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CRITERIOS DE EVALUACION DEL LABORATORIO

e Para tener derecho a examen ordinario, el alumno debera tener como minimo un 80%
de asistencia a las practicas de laboratorio.

* La evaluacion de laboratorio es determinada para cada alumno con base en los
resultados obtenidos en:

1. Eltrabajo desarrollado durante la practica.
2. Elreporte de la practica asi como su contenido.
3. Los examenes formativos.

* El reporte de cada practica, debera ser entregado en la siguiente sesion de laboratorio,
en el momento de tomar la asistencia (no se aceptan reportes extemporaneos).

* El reporte de cada préctica, se entregara en un folder adicional y debera contener los
siguientes apartados:

a) OBJETIVO: Se describe la importancia y finalidad de realizar la practica.

b) INTRODUCCION: debe contener antecedentes historicos, generalidades del tema,
fundamento y mecanismos de las reacciones o procesos que se llevan a cabo en la
practica.

¢) RESULTADOS: Describir, dibujar o esquematizar los resultados de los procesos o
reacciones que se efectuaron en la parte experimental.

d) INTERPRETACION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES: describir cual es la
interpretacion que se hace de los resultados obtenidos en la parte experimental,
relacionando éstos con los conceptos tedricos.

f) CUESTIONARIO: resolucion de las preguntas del protocolo de practicas.

g) BIBLIOGRAFIA: Anotar los libros consultados segun los criterios de Vancouver.
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En la evaluacién del reporte de la practica, se tomara la siguiente escala de calificacién:

Puntaje:
a) Objetivo 1.0
B) Introduccion 1.0
C) Resultados 2.5
D) Discusion y/conclusiones 25
E) Cuestionario 2.0
F) Bibliografia 1.0

» Examenes parciales: se realizaran de dos a tres evaluaciones parciales de laboratorio,
de acuerdo al nimero y tematica de las practicas. Las evaluaciones no acreditadas se
presentaran en primera y segunda vuelta.

Para obtener una calificacién aprobatoria. es necesario que las evaluaciones de
todos los examenes de laboratorio sean aprobatorias

+ La calificacion total de laboratorio se determina con base al siguiente porcentaje:

a) Promedio de examenes 50%
b) Promedio de reportes 50%

+ La calificacién aprobatoria de laboratorio es indispensable para tener derecho a la
calificacion final del Médulo.
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CARRERA DE CIRUJANO DENTISTA

REGLAMENTO DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA e INMUNOLOGIA

Dado que los objetivos fundamentales de los trabajos de laboratorio en la ensefianza
de la Microbiologia son:

» Apoyar los conocimientos adquiridos en la teoria mediante la demostracién de fenébmenos
en practicas.

* Favorecer el aprendizaje de los alumnos por medio de técnicas de laboratorio

* Desarrollar en los estudiantes una actitud critica por medio de la interpretacion de los
resultados de las practicas, orientandolos hacia aspectos relacionados con su practica
profesional.

* Capacitar a los alumnos en el trabajo cientifico del laboratorio para promover el interés por
la investigacion cientifica.

Es imprescindible el cumplimiento del siguiente reglamento:

a. Toda persona que permanezca en el laboratorio debera tener puesta una bata de

b.

manga larga.
La asistencia a las practicas de laboratorio es obligatoria y por lo tanto, se pasara
lista a todos los integrantes del grupo al inicio de cada practica.

. No se permitird la entrada a ningln alumno, pasados quince minutos del inicio de la

practica.

. El grupo en general, es responsable de la limpieza y conservacién del equipo y

materiales comunes del laboratorio durante la practica.

. Para el trabajo en el laboratorio, los integrantes del grupo formaran equipos con el

numero de personas que determine el profesor responsable del mismo.

Todos los alumnos que integran un equipo, son responsables de la limpieza de su
area de trabajo durante la practica, asi como del material que se les suministre para
llevarlas a cabo, y de que ésta se encuentre limpia al terminar la sesion y
abandonar el laboratorio.

. EI material necesario para desarrollar una practica, debera ser solicitado en el

interlaboratorio, usando un vale impreso expresamente para dicho fin y adjuntando
a éste la credencial de la persona que firmo elvale.

. Al recibir el material, el usuario debe revisar que esté completo y sin dafos.

Todo material y equipo devuelto al interlaboratorio después de su uso, tendra que
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estar completo y sin dafio alguno.

En el caso de ser material que requiera ser guardado en el interlaboratorio para una
observacion posterior, éste debera estar etiquetado con una leyenda que incluya
equipo, grupo y fecha.

. Sipor alguna razon, el material que se entregue al interlaboratorio esta deteriorado o
incompleto, el usuario debera hacer un vale adicional por ese material y dejar su
credencial hasta que se reponga lo dafiado o faltante. Hay como limite dos
semanas para reponer dicho material; cumplido ese tiempo, no se les permitira la
entrada a préacticas a los miembros del equipo deudor.

Durante el transcurso de una practica, el alumno sélo podra utilizar los aparatos que
hay en el laboratorio, si esta siendo asesorado por un profesor.

.Cada equipo de trabajo, debera traer para cada una de las practicas el material que
le indique su profesor:

Un rollo de masking tape

Pario lavable para limpieza que no suelte pelusa

Jabén para su limpieza personal

Algodon

Marcador

Lapiz graso

Asa bacteriolégica

Papel seda

Toallas de papel para secarse las manos

El material adicional que se requiera para cada practica

. Se prohibe fumar y hacer uso inadecuado del equipo y las instalaciones del

laboratorio

. Se prohibe ingerir alimentos o bebidas en el interior del laboratorio

. Durante su estancia en el laboratorio, los alumnos deberan apagar su teléfono
celular,

o cualquier otro aparato de comunicacion, debido a que en las practicas se maneja

material biolégico y. existe riesgo de contaminacion.

