cerrada), gorro, y protectores oculares.

Colocar sus objetos personales en los estantes.

Limpiar, desinfectar la mesa de trabajo y lavarse las manos.

Solicitar y revisar el material al personal del laboratorio.

Realizar el método de la practica siguiendo las indicaciones

* & o o

e Finalizar la préactica

¢ Realizar la observacién de los resultados
¢ Entregar el reporte de la practica


http://132.247.104.198/moodle/pluginfile.php/60903/mod_resource/content/11/LINEAMIENTOS%20INTERNOS%20DEL%20LABORATORIO%20DEL%20MO%CC%81DULO%20DE%20ECOLOGI%CC%81A%20ORAL.pdf
http://132.247.104.198/moodle/pluginfile.php/60903/mod_resource/content/11/LINEAMIENTOS%20INTERNOS%20DEL%20LABORATORIO%20DEL%20MO%CC%81DULO%20DE%20ECOLOGI%CC%81A%20ORAL.pdf
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INTRODUCCION

El esmalte dental es un tejido mineralizado que recubre la corona del diente y cuya
composicién quimica esta representada por un alto contenido mineral en forma de cristales
de hidroxiapatita (HAP). En condiciones de salud, el esmalte dental se encuentra en contacto
directo con el medio bucal, donde se lleva cabo un proceso dindmico de desmineralizacion-
remineralizacion determinado por la solubilidad de la hidroxiapatita que a su vez depende
directamente del pH. Desafortunadamente, el esmalte maduro no puede regenerarse a si
mismo después de una pérdida mineral sustancial, que a menudo ocurre como consecuencia
de la erosion o la caries dental.

La erosion dental, esta definida segun la Asociacion Dental Americana (ADA), como la pérdida
irreversible de la estructura del diente debido a la desmineralizacion quimica del esmalte por
acidos ajenos alos que se obtiene como producto del metabolismo de las bacterias. La erosion
dental endogena esta asociada a la exposicion cronica de la estructura dental a un ambiente
acido como el ocasionado por el jugo gastrico (en condiciones como el reflujo gastroesofagico,
anorexia o bulimia) y cuyo principal componente es el &cido clorhidrico (pH1-1.5); mientras que
la erosién exdgena tiene su etiologia en habitos alimenticios acidogénicos (bebidas

carbonatadas entre otros).l’2

Por otro lado, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define esta entidad patoldégica como
“un proceso localizado de origen multifactorial que se inicia después de la erupcion dentaria,
determinando el reblandecimiento del tejido del diente debido a la accion de microorganismos
sobre los carbohidratos fermentables provenientes de la dieta, que puede evolucionar hasta

la formacion de una cavidad.” 3)

Aun cuando se han empleado diversos enfoques para tratar de reducir laincidencia de la caries
dental, esta enfermedad todavia se considera una de las enfermedades bucales dependientes
de biopeliculas méas ubicuas y costosas en todo el mundo. Uno de los principales responsables
de la formacién de biopeliculas cariogénicas (colonizador inicial) tanto en esmalte como de
la dentina es el Streptococcus mutans (S. mutans) que estd asociado a la etiologia de la
caries dental debido a que posee enzimas extracelulares (glucosiltransferasa), proteinas de
unién a glucanos y fructosiltransferasas, que le permiten sintetizar una matriz rica en

exopolisacéaridos a partir del metabolismo de la sacarosa. (2,4)

En la actualidad, el uso de fluoruros dentales es considerado como el estandar de oro para
la prevencién y control ante la desmineralizacion, ya que el fluoruro puede combinarse con
iones de fosfato de calcio para formar nuevos cristales de Fluorapatita (Cal0(PO4)6F2)
mediante un fendmeno denominado diadoquismo, dando como resultado un mineral mas
resistente al ataque acido; ademas, tiene un efecto antimicrobiano al inhibir la actividad de

la enolasa (enzima importante durante los procesos metabdlicos de S. mutans). (4-6)
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Los barnices de fluoruro se desarrollaron por primera vez a finales de la década de 1960, con
la finalidad de prolongar el contacto del fluoruro con la superficie dental y promover su actividad
benéfica. La OMS sefiala que los barnices con fluoruro tienen gran potencial en la reduccién
de riesgo a caries dental ya que suministran los iones fluoruro de manera mas eficiente en
comparacién con otros agentes topicos. Segun las recomendaciones de la Asociacién Dental
Americana, la aplicacion de barnices de fluoruro es particularmente benéfica en sujetos con
riesgo moderado o alto de caries; para nifios menores de 6 afos, el barniz de fluoruro es el
unico producto de fluoracién recomendado debido al bajo riesgo de ingestién e intoxicacion

por fluoruro. (6-11)

DESARROLLO DE LA PRACTICA

Material y equipo.

e Muestra de esmalte dental (4 x 6 mm) aprobadas por comité de ética
(CIE/0101/10/2023).

Microscopio Monozoom EDF2.0

Micropipetas y puntas para micropipeta (1000 y 200 ul)

Mechero y encendedor

Portaobjetos

Pinza de curacion estéril

Microbrush

Barniz dental fluorado comercial (marca a seleccionar)

2 microplacas de 12 pocillos (dos microplacas por grupo, caracteristica del pocillo:
diametro de 2,26 cm)

Bacteria: S. mutans (ATCC 25175)

e Acido Clorhidrico al 0.06 Molar (HCI 0.06M) con el objetivo de simular la erosion

. . p .y . , . 12
enddgena ocasionada después de 4 meses de exposicion al jugo gastrico.
e Tincion para exopolisacarido de S. mutans (Medio de cultivo Infusién Cerebro Corazén
con sacarosa al 10% y Rojo Congo al 1%)
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Procedimiento.

Se emplearan muestras de esmalte dental humano obtenidos a partir de dientes extraidos
por indicaciones profilacticas (muestras obtenidas a través del proyecto:
CIE/0101/10/2023), cumpliendo con todos los lineamientos y aprobacion del Comité de
Investigacion y Etica de la Facultad de Odontologia-UNAM.

1. Las muestras se lavaran con agua y se analizaran con microscopio estereoscopico
para excluir aquellas muestras con defectos en el esmalte, fracturas, tinciones o
caries.

2. Se seccionara la corona del 6rgano dentario 1 mm por debajo de la union cemento-
esmalte y posteriormente se obtendran muestras de esmalte de aproximadamente
4X6 mm, con ayuda de un disco de diamante y abundante irrigacion. De las muestras
obtenidas se dividiran para las dos pruebas: Prevencién de la desmineralizacién e
Inhibicién de la formacion de exopolisacarido de S. mutans.

Imagen que ejemplifica la forma de las muestras de esmalte para
ambas pruebas. lllll'lllllllll|

wom 1

Prevencion de la demineralizacion

1. Con ayuda de un microbrush, se colocara una capa homogénea del barniz sobre una
mitad de la superficie de esmalte y se dejara desecar por 5 min a temperatura ambiente
(la otra mitad se tomara como superficie control sin tratamiento).