. Para cualquier alumno o persona ajena, queda prohibido el paso al interlaboratorio.
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Manejo de RPBI

TIPO DE RESIDUO ESTADO ENVASADO COLOR
FISICO
Sangre Liquido Recipientes herméticos | Rojo
Cultivos y cepas de Sélido Bolsas de polietileno Rojo

agentes infecciosos

Patoldgicos Sélido Bolsas de polietileno Amarillo

Liquido Recipientes herméticos | Amarillo

No anatémicos Sélido Bolsas de polietileno Rojo

Liquido Recipientes herméticos | Rojo
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Objetos Sélido Recipientes Rojo
punzocortantes rigidos de
* polipropileno

* Excepto material de vidrio de laboratorio roto

Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Diario Oficial de la Federacion el 17 de febrero de 2003
Guia para el manejo de los residuos peligrosos bioldgico infecciosos en unidades de salud. Secretaria de Salud. 2003.

www.salud.gob.mx


http://www.salud.gob.mx/
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INTRODUCCION

El perfil profesional del Cirujano Dentista de la FES Zaragoza en el Plan de Estudios
actual del tercer afio de la carrera, promueve el conocimiento tedrico-practico que permita
abordar el proceso salud-enfermedad en poblacion adulta y mujer embarazada,
realizando actividades de investigacion que fundamentan el diagndstico integral
comunitario e individual asi como la conducta odontolégica a seguir para dar solucion a
las enfermedades bucales y sistémicas de la poblacion, tomando en cuenta las técnicas y
procedimientos indicados para dar solucion a dichos problemas y la integracion de los
conocimientos tedrico-practicos adquiridos.

El médulo de Mecanismos Infecciosos y Respuesta Inmune del Sistema Estomatognatico,
se ubica en el tercer afio de la carrera de Cirujano Dentista en el Plan de Estudios ya que,
en este momento el alumno cuenta con los conocimientos necesarios para realizar
diagnédsticos integrales y establecer la conducta odontolégica adecuada para cada
paciente.

La parte practica de este modulo complementa e integra los conocimientos teéricos que el
alumno va adquiriendo durante el afio escolar, manteniendo la congruencia vertical y
horizontal, favoreciendo la integracion del conocimiento en tiempo y forma con practicas
gue apoyan el proceso ensefianza y aprendizaje.

OBJETIVO GENERAL

El manual del médulo Mecanismos Infecciosos y Respuesta Inmune del Sistema
Estomatognatico (MIRISE) tiene como objetivo contribuir a la aplicacién practica de los
conocimientos obtenidos en el componente tedrico como parte del proceso de formacion
integral del estudiante del tercer afio de la carrera de Cirujano Dentista en el area de
microbiologia e inmunologia. De tal manera que permite al estudiante comprender de una
mejor forma los aspectos fisiopatoldgicos que se presentan en el organismo humano
como parte de los mecanismos de defensa, haciendo énfasis en cavidad oral.
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UNIDAD | MICROBIOLOGIA
Practica No. 1

FACTORES DE PATOGENICIDAD DE MICROORGANISMOS DE CAVIDAD BUCAL
OBJETIVO

Dar a conocer al alumno los mecanismos que tienen las bacterias para producir dafio al
organismo, asi como las interacciones huésped parasito que se observan en cavidad
bucal.

Para realizar la practica, el alumno debe revisar previamente los siguientes conceptos:

1.- Definicién de Patogenicidad y Virulencia
2.- Definicion de Flora Normal
3.- Definicion de Oportunista

FUNDAMENTO TEORICO

El conocimiento de los dafios al organismo, son de suma importancia para la prevencion,
diagnostico y tratamiento de las diferentes enfermedades diferentes microorganismos que
se encuentran en el organismo y que pueden o no ser causantes de enfermedad, asi
como los mecanismos 0 medios de que estos microorganismos se valen para causar de
cavidad bucal.

Todas las bacterias se han dividido en dos grandes grupos: patégenas y no patégenas. El
término patégeno se refiere a la capacidad que tiene un microorganismo para producir
enfermedad, esta capacidad bacteriana de causar dafio o producir enfermedad se debe a
las caracteristicas propias de cada una de ellas, tomando en cuenta los siguientes
criterios entre otros:

- Caracteristicas de la pared y membrana celular
- Produccién de endotoxinas

- Produccién de exotoxinas

- Produccién de enzimas
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No debemos olvidar que los mecanismos de defensa de nuestro cuerpo juegan un papel
muy importante en la presencia de la enfermedad, es decir, si los mecanismos de defensa
del huésped se encuentran en estado Optimo no se producira enfermedad, pues el
microorganismo al penetrar al organismo debe primero adherirse a los tejidos mismos que
deben tener pH, temperatura y aporte nutricional adecuados para que el agente agresor
se multiplique e invada al organismo, también debe tener los atributos necesarios para
vencer o engafiar a los mecanismos de defensa como fagocitosis, complemento, lisozima,
Inmunoglobulinas, etc. y por ultimo debe producir enzimas y toxinas suficientes y capaces
de producir dafio.

En todo el organismo, se encuentran una gran cantidad de bacterias que no son
patdégenas y si son necesarias para el correcto funcionamiento del cuerpo humano, por
ejemplo los Lactobacilos que se encuentran en gran cantidad en el intestino y que ayudan
a la digestion, sin estos microorganismos se presentarian diarreas muy severas, a estos y
otros muchos microorganismos que cohabitan sin causar dafio se les conoce como Flora
Normal Bacteriana; en algunos momentos algunos de estos microorganismos se pueden
transformar en patdgenos por cambios o deficiencias de los mecanismos de defensa y
entonces reciben el nombre de Oportunistas porgue son causantes de enfermedad.

Algunos de los factores de patogenicidad microbiana son:

1. Cépsula: Es una capa externa a la pared celular constituida de polisacéaridos y en
algunos casos polipéptidos, su funcion principal es defender a las bacterias que la poseen
de la fagocitosis; la presencia de esta se encuentra altamente relacionada con la
virulencia de un microorganismo.

2. Adherencia; Ciertas bacterias tienen estructuras especializadas corno el pili que le
permiten adherirse a los epitelios 0 mucosas, o producen y/o contienen sustancias que les
permiten adherirse a las superficies de las células humanas: todos estos elementos
potencian su capacidad de causar dafio.

3. Invasividad: Uno de los dos principales mecanismos mediante los cuales las bacterias
provocan enfermedad es la invasion del tejido seguida de inflamacion. Muchas bacterias
producen enzimas cuya funcién es ayudarles a invadir varios tejidos, algunas de estas
enzimas son:
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- Colagenasa y Hialuronidasa: Exotoxinas que degradan sus respectivos sustratos
intercelulares (colageno y acido hialurdnico), lo cual permite a la bacteria que se disemine
a través del tejido, la producen principalmente Streptococcus pyogenes y Porphyromona
melaninogénica entre otras.

- Coagulasa: Es una enzima producida principalmente por Staphylococcus aureus la cual
acelera la produccién de un coagulo de fibrina a partir de fibrin6geno, este coagulo
protege a la bacteria de la fagocitosis al cubrir el area infectada o recubrir al
microorganismo con una capa de fibrina.

- Proteasa anti IgA: La cual degrada IgA permitiendo al microorganismo adherirse a las
membranas mucosas, es principalmente producida por Neisseria gonorrhoeae vy
Haemophylus influenzae.

- Leucocidinas: Destruyen leucocitos, neutréfilos y macrofagos facilitando el
desplazamiento bacteriano limitando a los mecanismos de defensa.

4. Produccién de Toxinas: El segundo mecanismo importante usado por las bacterias
para originar o causar enfermedad es la produccion de toxinas, las cuales se dividen en
Endotoxinas y Exotoxinas.

a) Exotoxinas: son sintetizadas por varios grupos de bacterias Gram positivas y Gram
negativas, son polipéptidos que permiten a la bacteria fijarse a la membrana celular
penetrando en la célula y tener actividad téxica. La toxicidad de estas sustancias es muy
elevada y es producida por varios microorganismos entre otros Corynebacterium
diphtheriae, Clostridium tetani, Clostridium botulinum. etc. En casi todos los casos, la
toxina es la que causa mas dafio al organismo que la propia bacteria. Ejemplos:

Hemolisinas: Son exotoxinas que causan hemdlisis (lisis o ruptura de eritrocitos) es
producida principalmente por Estreptococos y Estafilococos coagulasa positivos.

1.- Estreptolisina O: Es sensible al oxigeno, produce in vitro lisis de eritrocitos en cajas
de agar sangre, tiene efecto leucotoéxico y cardiotoxico, es antigénica.
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2.- Estreptolisina S: Tiene caracteristicas similares a la Estreptolisina O pero esta no es
inmunogénica (porque no genera anticuerpos)

Lecitinasa: Enzima extracelular producida por ciertas bacterias como Clostridium
perfringens y Staphylococcus aureus entre otros, su funcion es romper las lecitinas y que
en agar yema de huevo forma una zona de opacidad alrededor de las colonias de los
microorganismos productores de esta enzima.

Catalasa: Enzima que rompe la molécula de H20, convirtiéndola en H,O + Oxigeno libre.

Bacteriocinas: Una bacteriocina es una toxina proteica sintetizada por una bacteria con
el fin de inhibir el crecimiento de bacterias similares o de cepas cercanas. Las
bacteriocinas son muy importantes en medicina, ya que suelen ser producidas por
especies no patogénicas que colonizan el cuerpo humano. Si estas desaparecen por
alguna causa, se da la oportunidad de infectar a un microorganismo que habitualmente no
seria capaz.

Algunas de las enfermedades donde estan implicadas exotoxinas como principales
causantes de dafio tenemos: Difteria, tétanos, gangrena gaseosa, botulismo, antrax,
choque téxico, fiebre escarlatina, diarrea, célera, tosferina, etc.

b) Endotoxinas: Son partes integrales de las paredes celulares de cocos y bacilos Gram
negativos, son lipopolisacaridos, de baja toxicidad, generalmente son las causantes de
fiebre, hipotensién, vasodilatacion e inflamacion. Existen bacterias que producen
endotoxinas y exotoxinas que por si solas no son capaces de hacer dafio al organismo,
pero que al unirse como bacteria secundaria al agente causal de alguna enfermedad,
potencializa sus productos transformandose estos en toxinas dafinas para el huésped,
por ejemplo Streptococcus agalactiae al unirse con Streptococcus pyogenes vy
Staphylococcus aureus produce en agar sangre un efecto conocido como CAMP positivo
en el cual se potencializa el efecto de la hemdlisis, conocida asi por sus siglas CAMP (de
Christie, de Atkins y de Munich-Peterson).