2. Tomar con las pinzas cada una de las muestras y colocarla en cada uno de los pozos
de la caja de cultivo. Agregar 2 mL de HCI al 0.06M en cada pocillo de la microplaca
(la solucion deberé cubrir en su totalidad la muestra de esmalte) y dejar incubar por 24
hrs a temperatura ambiente.
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Inhibicién de la formacion de exapolisacarido de S. mutans

1. Generar una zona estéril mediante un mechero.

2. Con ayuda de un microbrush, se colocara una capa homogénea del barniz sobre una
mitad de la superficie de esmalte y se dejara desecar por 5 min a temperatura
ambiente (la otra mitad se tomara como superficies control sin tratamiento).

3. Tomar con pinzas cada una de las muestras y colocarla en cada uno de los pozos
de la caja de cultivo.

4. Agregar 2 mL del medio de tincién para exopolisacarido de S. mutans (medio de
cultivo infusién Cerebro Corazon con sacarosa al 10% y Rojo Congo al 1%) en cada
pocillo de la microplaca (la muestra de esmalte debera quedar completamente
sumergida en el medio).

5. Agregar 20 pl del vial S. mutans (1X108) en cada uno de los pocillos con el medio de
cultivo y muestra de esmalte dental. Agitar lentamente y dejar incubar durante 24
horas a 37 °C.

>

PRUEBA DE DESMINERALIZACION

POCILLO VACIO

(¢}

>

PRUEBA DE INHIBICION DE
FORMACION DE EPS

POCILLO VACIO

(¢}

000 000
Q00 000
Q00- 000

Imagen que ejemplifica la distribucion de las muestras para ambas pruebas.
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OBSERVACIONES DE LA PRACTICA

Prevencién de la demineralizacion

Transcurridas las 24 horas, se retirara el contenido de la solucion de HCI (embace marcado
para su correcto deshecho) y las muestras se desecaran durante 1 minuto a temperatura
ambiente. Con ayuda del microscopio se observara toda la muestra (ambas mitades) para
analizar las diferencias entre la superficie tratada con barniz y sin tratamiento.

Inhibicidn de la formacion de exapolisacarido de S. mutans

Transcurridas las 24 horas, se retirara todo el contenido del medio de cultivo (embace
marcado para su correcto deshecho) y las muestras se desecaran durante 1 minuto a
temperatura ambiente. Con ayuda del microscopio se observara toda la muestra (ambas
mitades) para analizar las diferencias entre la superficie tratada con barniz y sin
tratamiento.

REPORTE DE LA PRACTICA

El reporte de practica de laboratorio es un documento que describe de manera concisa el
procedimiento que realizaron, el desarrollo y los resultados de esta.

Titulo
Autores (nombre de estudiantes),

Antecedentes o marco teérico.
Texto Arial 12 con referencias en cada péarrafo

Desarrollo de la préactica
Equipo, material, reactivos.
Procedimiento

Resultados

Describir el efecto de la solucion de HCI sobre la superficie sin tratamiento y sobre
aquellas superficies tratadas con el barniz fluorado.

Describir la presencia de exopolisacaridos identificados mediante la tincién rojo Congo en
las muestras sin tratamiento y en aquellas superficies tratadas con el barniz fluorado.

Discusion
Conclusiones
Referencias
Formato Vancouver
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PRACTICA 3.2

EcoLOGIA ORAL

Prueba de susceptibilidad a caries dental en medios de

cultivo para Streptococcus mutans, Lactobacillus sp. y

Eje tematico 3

Elemento de
competencia del gje:

Propdsito de la
préactica:

medicion del pH salival.

Interacciones biolégicas en el desarrollo de la caries dental.

Identificar aspectos microbiolégicos, bioquimicos, inmunoldgicos y
nutricionales que influyen en la formacién y composicion de la
biopelicula dental como factores etiolégicos y progresion de la caries
dental.

Observara en medios de cultivo selectivos, el crecimiento
bacteriano y la cuantificacion de especies cariogénicas y pH
salival de muestras de saliva de un sujeto de estudio.

Elaboré: C.D. Martha Concepcion Chimal Sanchez.

|. INSTRUCCIONES DE LA PRACTICA.

e Previo alarealizaciéon de la préactica

¢ Ingresar en la liga: LINEAMIENTOS INTERNOS DEL LABORATORIO DEL
MODULO DE ECOLOGIA ORAL.pdf, y leer el documento.

¢ Lectura previa de la practica
+ Contestar cuestionario

e Durante la practica

¢ Colocarse el equipo de proteccion personal (EPP), que consta de bata blanca
(bien cerrada), gorro, y protectores oculares.

* & o o

Colocar sus objetos personales en los estantes.

Limpiar, desinfectar la mesa de trabajo y lavarse las manos.
Solicitar y revisar el material al personal del laboratorio.
Realizar el método de la practica siguiendo las indicaciones

e Finalizar la préctica

¢ Realizar la observacion de los resultados
¢ Entregar el reporte de la practica


http://132.247.104.198/moodle/pluginfile.php/60903/mod_resource/content/11/LINEAMIENTOS%20INTERNOS%20DEL%20LABORATORIO%20DEL%20MO%CC%81DULO%20DE%20ECOLOGI%CC%81A%20ORAL.pdf
http://132.247.104.198/moodle/pluginfile.php/60903/mod_resource/content/11/LINEAMIENTOS%20INTERNOS%20DEL%20LABORATORIO%20DEL%20MO%CC%81DULO%20DE%20ECOLOGI%CC%81A%20ORAL.pdf
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II. INTRODUCCION.

La caries dental es un proceso patolégico de destruccion de los tejidos duros del diente,
de origen multifactorial y que uno de los factores que desencadenan la infeccion es
producida por microorganismos. Las pruebas de actividad cariogénica se han empleado
durante muchos afios en la investigacion dental y algunas de estas se han adaptado para
el uso en el consultorio dental. Se han descrito un gran niumero de pruebas de actividad a
caries dental lo que demuestra que es importante realizar de forma individual si existe
susceptibilidad a presentarla.

Las pruebas microbioldgicas aportan informacion sobre los niveles en la saliva de las
bacterias cariogénicas: Streptococcus mutans, Lactobacillus sp. y Actinomyces sp.
Actualmente, existen pruebas para determinar la cantidad de Unidades Formadoras de
Colonias UFC, de los microorganismos cariogénicos, que permiten al clinico evaluar el nivel
cuantitativo de estas bacterias en sus pacientes. Para ello se utiliza dos medios de cultivo
diferentes que son: Agar mitis salivarius bacitracina y Agar Rogosa para realizar estas
determinaciones, y los cultivos son inoculados a partir de muestras de saliva completa
estimulada realizando comparaciones como: la densidad de crecimiento de colonias en el
medio de cultivo realizado y expresado con los resultados, se interpretan como unidades
formadoras de colonias por mililitro de saliva (UFC/mI).