Los Streptococcus del grupo B (S. agalactiae) secretan el factor CAMP, una proteina
termoestable y difusible que interactua con la f hemolisina secretada por S aureus el cual
produce esfingomielinasa C que al unirse con el factor CAMP provoca un sinergismo de la
hemolisis (Punta de flecha)
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MATERIAL Y REACTIVOS

Cepas bacterianas:

Staphylococcus aureus productor de beta-toxina.
Streptococcus pyogenes
Streptococcus agalactiae

Medios de Cultivo:
1Tubo con plasma humano
2 cajas con agar sangre de carnero al 5%
1 caja con agar yema de huevo (agar LV)

Mechero e incubadora

SERVICIOS
Agua, luz y gas.

PROCEDIMIENTO

A) Hemolisinas:

Tomar una muestra de exudado faringeo de un compafiero con un hisopo estéril, y
sembrarlo en una caja con agar sangre por estria cruzada, incubar por 24 horas a 37°C
Observar los tipos de hemdlisis que se presentan y hacer lectura de la morfologia colonial
de las colonias cultivadas.

B) Prueba de CAMP:

Inocular una estria recta simple en una tercera parte central del agar sangre con
Staphylococcus aureus, colocar lo mas cerca posible una estria recta perpendicular a la
anterior con Sreptococcus pyogenes y otra al otro extremo con Streptococcus agalactiae,
teniendo cuidado de que ninguna estria haga contacto. Incubar a 37°C por 24 horas,
observar la presencia de una zona con forma de punta de flecha con hemdlisis
incrementada en la unién entre los Estreptococos y Estafilococos.
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C) Catalasa:

Tomar un portaobjetos perfectamente limpio y desengrasado, colocarle una gota de
Peroxido de hidrogeno (agua oxigenada) colocar una muestra de Staphylococcus aureus
mezclandolo en la gota de H,O,, observar cuidadosamente la formacion o no de burbujas

por efecto de la molécula de Oxigeno libre.

D) Lecitinasa:

Inocular la caja con agar yema de huevo con una muestra de Staphylococcus aureus por
estria cruzada, incubar a 37°C por 24 horas, observar una zona opaca u opalescencia
alrededor de las colonias agregar solucién saturada de sulfato de cobre eliminar el exceso
de reactivo y dejar secar, incubar por 20 minutos identificar las zonas que contienen

acidos grasos libres por la formacién de jab6n insoluble de color azul brillante.
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PROCEDIMIENTO
Catalasa Coagulasa Lecitinasa Hemolisinas

Tomar muestra de
Staphylococcus aureus exudado faringeo. Staphylococcus aureus p — toxina
Streptococcus agalactiae
Streptococcus pyogenes

"4 ! R '

Perdxido de hidrégeno - " agar vema de huevo . 4
(H,0,) asma humano o agat IV agar sangre de camero agar sangre de camero

, . - } "

Observar 1-3h/37°C 24h /37°C
cuidadosamente la
formacion de burbujas ObS&?r’var = / l \
formacion de un
por efecto de la A . s . .

molécula de O; libre. gulo. Agregar solucion de Observar los tipos de ~ Observar la presencia de hemolisis

CuSO0.. incubar 20 hemolisis que se incrementada (zona con forma de
minutos/ 37°C e presentan. Describir la punta de flecha).

identificar zonas de morfologia colonial.

color azul brillante.
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RESULTADOS

Leer morfologia colonial de las bacterias cultivadas, tipo de hemdlisis, y presencia o
ausencia de cada una de las enzimas y/o toxinas mencionadas anteriormente.

Cuestionario

1.-
2,-
3.-

4.-

¢,Cuales son las principales diferencias entre exotoxinas y endotoxinas?

Defina y diferencie patogenicidad y virulencia

Mencione en qué tipo de infecciones de cavidad bucal intervienen los mecanismos de
patogenicidad demostrados hoy en la préactica.

Mencione que factores de patogenicidad posee Staphylococcus aureus que son
importantes en cavidad bucal.
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Practica No. 2

IDENTIFICACION DE STAPHYLOCOCCUS

OBJETIVO

El alumno diferenciara cepas patdgenas y no patdgenas de estafilococos mediante
caracteristicas especificas observadas en los medios de cultivo y pruebas bioquimicas.

Para realizar la practica, el alumno debera revisar previamente los siguientes temas:

1. Morfologia de Staphylococcus.
2. Factores de patogenicidad producidos por Staphylococcus aureus.
3. Patologias en que esta involucrado este microorganismo.

FUNDAMENTO TEORICO

En la gran mayoria de las infecciones supurativas de cavidad oral se encuentra
involucrado el género Staphylococcus. Casi todas las personas tendran algun tipo de
infeccion por Staphylococcus aureus durante su vida, cuya intensidad va desde
envenenamiento por alimentos o infecciones cutdneas menores a infecciones graves que
ponen en peligro la vida.

Los estafilococos son cocos Gram positivos que se pueden encontrar aislados, en pares 'y
se dividen en mas de un plano formando racimos irregulares, por lo general son
acapsulados, aunque se han descrito formas capsuladas. Son inmoviles, figuran entre los
microorganismos no esporulados mas resistentes.

Los estafilococos se encuentran frecuentemente en la cavidad bucal. Aungue no en gran
cantidad las dos especies de particular interés son Staphylococcus aureus vy
Staphylococcus epidermidis. Ambos son aerobios y anaerobios facultativos relativamente
resistentes al calor y hasta cierto grado a desinfectantes. El Staphylococcus aureus es
coagulasa, catalasa y manitol positivos y transforman los teluritos en teluros. Crecen en
presencia de cloruro de sodio al 10%, son haldfilicos.

Se considera que los estafilococos son causa de ciertas infecciones de la cavidad bucal y
de las piezas dentales y compiten con los estreptococos como el agente mas frecuente de
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las infecciones bacterianas de la cavidad bucal. Los conductos radiculares infectados y
abscesos dentales, frecuentemente muestran al cultivo la presencia de Staphylococcus
aureus.

Staphylococcus aureus causa una gran variedad de enfermedades en el humano, los tres
grupos mas importantes son: las infecciones de la piel, de los 6rganos y de los tejidos
profundos y las toxinosis, la toxinosis es la formaciéon de toxinas que corresponde al
microorganismo

Entre las primeras destacan por su frecuencia la foliculitis, la celulitis, el impétigo; en el
segundo grupo se incluyen enfermedades de mayor gravedad como las bacteremias,
endocarditis, meningitis, osteomielitis, neumonias, mastitis, abscesos diversos, las
infecciones de heridas postquirargicas, artritis séptica, enterocolitis y las infecciones
genitourinarias, adquiridas tanto en ambiente comunitario como intrahospitalario. En el
grupo de intoxicaciones estan: la intoxicacién alimentaria, necrosis epidérmica tdxica,
sindrome de piel escaldada y el sindrome de choque téxico. Se han encontrado en
infecciones endoddnticas y en algunos abscesos periapicales.

Otra de sus caracteristicas es que presentan resistencia a los antibiéticos eficaces para
bacterias Gram positivas, incluyendo penicilina y los de amplio espectro. Pueden producir
enfermedad tanto por su capacidad para multiplicarse y extenderse con amplitud por los
tejidos como por su produccién de substancias extracelulares. Algunas de estas
sustancias son enzimas, otras se consideran toxinas, aunque pueden funcionar como las
anteriores.

CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE LOS ESTAFILOCOCOS

CARACTERISTICAS S. aureus S. epidermidis
Pigmento de colonias en agar S-110 Amarillo Blanco
Agar Sal y Manitol + -

Agar Vogel Jonhson Negro Blanco
Coagulasa + -
Hemolisinas + -
Lipasa - -
Catalasa + +

Fermentacion de azucares

Fermentacion de manitol

Fermentacion de sacarosa

+| +| +
+

Fermentacion de glucosa en aerobiosis

Licuefaccion de gelatina - -
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PRODUCCION DE ENZIMAS:
A) Coagulasa

Staphylococcus aureus produce esta enzima, puede incidir en un mecanismo alternativo,
ya sea como una enzima o un activador de un compuesto plasmatico para convertir el
fibrindgeno en fibrina, lo cual sugiere que la coagulasa es una sustancia similar a la
protrombina.

B) Catalasa

Los Staphylococcus producen catalasa que convierte al perdxido de hidrégeno en agua y
oxigeno. La prueba de la catalasa diferencia a lo estafilococos que son positivos, de los
estreptococos, que son negativos.

C) Fosfatasa

Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis producen esta enzima que rompe la
fenolftaleina difosfato produciendo un cambio de color debido a la fenolftaleina liberada
gue reacciona con un alcali para dar un color rosa brillante.

D) Beta -Lactamasas

Staphylococcus aureus produce estas enzimas que hidrolizan al anillo beta lactamico de
la penicilina (penicilinasas) o cefalosporina (cefalosporinasa) aunque son parcialmente
activas contra ambos grupos.

E) DNAsas

Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis las producen, la actividad de la
desoxirribonucleasa se correlaciona bien con la actividad de coagulasa. Se producen
zonas claras alrededor de las cepas y se coloca azul de toluidina 0.1% se produce un
color rosa alrededor del crecimiento de las cepas.

F) Hemolisinas
Staphylococcus aureus produce hemolisinas alfa, beta, gama y delta, siendo la
hemolisina beta de mayor importancia por su patogenicidad. La hemolisina beta es una
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fosfolipasa que presenta propiedades hemoliticas sobre los eritrocitos, produciendo
hemodlisis beta la cual se observa por un halo transparente alrededor de la colonia.

G) Toxina exfoliativa

Esta toxina de Staphylococcus aureus estéd constituida por lo menos por dos proteinas
gue producen la descamacién generalizada del sindrome estafilocécico de piel escaldada.
Hay anticuerpos especificos que protegen al sujeto contra la accion exfoliativa de la
toxina.

H) Hialuronidasa o factor de difusion: Degrada el acido hialurénico de la matriz del tejido
conjuntivo facilitando la diseminacion de la infeccion.

Staphylococcus en agar sangre produce beta hemolisis alrededor de la colonia.
Staphylococcus epidermidis en agar sangre no produce hemolisis.

En agar Vogel Johnson, el crecimiento de los gérmenes es inhibido casi totalmente por el
telurito. EI manitol sirve como sustancia reaccionante para la diferenciacion, pues es
degradada a acido por la mayoria de los Staphylococcus patégenos. Los Staphylococcus
patégenos reducen ademas el telurito de potasio a teluro metalico y en consecuencia
producen colonias de color negro.

La formacion de acido se comprueba por el viraje a amarillo que sufre el manitol con rojo
de fenol.