Se considera como paciente de alto riesgo a caries dental, aquellos que presentan valores
iguales o superiores a 10° UFC/ml para Lactobacillus sp. y mas de 108 para Streptococcus
mutans. La lectura de las colonias en los medios de cultivo serd de bajo riesgo cuando
presenten cifras inferiores a 103 UFC/ml para Lactobacillus sp. e inferiores a 10° para
Streptococcus mutans.

Los diversos habitantes bacterianos de la cavidad oral tienen un amplio espectro de
necesidades fisicas y quimicas. Para cultivar con éxito bacterias en el laboratorio, las
condiciones de cultivo deben ajustarse para satisfacer estos variados requerimientos. El
proceso general para el cultivo de bacterias orales es recolectar una muestra de saliva
estimulada y sembrar en el Agar selectivo para Streptococcus mutans y el de Lactobacillus
sp., después de realizar la colocacion de la saliva en los medios de cultivo en la caja de
Petri debera cerrar y rotular con los datos del paciente* y entregar para su colocacion en
la incubadora.

Existen mas bacterias en una muestra oral de saliva de las que pueden cultivarse, las
cuales no creceran debido a que utilizaremos los medios selectivos para las bacterias
relacionadas con la caries dental.

El habitat natural de las especies orales es de alrededor de 37°C, por lo que las bacterias
orales y nuestros medios de cultivo deberan cultivarse en incubadoras a esa temperatura.
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Muchas bacterias facultativas importantes para la caries dental, como Streptococcus sp.
y Lactobacillus sp., pueden desarrollarse en condiciones atmosféricas normales.

La evaluacion microbiolégica del riesgo o susceptibilidad a caries dental es diferente a otras
enfermedades infecciosas. Al ser un proceso multifactorial, la presencia de un gran niumero
de bacterias cariogénicas no implica necesariamente el desarrollo de lesiones, debido a
gue otros factores pueden compensar el ataque bacteriano como el uso de fluoruros o la
correcta higiene oral.

Cuantificacién de Streptococcus mutans de la saliva en un medio de cultivo.

Las evaluaciones cuantitativas de Streptococcus mutans en la saliva y en la placa
dentobacteriana se realizan en el laboratorio sobre placas de Agar con un medio
selectivo.Se utilizarda muestra de saliva y una parte de la saliva recolectada se colocara en
la superficie del Agar mitis salivarius bacitracina para Streptococcus mutans y otra de Agar
Rogosa para Lactobacillus sp. Después de 24 horas de incubacion anaerobia, se comparan
con una muestra ilustrada para distinguir aproximadamente la cantidad de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC).

Las bacterias tienen una apariencia morfolégica distintiva y es posible diferenciarlas de
diversas cepas. Se han sugerido variaciones para su adaptacion y facil empleo en el
consultorio dental. Si bien estos valores no son absolutos, brindan una guia para el
tratamiento de una infeccién producida por Streptococcus mutans. Existen procedimientos
gue puede realizar el odontdlogo para detectar y modificar la magnitud de una infeccion por
estos microorganismos.

1. Imagen microscopica de Streptococcus mutans (color rosa)*.
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Cuantificacién de Lactobacillus sp. de la saliva en un medio de cultivo.

Una prueba, introducida por Hadley por primera vez en 1933, calcula el nimero de bacterias
acidogénicas y acidaricas que se encuentran en la saliva de un paciente al encontrar el
numero de colonias que aparecen en las placas de Agar de peptona de tomate (pH 5.0)
después de una inoculacion con una muestra de saliva. El agar LB y Agar Rogosa son los
medios selectivos para observar y cuantificar Lactobacillus sp. en saliva.

La cuenta de Lactobacillus sp. en la placa es una de las pruebas de actividad de la caries
dental mas antiguas. Su correlacién con la actividad clinica de la caries dental se ha
demostrado a través de numerosas investigaciones, sobre todo en los estudios
comparativos entre pacientes con actividad cariogénica y pacientes sin actividad
cariogeénica.

2. Imagen microscopica de Lactobacillus sp (color morado)*.

pH Salival

Ver Video relacionado

https://phet.colorado.edu/sims/html/acid-base-solutions/latest/acid-base-solutions es.html

https://phet.colorado.edu/sims/html/ph-scale/latest/ph-scale es.html



https://phet.colorado.edu/sims/html/acid-base-solutions/latest/acid-base-solutions_es.html
https://phet.colorado.edu/sims/html/ph-scale/latest/ph-scale_es.html
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. DESARROLLO DE LA PRACTICA.

Material y equipo

e Un equipo para toma de fotografias (camara fotografica o celular)

e Mechero de Bunsen

Dos Cajas de Petri conteniendo los Medios de Cultivo uno con Agar mitis
salivarius bacitracina y otra con Agar Rogosa

Tubo o vaso chico desechable

Micropipetas desechables

Cubo de parafina para masticar

Tiras reactivas para medicién de pH marca comercial

Boligrafo indeleble

Procedimiento

Nota: Indicacién para el paciente.

*Se nombrara a un estudiante como PACIENTE; previo a la practica (por lo menos 1 hora
antes) no debe haber realizado cepillado dental, ni enjuagues o colutorios, no haber
ingerido alimentos, ni dulces, chicles etc., s6lo si es necesario podra tomar agua natural.

1. Estimular el flujo salival del paciente masticando por 3 minutos la pastilla o cubo de
parafina o cera.

2. Recolectar del paciente 2 mL de saliva estimulada en un recipiente desechable.

3. Encender el mechero de Bunsen.

4. Con la micropipeta tomara 1ml de saliva estimulada cuidando no tomar la espuma de
la mismay lo colocara en la caja de Petri que contenga el medio de cultivo selectivos
en el Agar para Streptococcus mutans y tapar y colocar 1mL de saliva en el Agar
selectivo de Lactobacillus sp., tapar las dos cajas

5. Etiguetar el medio de cultivo utilizando un boligrafo indeleble para anotar la fecha,
grupo y nombre del paciente en la caja de Petriy colocar el medio en la jarra Gaspack
para ser llevada a una atmdsfera anaerobia a la incubadora.

6. Los cultivos seran llevados a incubacion anaerobia a 37 °C por 24 horas.
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7. Tomar una tira reactiva del extremo donde no se encuentre el reactivo para medicidon
del pH con saliva estimulada, y coloque con un gotero estéril una gota de saliva que
abarque la zona del reactivo del pH, espere 3 minutos y observe el cambio de color,
ahora comparard el color que adquirié, con el colorimetro que se encuentra en la caja
de las tiras y escriba en la tabla de resultados el nimero de pH que presento.

8. Realizar la revision de los medios a las 24 horas.

IV. OBSERVACIONES AL FINALIZAR LA PRACTICA

Realizar el recuento de UFC

Recuento de Streptococcus mutans UFC.

Recuento de Lactobacillus sp. UFC.

Tomar una fotografia de la muestra de los cultivos, observar y comparar las muestras del
paciente, con las imagenes de referencia observando las Unidades formadoras de
colonias (UFC) de Streptococcus mutans y Lactobacillus sp., y si presentan una
cuantificacién superior a 10° UFC/mL de saliva.

Imagenes para comparar con los medios de cultivo a las 24 horas

Alta actividad cariogénica Streptococcus del grupo

mutans**
>10°

Alta actividad cariogénica Lactobacillus sp**
>10°
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Deberan indicar:

¢,Cual es el riesgo de caries dental?. Recordando que la caries dental es un proceso
multifactorial y que este resultado s6lo nos determina un factor.

Los resultado de la mediciéon del pH salival sera con referencia al colorimetro que se tiene
en el frasco de tiras reactivas.

Completar la tabla con la informacion solicitada
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REPORTE DE LA PRACTICA

El reporte de practica de laboratorio es un documento que describe de manera concisa el
procedimiento que realizaron, el desarrollo y los resultados de esta.

Titulo
Autores (nombre de estudiantes),

Antecedentes o marco teorico.
Texto Arial 12 con referencias en cada péarrafo

Desarrollo de la préactica
Equipo, material, reactivos.
Procedimiento

Resultados

Reportar sus resultados de siembra de las cepas en cada medio de cultivo. Describir la
morfologia de cada medio de cultivo.

Verificar el tipo de microorganismos que corresponden a la muestra problema.
Discusion

Conclusiones

Referencias
Formato Vancouver
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PRACTICA 4.1

EcoLOGIA ORAL

Cultivo de microorganismos de la biopelicula supray

subgingival.

Eje tematico 4

Elemento de
competencia del
eje:

Propdsito de la
practica:

Interacciones bioldgicas en el desarrollo de las enfermedades periodontales.

Reconocer las caracteristicas ecolégicas de los tejidos periodontales y las
caracteristicas estructurales, morfolégicas y funcionales de las bacterias que
interactdan con estos tejidos

Obtener muestras de biopelicula dental supra y subgingival identificando
claramente la ubicacion anatémica de cada sitio muestreado.

Realizar cultivos microbiolégicos en condiciones de incubacion aerobias y
anaerobias de las muestras obtenidas.

Reconocer las diferencias morfoldgicas y cuantitativas de los microorganismos
recuperados en cada uno de los sitios muestreados dependiendo de las
condiciones de incubacion.

Elabor6: Dra. Argelia Almaguer Flores
Dr. Victor Irahuen Garcia Pérez

|.  INSTRUCCIONES DE LA PRACTICA.

e Previo alarealizacién de la préactica

¢ Ingresar en laliga: LINEAMIENTOS INTERNOS DEL LABORATORIO DEL
MODULO DE ECOLOGIA ORAL.pdf, y leer el documento.

¢ Lectura previa de la practica
¢ Contestar cuestionario

e Durante la practica

¢ Colocarse el equipo de proteccion personal (EPP), que consta de bata blanca
(bien cerrada), gorro, y protectores oculares.

* & o o

Colocar sus objetos personales en los estantes.

Limpiar, desinfectar la mesa de trabajo y lavarse las manos.
Solicitar y revisar el material al personal del laboratorio.
Realizar el método de la practica siguiendo las indicaciones

e Finalizar la préactica

¢ Realizar la observacién de los resultados
¢ Entregar el reporte de la practica


http://132.247.104.198/moodle/pluginfile.php/60903/mod_resource/content/11/LINEAMIENTOS%20INTERNOS%20DEL%20LABORATORIO%20DEL%20MO%CC%81DULO%20DE%20ECOLOGI%CC%81A%20ORAL.pdf
http://132.247.104.198/moodle/pluginfile.php/60903/mod_resource/content/11/LINEAMIENTOS%20INTERNOS%20DEL%20LABORATORIO%20DEL%20MO%CC%81DULO%20DE%20ECOLOGI%CC%81A%20ORAL.pdf
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INTRODUCCION.

La complejidad de la composicién de las biopeliculas que pueden formarse en la cavidad
oral, es debida en parte a la gran diversidad de microorganismos capaces de colonizarla.
Hoy en dia sabemos que el microbioma oral humano, comprende un poco mas de 700
especies bacterianas, de las cuales 200 de ellas representan la poblacién dominante.

La base de datos expandida del Microbioma Oral Humano, llamada eHOMD (por sus
siglas en inglés; expanded Human Oral Microbiome Database), fue abierta al publico en el
2010. El objetivo de esta base de datos es proveer toda la informacion, fenotipica,
filogenética, clinica y bibliografica disponible de las mas de 700 especies procaréticas que
se han identificado colonizando la cavidad oral. Hasta inicios del afio 2023, se han descrito
774 especies bacterianas orales, de las cuales el 58% tiene asignado un nombre oficial y
son cultivables, el 16% de ellas no tiene nombre oficial aun, pero ya han podido ser
cultivadas y el 26% son conocidas sélo como filotipos no-cultivables (www.homd.orq).

La importancia de la presencia de las biopeliculas en el ecosistema oral reside su papel
para mantener el equilibrio de la salud oral (homeostasis). Ya que la presencia de
enfermedades como la gingivitis y la periodontitis, son la manifestacién patologica de la
respuesta del hospedero en contra del reto microbiano de las biopeliculas que colonizan
la superficie dental y el espacio subgingival (o disbiosis).

Una de las biopeliculas mas importantes y complejas presentes en la cavidad oral es la
placa dentobacteriana. La formacion y la composicion de esta biopelicula es altamente
orquestada, y es bien sabido que las asociaciones de las bacterias que componen esta
biopelicula dental no son hechas al azar.

La superficie dental provee un sustrato estable para la colonizacion bacteriana en la
cavidad bucal. En contraste, las agregaciones bacterianas presentes en la mucosa
masticatoria, mucosa de carrillos, piso de la boca y paladar duro son en general limitadas,
debido al recambio y descamacion de las células epiteliales que los conforman.