MATERIAL Y REACTIVOS

CEPAS: Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis

MEDIQOS: 1 caja agar sal y manitol
1 caja agar S-110
1 caja agar sangre de carnero
1 caja Vogel Johnson

TUBOS: 2 Caldo: Glucosa con rojo fenol
2 Caldo: Manitol con rojo fenol
2 Plasma citratado
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- Hisopo

- Portaobjetos
- Mechero

- Incubadora

REACTIVOS: Peréxido de Hidrégeno
SERVICIOS: Agua, luz, gas.
PROCEDIMIENTO

A) FERMENTACION DE MANITOL

Sembrar una caja de agar sal y manitol la mitad con Staphylococcus aureus y la otra
mitad con Staphylococcus epidermidis por estria cruzada. Incubar a 37°C de 24 a 48
horas.

B) PRODUCCION DE HEMOLISINAS
Sembrar en agar sangre la mitad con Staphylococcus aureus y la otra mitad con
Staphylococcus epidermidis por estria cruzada. Incubar a 37°C de 24 a 48 horas.

C) PRODUCCION DE COAGULASA

En un tubo con plasma citratado, inocular una asada por suspension de una cepa de
Staphylococcus aureus y en otro tubo con Staphylococcus epidermidis. Incubar durante 1
a 3 horas a 37° C.

D) PRODUCCION DE CATALASA

Tornar una asada de la cepa de Staphylococcus aureus y suspender sobre un
portaobjeto, adicionarle 1 o 2 gotas de peréxido de hidrogeno. Realizar lo mismo con
Staphylococcus epidermidis.

E) MEDIOS DE CULTIVO DIFERENCIAL Y SELECTIVO

Agar: Vogel Johnson

Sembrar una caja con agar Vogel Jonhson la mitad con Staphylococcus aureus y la otra
mitad con Staphylococcus epidermidis por estria cruzada. Incubar a 37°C de 24 a 48
horas.
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Agar: S-110
Sembrar una caja con agar S-110 la mitad con Staphylococcus aureus y la otra mitad con
Staphylococcus epidermidis por estria cruzada. Incubar a 37°C de 24 a 48 horas.

F) PRUEBAS BIOQUIMICAS
-En un tubo de glucosa con rojo de fenol inocular una asada por agitacién de una cepa de
Staphylococcus aureus y en otro tubo con Staphylococcus epidermidis.

-En un tubo de manitol con rojo de fenol inocular una asada por agitacion de una cepa de
Staphylococcus aureus y en otro tubo con Staphylococcus epidermidis.

PROCEDIMIENTO

Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis

v ' ' \

v \

. Aislamiento en medios selectivos.
Pruebas especiales.

v E

(utilizar la mitad de la placa para cada cepa)

v

catalasa coagulasa agar S-110 agarsal y agar Vogel
manitol Johnson
Peroxido de
cao Plasma
hidrégeno I
(H,0,). :
24h /37°C
Observar
cuidadosamente  {_3p/37°C
- formgcnon e Observar v describir la morfologia colonial
burbujas por Observar| m
focto it I servar la caracteristica.
o formacién
molécula de O, -

libre. coagulo.

Acido a partir
de
carbohidratos.

v

c. rf + glucosa
c. rf + manitol

6t

wlw
¥

Hemolisis.

v

agar sangre de
camero

¥

Observarla  Observar los tipos
formacionde  de hemdlisis que
acido a partir se presentan.
de cada Describir la
carbohidrato. morfologia
colonial.
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RESULTADOS

- De cada una de las cajas de agar sembradas reportar morfologia colonial.
- En la caja de agar sal y manitol observar cambio de coloracién del medio por
efecto de la fermentacion del manitol.

- Caja agar Vogel Johnson Staphylococcus aureus producen colonias pequefas
negras, con halo amarillo Staphylococcus epidermidis colonias pequefias, negro-
grisaceas, sin halo.

- Caja de agar S 110 Staphylococcus aureus; Las colonias son lisas, redondas de
bordes enteros, cremosas de color blanco porcelana o amarillo. Staphylococcus
epidermidis; las colonias son lisas, de forma circular con bordes enteros
ligeramente irregulares de color blanco.

- Caja de agar sangre; Observar los tipos de Hemolisis.

- Enla prueba de coagulasa; observar la formacion del coagulo.

- En la prueba de catalasa; esperar ver la formacion inmediata de burbujas y
reportar la prueba como (+), si no hay burbujeo se reporta (-).
- En las Pruebas Bioquimicas reportar cambio de coloracion de rojo a amarillo como

(+).
Cuestionario
1.- Mencione la etiopatogenia de la celulitis y de la osteomielitis
2- Mencione la importancia que tiene la contaminacion de alimentos por Staphylococcus
aureus
3.- Expliqgue como actla la coagulasa producida por Staphylococcus aureus y su

importancia en la patogenia.

4.- Mencione los factores de patogenicidad que produce el Staphylococcus aureus en el
abceso periapical

5.-Describa la conducta a seguir en un paciente que presente un absceso periapical
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Practica No. 3

MICROORGANISMOS DE IMPORTANCIA EN CARIES DENTAL

OBJETIVO

Proporcionar al alumno el conocimiento de las caracteristicas metabdlicas, fisioldégicas y
morfolégicas de algunos de los microorganismos involucrados en el proceso de caries
dental.

Para realizar esta préactica, el alumno debera revisar previamente lo siguiente:

1.- Definicién de caries dental.

2.- Relacion entre Lactobacillus acidophilus y Streptococcus mutans en el proceso de
caries dental.