A la fecha, se reconoce que las infecciones periodontales son de origen endégeno y que
ciertas especies bacterianas consideradas patdgenos periodontales se encuentran
también colonizando la biopelicula dental de sujetos sanos. Sin embargo, el grado de
patogenicidad de la placa dentobacteriana se ve influenciado por el medio ambiente local,
factores de virulencia de ciertos microorganismos y la cantidad e identidad de las bacterias
presentes; se estima que en un surco subgingival sano las cuentas bacterianas son de 10°
mientras que un surco enfermo puede tener cuentas mayores o iguales a 108,


http://www.homd.org/
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La secuencia de colonizacién y formacion de una biopelicula dental es un proceso
orquestado y altamente ordenado. 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 cuales 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 Gram positivos principalmente de los géneros
Streptococcus y Actinomyces, se adhieren a la superficie dental por medio de moléculas
especificas de adhesion bacteriana, las cuales interactian con moléculas adheridas a la
superficie dental derivadas de componentes salivales y del fluido crevicular. Estos
primeros colonizadores juegan un papel muy importante en la formacién de la biopelicula
dental, ya que tienen receptores especificos para las diferentes especies bacterianas que
posteriormente se coagregaran a la estructura inicialmente formada. Los segundos
colonizadores, también Illamados colonizadores puente o0 secundarios, poseen
mecanismos de adhesion tanto con los primeros colonizadores como con las especies que
se coagregaran de forma tardia a la biopelicula dental. Este grupo de microorganismos
esta formado principalmente por especies pertenecientes a los géneros Campylobacter,
Capnocytophaga, Veillonella, Fusobacterium y Prevotella entre otros. Finalmente, si la
secuencia de colonizacién de la biopelicula dental no se ve interrumpida, un tercer grupo
de microorganismos principalmente especies anaerdobicas Gram negativas como especies
de los géneros Treponema y Porphyromonas, se unen a la biopelicula dental.

La representacion de las asociaciones entre especies bacterianas que forman la
biopelicula dental subgingival fue descrita por Socransky y cols. Los complejos amarillo,
morado, verde y azul son especies consideradas primordialmente como “colonizadoras
primarias”. El complejo naranja estd compuesto principalmente por “colonizadores puente”
y el complejo rojo por “colonizadores tardios”.

Las bacterias que conforman cada complejo se encuentran fuertemente asociadas entre
si. Como se puede observar en la figura de los complejos bacterianos, los complejos
amarillo, verde y morado se encuentran mas fuertemente asociados entre si y éstos a su
vez asociados al complejo naranja pero no con los miembros del complejo rojo. A su vez,
los complejos también ejemplifican la secuencia de colonizacion, de tal manera que los
miembros de los complejos amarillo y morado forman parte de los colonizadores primarios,
los miembros del complejo naranja, junto con los miembros del complejo verde son
colonizadores puente y finalmente los miembros del complejo rojo son colonizadores
tardios.
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DESARROLLO DE LA PRACTICA.

Material y equipo .

Clinico

Dos curetas Gracey 11/12 estériles (ver figuras 1y 2).

Dos campos desechables.

Rollos de algodon.

Abatelenguas

Gasas.

Guantes y cubrebocas para el encargado de tomar las muestras.
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Laboratorio

e Dos juegos con dos tubos para microcentrifuga de 1.8 mL con 1 mL c/u de medio TSB
(Caldo con soya tripticasa). Un juego de tubos sera para biopelicula dental
supragingival y otro juego de tubos para la subgingival. El juego de tubos para las
muestras supragingivales estara marcado con Ay A-1. El juego de tubos para las
muestras subgingivales estara marcado con B y B-1.

e Dos cajas de Petri con cuatro divisiones con medio de cultivo TSA enriquecido (Agar
con soya tripticasa, enriquecido con sangre, Vitamina K y Hemina), en cada division.
Marcar cada caja como se muestra en la figura 3. Una caja sera incubada bajo
condiciones aerdbias y otra caja bajo condiciones anaerobias.

Mechero de bunsen.

Asa bacterioldgica.

Jarra de anaerobiosis.

Incubadora para bacterias aerobias.
Micropipetas y puntas para micropipeta estériles.

Procedimiento.

1. Elegir un alumno por equipo al cual se le tomaran las muestras (sujeto de estudio). El
sujeto de estudio debera contar con los siguientes criterios de seleccion:

e No haber tomado antibi6tico en los Ultimos 3 meses.
e No haber recibido tratamiento periodontal.
e No tener célculo dental en la zona de muestreo.

2. Tener la mesa del laboratorio limpia y con todo el material que se va a utilizar
preparado, acomodado y con el instrumental esteéril.

3. Sentar al sujeto de estudio cerca del campo de trabajo.

4. Parala tomay procesamiento de las muestras de biopelicula dental supra y
subgingival (ver figura 2):

i. Hacer aislamiento relativo (con rollos de algodén) de la zona de los primeros o
segundos molares inferiores. Seleccionar el molar que sera muestreado y tomar con
una de las puntas de la cureta una muestra de biopelicula dental supragingival de
la zona mesiovestibular (MV) del molar seleccionado. La toma de muestra deberé
realizarse raspando suavemente la superficie del esmalte, teniendo cuidado de no
introducir la punta de la cureta dentro del margen gingival.
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Colocar la punta de la cureta con la muestra tomada al tubo con TSB marcado con
A (muestra de biopelicula dental supragingival). La cureta debe de tocar
perfectamente el medio de cultivo y la muestra debe de ser depositada en el medio
del tubo, golpeando ligeramente las paredes del tubo con la cureta.

A continuacién, se debera tomar la segunda cureta estéril y de la misma zona donde
se tomd la muestra de biopelicula dental supragingival, se debera tomar una
muestra de biopelicula dental subgingival. La muestra se tomara raspando
suavemente la superficie del diente en la zona del surco subgingival, y teniendo
cuidado de no volver al tocar la corona del diente muestreado. NOTA: este
procedimiento no debe causar sangrado ni dolor al paciente.

Colocar la muestra tomada al tubo con TSB para la muestra de biopelicula dental
subgingival marcado con B (muestra de biopelicula dental subgingival). La cureta
debe de tocar perfectamente el medio de cultivo y la muestra debe de ser
depositada en el medio del tubo, golpeando ligeramente las paredes del tubo con la
cureta.

Una vez colocadas las muestra en los tubos A y B, éstos deberan ser dispersados
por medio de vortex o agitacion manual vigorosa.

Posteriormente se realizara una dilucion serial del tubo A de la siguiente manera

(ver figura 3):

e Tomar 100 pL del tubo A (muestra supragingival) y transferirlo al tubo
marcado con A-1.

e Dispersar la muestra del tubo A-1 por medio de vortex o agitacion manual
vigorosa.

Ya que los dos tubos (A y A-1) tengan la muestra dispersada, se deberan tomar
100 pL del tubo A-1y colocarlos en la caja de Petri marcada como “Aerobia” en la
divisibn marcada como A-1 y luego tomar otros 100 pL de ese mismo tubo y
colocarlos en la caja de Petri marcada como “Anaerobia” en la divisibn marcada
como A-1. Posteriormente tomar 100 pL del tubo A y colocarlos en la caja de
Petri marcada como “Aerobia” en la divisibn marcada como A y luego tomar otros
100 pL de ese mismo tubo y colocarlos en la caja de Petri marcada como
“Anaerobia” en la division marcada como A.

Hacer el mismo procedimiento con las muestras de los tubos B y B-1 (muestra
subgingival) (ver numerales 4.6 y 4.7). Es decir, al final se tendran dos cajas de
Petri de cuatro divisiones con medio TSA, una caja para incubacién aerobia y una
caja para incubacién anaerobia con las muestras Ay B y su respectiva dilucion A-
1yB-1.
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iXx. Una vez colocadas las diluciones de las muestras en cada una de las cajas de
Petri, se debera dispersar cada muestra de forma manual, cuidando de que todo el
liquido de la muestra quede bien disperso en todo el agar de la caja de cultivo y no
se salga de las divisiones.

5. Incubacion de las placas de petri: Incubar las placas anaerobias en las jarras de
anaerobiosis a 37°C durante 7 dias y las aerobias en la incubadora a 37°C durante 5

dias

R e

Figura 1. Imagen de la cureta Gracey 11/12 que sera utilizada para las muestras de
biopelicula dental supra y subgingival.

Supragingival Subgingival

Figura 2. Imagen representativa de la colocacién de la cureta Gracey 11/12 para la toma
de muestras de biopelicula dental supra y subgingival.
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Transferir 100 pL
_—_—
Tubo A o B con 1mL de caldo de Tubo A-1 0 B-1 con 900 pL de caldo de
cultivo TSB cultivo TSB
En estos tubos se coloca la muestra de (dilucion 10'Y)
PDB (supra o subgingival) directamente
de la cureta.
Colocar 50 pL de
cada tubo en la
divisiéon
correspondiente de
l cada caja de Peri ,
‘ '

Aerobio Anaerobio

Figura 3. Secuencia para diluir y sembrar las muestras de biopelicula dental supra y
subgingival.

IV. OBSERVACINES AL FINALIZAR LA PRACTICA

Realizar la observacion de las caracteristicas macroscopicas de las
colonias formadas en las cajas de cultivo, tomar fotografias
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V. REPORTE DE LA PRACTICA

El reporte de practica de laboratorio es un documento que describe de manera concisa el
procedimiento que realizaron, el desarrollo y los resultados de esta.

Titulo
Autores (nombre de estudiantes),

Antecedentes o marco tedrico.
Texto Arial 12 con referencias en cada parrafo

Desarrollo de la préactica
Equipo, material, reactivos.
Procedimiento

Resultados

Reportar sus resultados de siembra de las cepas en cada medio de cultivo. Describir la
morfologia de cada medio de cultivo.

Verificar el tipo de microorganismos que corresponden a la muestra problema.
Discusién

Conclusiones

Referencias
Formato Vancouver
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PRACTICA 4.2

EcoLOGIA ORAL

Accion de compuestos quimicos con actividad

antimicrobiana usados en Odontologia

Eje tematico 4

Elemento de
competencia del
eje:

Propésito de la
préactica:

Interacciones biolégicas en el desarrollo de las enfermedades
periodontales.

Reconocer las caracteristicas ecolégicas de los tejidos periodontales y
las caracteristicas estructurales, morfolégicas y funcionales de las
bacterias que interactian con estos tejidos

Identificar el efecto antimicrobiano, mediante el uso de un antibiograma, de
diversos compuestos quimicos presentes en colutorios comerciales sobre el
crecimiento de Streptococcus mutans.

Elaboré: Dra Miryam Martinez Hernandez.
Dr. Miguel Pérez Garzén

|.  INSTRUCCIONES DE LA PRACTICA.

e Previo alarealizaciéon de la préactica

¢ Ingresar en la liga: LINEAMIENTOS INTERNOS DEL LABORATORIO DEL
MODULO DE ECOLOGIA ORAL.pdf, y leer el documento.

¢ Lectura previa de la practica
+ Contestar cuestionario

e Durante la practica

¢ Colocarse el equipo de proteccion personal (EPP), que consta de bata blanca
(bien cerrada), gorro, y protectores oculares.

* & o o

Colocar sus objetos personales en los estantes.

Limpiar, desinfectar la mesa de trabajo y lavarse las manos.
Solicitar y revisar el material al personal del laboratorio.
Realizar el método de la practica siguiendo las indicaciones

e Finalizar la préctica

¢ Realizar la observacion de los resultados
¢ Entregar el reporte de la practica


http://132.247.104.198/moodle/pluginfile.php/60903/mod_resource/content/11/LINEAMIENTOS%20INTERNOS%20DEL%20LABORATORIO%20DEL%20MO%CC%81DULO%20DE%20ECOLOGI%CC%81A%20ORAL.pdf
http://132.247.104.198/moodle/pluginfile.php/60903/mod_resource/content/11/LINEAMIENTOS%20INTERNOS%20DEL%20LABORATORIO%20DEL%20MO%CC%81DULO%20DE%20ECOLOGI%CC%81A%20ORAL.pdf
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INTRODUCCION

Durante décadas el control de la acumulacién de la biopelicula sobre las superficies
dentales ha sido la piedra angular de la prevencién de enfermedades orales como la caries
y la periodontitis. La limpieza mecanica dental a través del cepillado con pasta dental sigue
siendo considerada la estrategia de higiene oral mas comun y potencialmente mas
efectiva practicada por personas para el control de dichas patologias orales. Sin embargo,
a pesar de las innovaciones tecnoldgicas, el nivel de practica de higiene oral mecanica
sigue siendo inadecuada, los esfuerzos de los pacientes, frecuentemente se ven
comprometidos por la presencia, en la cavidad oral, de areas de dificil alcance al control
mecanico, asi como de falta de destreza, pobre motivacion y falta de compromiso por parte
de los pacientes. Por lo tanto, el uso de enjuagues orales antimicrobianos, adjunto a los
regimenes de higiene oral mecanica, puede ser considerado un auxiliar importante en la
prevencion de la acumulacion de la biopelicula dental y la gingivitis (1-3).

El control quimico de la biopelicula dental supragingival estd dado por diversos
productos que principalmente son usados como colutorios. Dentro de estas sustancias
podemos encontrar compuestos de amonio cuaternario, fenoles y aceites esenciales,
productos naturales (sanguinaria) y biguanidas (4). A continuacion, se describen algunos
de estos compuestos.