3.- Importancia de Streptococcus mutans en la formacién de placa dentobacteriana.

FUNDAMENTO TEORICO

El conocimiento profundo de los microorganismos involucrados en la caries dental es de
suma importancia para el cirujano dentista ya que se enfrentard diariamente a esta
patologia y al conocer a estas bacterias podra aplicar medidas preventivas contra esta
enfermedad que es actualmente clasificada como una enfermedad bacteriana,
multifactorial y un problema de salud publica mundial.

La caries dental es una enfermedad multifactorial en la cual intervienen factores
intrinsecos y extrinsecos, el aspecto microbioldégico es uno de los principales factores
productores de caries.

La cariologia moderna considera que en el desarrollo de caries dental intervienen
elementos relativos al hospedero que no se consideraban en la triada inicial de Keyes,
entre los que estan:

Factores Socioecondémicos Factores Culturales Habitos dietéticos e higiénicos

Anatomia Dental Saliva Microorganismos cariogénicos

Respuesta Inmune Tiempo
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Figura 1. Factores asociados a la etiologia de la caries dental. Adaptado de Fejerskov,
2004. - Fuente: Negroni, Microbiologia estomatoldgica. p 248.
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Todos ellos interactian en el proceso de caries dental como se puede observar en la
figura 1 que describe los factores asociados a la etiologia de la caries dental.

Como sabemos después del cepillado dental en un lapso no mayor a 2 horas se forma la
pelicula adquirida que se encuentra libre de bacterias inicialmente, después son varios los
mecanismos que intervienen en la colonizacion bacteriana inicial de las superficies
dentales:

- Colonizacién primaria (adherencia bacteriana a la pelicula adquirida)
- Colonizacién secundaria (agregacion interbacteriana y multiplicacion)

La colonizaciéon primaria se inicia una vez establecida la pelicula adquirida en la cual
comienzan a depositarse las primeras poblaciones bacterianas en forma especifica.

En un primer momento, las bacterias colonizadoras son estreptococos del grupo viridans
como Streptococcus mutans y/o Streptococcus sanguis, esto dependera de la presencia
de sacarosa, pues se ha reportado que existen placas dentobacterianas no cariogénicas,
es decir sin presencia de Streptococcus mutans.

La colonizacién secundaria se divide en dos fases:

1. Agregacion interbacteriana: El desarrollo de la poblacion bacteriana en la placa en
transformacion es un proceso progresivo durante el cual la placa aumenta de grosor y
complejidad.

En esta etapa el mecanismo de adherencia y adicién bacteriana depende exclusivamente
de la sacarosa y de la sintesis extracelular de los polimeros de glucosa a partir del
desdoblamiento de la sacarosa en glucosa y fructosa, Streptococcus mutans produce en
presencia de glucosa polimeros adherentes llamados dextranas que permiten la
colonizacién de otros microorganismos, dando paso a la siguiente fase.

2. Multiplicacion: al principio la poblacion bacteriana est4 constituida por cocos
Grampositivos, transformandose rapidamente en una placa compleja que incluye otros
cocos, bacilos y filamentos Grampositivos. Por otra parte las condiciones acidogénicas
creadas por los colonizadores primarios facilitan el desarrollo de especies diferentes tales
como Veillonela y lactobacilos, que prefieren un medio acido para su desarrollo.




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE MECANISMOS INFECCIOSOS Y RESPUESTA

"

INMUNE DEL SISTEMA ESTOMATOGNATICO sz,Eg‘;A
Fecha de elaboracion o revision Version Pagina
SGC-FESZ-CD-ML06 29/01/2019 1 327155

Numerosos estudios han demostrado que Streptococcus mutans esta relacionado con el
inicio de la placa dentobacteriana y su presencia en ella implica cariogenicidad, este
microorganismo fue descrito por primera vez por Clarke en 1924, y es parte del grupo
viridans donde también estan:

- Streptococcus sanguis: Involucrado en caries de superficies, puntos y fisuras.

- Streptococcus salivarius: Puede producir lesiones semejantes a caries in vitro, pero se
encuentra en pocas cantidades en la placa dentobacteriana.

- Streptococcus mitis: Se encuentra en la placa dentobacteriana.

El género Lactobacillus se considera un invasor secundario de la placa dentobacteriana,
este microorganismo es un gran productor de acido lactico y se encuentra entre las
bacterias més acidofilas conocidas, también son capaces de producir &cidos a un pH muy
bajo (aciduricos) aunque estas caracteristicas son potencialmente cariogénicas. Los
lactobacilos presentan poca afinidad por las superficies dentales y en consecuencia no se
le implica en el comienzo de caries del esmalte, sin embargo estan implicados en el
avance de las lesiones de dentina.

Otros microorganismos como Neisseria, Bacteroides. Bifidobacterium, Clostridium,
Eubacterium, Propionibacterium y Rothia tienen poco potencial acidégeno y acidotolerante
por lo que tienen un bajo potencial cariogénico.

Algunos Actinomyces predominan en la placa dental, caries de dentina, calculo dental y
en caries radicular. Estos se pueden presentar solos o en asociacion con otras especies
por su capacidad de formar levanas a partir de fructuosa forman &cido butirico y
propidnico.

Microbiolégicamente los Streptococcus del grupo viridans han sido aislados de
todos los sitios de la boca y comprenden un gran porcentaje de la microbiota normal. Son
cocos Grampositivos, de forma esférica u oval, que se agrupan en pares o cadenas,
inmoviles, no esporulados, catalasa negativos, aerobios y anaerobios facultativos, al
fermentar azlcares producen &cido lactico y férmico, etanol y bidéxido de carbono, con
crecimiento optimo a 37° C.