- La clorhexidina es una biguanida catidnica que posee una alta sustantividad y
actividad antibacteriana. La sustantividad se define como la habilidad de un agente
de unirse a las superficies bucales y de liberarse a través del tiempo, en dosis
adecuadas. La clorhexidina actia gracias a su carga positiva, que le facilita la
adherencia a estructuras que tienen carga negativa. Los tejidos de la boca y
bacterias tienen carga negativa, por lo que la clorhexidina se une a ellos con
facilidad. El mecanismo de accion de la clorhexidina es la reduccién de la formacion
de la pelicula, alteracion de la adhesion de bacterias y de la pared celular bacteriana
causando lisis. Se recomienda realizar 2 enjuagues diarios con 10 mL de una
solucién acuosa de digluconato de clorhexidina al 0.2% para lograr una reduccion
en el indice de placa del 45% al 61%. El uso de la clorhexidina produce efectos
secundarios locales, reversibles, tales como manchas pardas en los dientes, la
lengua y restauraciones con resinas, asi como alteraciones pasajeras de la
percepcion gustativa, por lo cual se recomienda no ingerir alimentos ricos en
cromégenos (café, té o vino que tienen carga negativa) para evitar las
pigmentaciones (5).
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Los aceites esenciales pueden reducir la biopelicula dental en un 27%. El producto
comercial caracteristico de este grupo es Listerine®. Este colutorio tiene una
férmula fija de timol al 0.064% y eucaliptol al 0.092%, mezclados con mentol al
0.042% vy salicilato de metilo al 0.060%, en un vehiculo de alcohol al 22%. Su
mecanismo de accion se relaciona con la ruptura de la pared celular e inhibicion de
algunas enzimas bacterianas. Los principales efectos adversos asociados a su uso
son la sensacion de quemadura y gusto amargo. Se recomienda su utilizacién dos
veces al dia posterior al cepillado en una medida de 10 mL (6).

Los fluoruros son principalmente utilizados para reducir la prevalencia de caries y
para aumentar la remineralizacion del esmalte, su efecto antibacteriano y
cariostético ha sido comprobado previamente. Los fluoruros actian principalmente
a través de la formacion de cristales de fluorapatita, los cuales tienen una mayor
resistencia a los acidos organicos que la hidroxiapatita del esmalte dental. A lo largo
de los afos se han utilizado diversos compuestos de fluoruro en odontologia, como
el fluoruro estafioso (SnF2), fluoruro de sodio (NaF), monofluorofostafo de sodio
(SMFP) y el fluoruro de amina (AmF), principalmente.

Existen diversas formas disponibles para la aplicacion topica de fluoruros, como
pastas dentales, geles, barnices y enjuagues orales. Los fluoruros presentes en
pastas dentales estan formulados para mantener una concentracion constante de
fluoruro en la cavidad oral de ~0.02ppm. Las concentraciones de fluoruro
generalmente aceptadas en pasta dentales son de 1000-1500ppm, mientras que,
en enjuagues orales, la concentracion aceptada es de 100-500 ppm. El uso de
enjuagues bucales con fluor es aconsejable en individuos con alto riesgo de caries,
tales como pacientes con hiposalivacion y pacientes con tratamiento de ortodoncia.
Finalmente, es importante considerar que el uso de enjuagues bucales con altas
concentraciones de flior puede producir fluorosis dental, por lo que su uso en nifios
menores de 6-7 afios y en mujeres embarazadas o lactando debe ser evitado.

El triclosan es un compuesto aromatico clorado no ionico que tiene grupos
funcionales representativos de éteres y fenoles. Este compuesto tiene un amplio
espectro de eficacia contra bacterias Gram positivas y negativas. Su mecanismo
de accion es a nivel de la membrana citoplasméatica microbiana, induciendo un
aumento en la permeabilidad celular. Es bactericida en concentraciones tan bajas
como 0.3 mg/mL (7, 8). El triclosdn tiene efectos antiinflamatorios que son
independientes de sus propiedades antibacterianas.
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El uso de triclosan esta regulado por la FDA (Food and Drug Administration). Es
importante considerar que, aunque la presencia de triclosan sigue siendo comun
en antisépticos orales, se ha encontrado que la exposicién a dicho compuesto
puede estar asociada con niveles de hormona tiroidea alterados en los seres
humanos (NHANES 2007- 2008). Por lo que, aunque no hay suficiente evidencia
para confirmar y determinar la potencial importancia para la salud publica y clinica
de estos hallazgos, la FDA en 2016 prohibid la utilizacién del tricloséan para la
fabricacion de jabones antibacteriales liquidos y en barra.

Los compuestos de amonio cuaternario son agentes tensoactivos y detergentes
cationicos, derivados del ion amonio tetravalente NH4. Son muy activos como

bactericidas ante bacterias Gram positivas y negativas. Es importante considerar
gue el material organico neutraliza su accion. Entre ellos se encuentran el cloruro
de benzalconio y el cloruro de cetilpiridinio (6).

El peréxido de hidrogeno (H202) es un antiséptico cuyo mecanismo de accion se

debe a sus efectos oxidantes generando OH vy radicales libres que atacan una
amplia variedad de compuestos organicos, entre ellos lipidos y proteinas que
componen las membranas celulares de los microorganismos. La enzima catalasa
presente en los tejidos degrada rapidamente el peréxido de hidrégeno, produciendo
oxigeno y agua lo que dificulta el crecimiento microbiolégico. ElI peroxido de
hidrogeno libera oxigeno. El oxigeno al ser un elemento quimico de la familia 6
tiene una valencia 6 en su ultimo orbital, asi para estar estable tiende a ir hacia la
regla del octeto, busca otros dos electrones. Por lo general el oxigeno reacciona
robando electrones de otros atomos (agente oxidante) asi el oxigeno se reduce y
el otro atomo se oxida. Al ganar y perder electrones los &tomos cambian su carga
eléctrica alterando el comportamiento y funcién de la molécula, destruyendo las
funciones metabdlicas de las bacterias. El peréxido de hidrégeno se utiliza también
como agente blanqueador. EI cambio de color en los dientes se da al acumularse
moléculas grandes de diversos origenes desde hemoglobina, comida etc. Estas
moléculas grandes cambian la interaccion de luz en el diente, usualmente
haciéndolo més opaco y oscuro. El oxigeno rompe las moléculas grandes en
estructuras mas pequefias asi disminuyendo la absorcion de luz y aclarando al
diente.

La arginina es un aminoacido que ha sido identificado como un ingrediente que
brinda un alivio contra la hipersensibilidad dentinaria. Ha sido demostrado que en
concentraciones de 8% y en conjunto con el carbonato de calcio, crean un
conglomerado de carga positiva, favoreciendo su unién a la dentina (carga
negativa), sellando, penetrando y bloqueando fisicamente los tubulos dentinarios
abiertos disminuyendo la hipersensibilidad dentinaria.
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Antes de que los profesionales de la salud prescriban o recomienden un agente
guimico para el control de la biopelicula dental, deberan tomar en cuenta la efectividad
clinica comprobada del producto seleccionado, con base en resultados de meta-analisis
publicados en términos de la magnitud del efecto, nUmero y heterogeneidad de los estudios
disponibles y consistencia de los resultados. Solo los productos que han demostrado
actividad clinica usando criterios de seguridad y eficacia aceptados deben ser
recomendados a los pacientes de acuerdo con las necesidades clinicas especificas (9).
Ademas, es importante tener en cuenta que el uso de enjuagues bucales con agentes
antimicrobianos y antibiopelicula tienen sélo efecto limitado en individuos con enfermedad
periodontal existente, debido a que dichos agentes no tienen efecto en la flora microbiana
subgingival (10, 11). Por otro lado, los pacientes quienes mantienen un buen control
mecanico de la biopelicula dental se beneficiaran mas del uso de agentes quimicos
adicionales en oposicién a los pacientes con pobre control mecanico, por lo tanto, la
importancia de la instruccion y reforzamiento constante por parte del clinico en las técnicas
de control mecanico es primordial para obtener el mayor beneficio derivado del uso de un
colutorio antimicrobiano.

Para esta practica, la evaluacion del efecto antimicrobiano de los distintos compuestos
presentes en colutorio comerciales se llevara a cabo mediante el método de antibiograma.
El antibiograma es la prueba microbiolégica que se realiza para determinar la
susceptibilidad (sensibilidad o resistencia) de una bacteria a un grupo de antibioticos o
antisépticos.

DESARROLLO DE LA PRACTICA

Material y equipo.

Cubrebocas y guantes.

Jarra de anaerobiosis.

10 discos de papel filtro.

Pinza de curacion estéril.

Cuatro productos comerciales para el control quimico de la biopelicula por mesa (tres
proporcionados por el laboratorio y uno traido por cada equipo).
Plumén indeleble o un lapiz de cera.

Cinta adhesiva.

Encendedor.

Asa bacteriolégica.

Mechero.

Micropipeta de laboratorio.
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Reactivos
» Una caja Petri con agar TSA suplementado con sangre.

- Suspensidn bacteriana de Streptococcus mutans ajustada a concentracion de 1 X 108

UFC/mL.
» Tubos Eppendorf de 1.5 mL etiquetados con cada producto comercial.

Procedimiento.
1. Limpie correctamente la mesa de trabajo.

2. Organice sobre la mesa de trabajo los materiales y reactivos necesarios para la
realizacion de la préactica.
Encienda los mecheros con precaucion.

4. Sin abrir la caja de Petri, divida la base de la caja en 4 secciones simétricas con lineas
trazadas con el plumon indeleble o con el 1apiz de cera. Enumere cada seccion del O al
4, como se observa en la siguiente imagen (Figura 1):

<>

Figura 1. Plantilla para colocacion de los discos de papel filtro sobre el agar.
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5. Esterilice el asa bacterioldgica en el mechero. Con cuidado, cerca del mechero, abra la
caja Petri y enfrie el asa en el agar.

6. El profesor dispensara 100 pL del pre-inoculado de S. mutans 1x108, a continuacion,
realiza el sembrado de la bacteria mediante estria masiva sobre el agar siguiendo las
indicaciones de la imagen (Figura 2):

1 2 3

Inoculacién primaria Estria en dngulo recto Estria en dngulo recto
para producir una
“estera” de desarrollo

Figura 2. Sembrado en estria masiva.

7. Con cuidado abra el tubo Eppendorf de 1.5 mL marcado con nimero correspondiente
a cada compuesto y con una pinza estéril, tome un disco de papel filtro, sumerja el papel
filtro en compuesto a evaluar. Antes de sacar el disco de papel filtro, impregnado del
compuesto a evaluar, presione el disco contra el lateral del tubo Eppendorf mientras
aplica presion para eliminar el exceso de liquido antes de colocar sobre el agar.

8. Levantar la tapa de la placa y coloque el disco sobre una de las marcas de
posicionamiento (Figura 3).
[~

Figura 3. Sembrado en estria
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9. Presionar el disco con las pinzas para asegurar un contacto completo con la
superficie de agar.

10.Vuelva a colocar la tapa de la placa entre disco y disco para minimizar la exposicion a
contaminantes transportados por el aire.

11.Repetir los pasos 7-9 con el resto de los discos.
NOTA: Tener la precaucion de cerrar la caja Petri cada vez que coloques cada disco.

12.Utilice como control negativo un disco sin producto.

13.Rotule la caja Petri (cinta adhesiva, plumon y letra legible) con los datos: equipo,
grupo y fecha.

14.Coloque el cultivo en jarra de anaerobiosis por 48 horas.

15. Desinfecte la mesa y material de trabajo una vez terminada la préctica.

IV. OBSERVACIONES DE LA PRACTICA

a. Tras las 48 horas de incubacion, tome fotografias de la placa petri, y acontinuacio,
mida el tamafio de los halos de inhibicion con una regla milimétrica; incluya el
diametro del disco en la medicion (Figura 4).

Figura 4. Medicion de los halos de inhibicion (en este ejemplo, el halo de inhibicion mide
20mm).
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b. Al medir los diametros de los halos de inhibicion, redondear siempre al milimetro
superior.

c. Todas las mediciones se realizan mediante observacion directa.

d. Anote el tamafio del halo de inhibicién en la columna G de la hoja de registro (Tabla
1).

Tabla 1. Hoja de registro.

Compuesto
guimico para el

Indicaciones Diametro del
Sustantividad y frecuencia Efectos_, halo de
secundarios . . . ..

inhibicion.

Agente .
activo Mecanismo

control de la " de accion
. . principal de uso
biopelicula dental

Control negativo
(disco sin
compuesto
guimico)

Oral B gingivitis

LISTERINE®

Enjuague Bucal
Oral-B Complete

Producto traido
por el equipo:

d. En la Tabla 1 encontraras 5 filas donde se han colocado varios productos
comerciales, numerados del 0 al 4. el niUmero cero sera para el uso de control negativo
(disco sin ningan producto). las filas 1 al 5 corresponden a diferentes productos
comerciales para el control del crecimiento de la biopelicula dental. el nUmero 5 sera
para el compuesto quimico que haya traido cada mesa de trabajo para el control del
crecimiento de la biopelicula dental.
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V. REPORTE DE LA PRACTICA

El reporte de préactica de laboratorio es un documento que describe de manera concisa el
procedimiento que realizaron, el desarrollo y los resultados de esta.

Titulo
Autores (nombre de estudiantes),

Antecedentes o marco teorico.
Texto Arial 12 con referencias en cada parrafo

Desarrollo de la préactica
Equipo, material, reactivos.
Procedimiento

Resultados

En el apartado de resultados del documento, complete y presente la Tabla 1; ademas,
haga una lista ordenando los productos de mayor a menor de acuerdo con el grado de
inhibicion.

Discusion

En el apartado de discusion, reflexioné sobre las siguientes preguntas:

¢, Qué producto antiséptico usaria preferentemente en sus pacientes?, y ¢,por qué?
Conclusiones

Referencias
Formato Vancouver
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