Al ser cultivados en agar mitis salivarius que es un medio selectivo para este grupo se
diferencian facilmente por presentar colonias altas, convexas, apulvinadas, celestes,
mucoides de 0.5 a 1 mm de diametro, opacas, y tienen aspecto de vidrio esmerilado.
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Microbiolégicamente los Lactobacillus se han aislado de caries activas y profundas
son microaerofilos o anaerobios, con forma de bacilos Grampositivos, no espordégenos,
generalmente inmdaviles, con requerimientos nutricionales complejos, algunas especies
producen acido lactico como producto final de su metabolismo (homofermentativos: L.
acidophylus y L. casei) y otros producen diferentes acidos organicos y gas como
productos finales (heterofermentativos: L. fermentum, L. brevis). Su medio de cultivo
selectivo es principalmente Agar Rogosa.

Microbiolégicamente los Actinomyces son muy comunes en la placa supragingival
humana, en caries radicular y en enfermedad periodontal; son bacilos rectos o curvos,
pleormérficos, Grampositivos, en ocasiones con células ramificadas, anaerobios,
microacrofilicos o facultativos, forman microcolonias a las 24 6 48 horas de cultivo, crecen
en agar sangre de carnero como medio enriquecido. Dentro de este grupo se encuentran
A. viscosus, A. israelii A bovis, A. naeslundii, Arachnia propionica y Rothia dentocariosa.

Pruebas bioquimicas: Son pruebas de metabolismo microbiano que sirven para identificar
plenamente el género y la especie de un microorganismo, es la Unica forma para asegurar
gué microorganismo estamos cultivando, por ejemplo: si sembramos en un medio
selectivo para Staphylococcus, podemos asegurar que lo que crecerd seran
microorganismos de este género (Staphylococcus) pero no podremos decir la especie
hasta no realizar las pruebas bioquimicas. Estas pruebas de metabolismo son muy
variadas generalmente se basan en la capacidad de cada especie microbiana para
fermentar azlcares, formar gas, producir acidos, etc.

Teniendo estos resultados, se debe acudir a tablas ya conocidas y que se encuentran en
la gran mayoria de los libros de microbiologia, en este caso se anexan a esta practica las
tablas necesarias para identificar a los microorganismos que cultivaremos.
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MATERIAL Y REACTIVOS

Medios de cultivo:
1 placa de agar Mitis Salivarius (SMS).
1 placa de agar Rogosa
1 placa de agar sangre de carnero al 5% (AS).
1 tubo con caldo tioglicolato + suero de conejo al 1% + diente con caries con 72
horas de incubacién a 37°C.
Hisopo estéril.
Pruebas bioquimicas:
Estreptococos
1 tubo de caldo manitol con rojo de fenol (RF)

1 tubo con caldo sorbitol con rojo de fenol (RF)
1 tubo de caldo nitrato
Lactobacilos

1 tubo de caldo nitrato
1 tubo de caldo salicina con rojo de fenol
1 tubo de caldo sorbitol con rojo de fenol

Catalasa:
1 frasco con peroéxido de hidrégeno
1 portaobjetos
Gram: Equipo para tincion: cristal violeta, lugol, alcohol-acetona y safranina

Mechero e incubadora

SERVICIOS: Agua, luz y gas.
PROCEDIMIENTO

Esta practica se realiza en dos sesiones:
Primera sesion

A) Estreptococos

- Tomar con un hisopo estéril una muestra del caldo tioglicolato + suero de conejo al 1% +
diente con caries con 72 h de incubacién a 37°C y sembrar una placa de agar mitis
salivarius por estria cruzada.

Etiquetar la caja e incubar a 37° C por 24 horas.
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B) Lactobacilos

- Tomar con un hisopo estéril una muestra del caldo tioglicolato + suero de conejo al 1% +
diente con caries, con 72 h de incubacién a 37°C y sembrar una placa de agar Rogosa
por estria cruzada.

- Etiquetar la caja e incubar a 37°C por 24 horas en atmésfera parcial de anaerobiosis.

C) Actinomicetos

- Tomar con un hisopo estéril una muestra del caldo tioglicolato + suero de conejo al 1% +
diente con caries, con 72 h de incubacién a 37°C y sembrar una placa de agar sangre de
carnero al 5% por estria cruzada.

- Etiquetar por separado e incubar a 37°C por 24 horas en atmdsfera parcial de
anaerobiosis.

Segunda sesién

A) De la placa de agar Rogosa tomar una colonia y sembrar un tubo con caldo nitrato por
agitacion.

De esta misma placa tomar una colonia y sembrar un tubo con caldo salicina con rojo
de fenol por agitacion.

De esta misma placa tomar una colonia y sembrar un tubo con caldo sorbitol con rojo
de fenol por agitacion.
Etiquetar los 3 tubos e incubar a 37°C por 24 horas.

B) De la placa de agar mitis salivarius tomar una colonia y sembrar un tubo caldo manitol
con rojo de fenol por agitacion.

De la misma placa tomar una colonia y sembrar un tubo caldo sorbitol con rojo de fenol
por agitacion.

De la placa de agar mitis salivarius tomar una colonia y sembrar un tubo con caldo
nitrato por agitacion
Etiquetar estos tubos e incubar a 37°C por 24 horas.

C) Realizar la prueba de catalasa y la tinciébn de Gram de una colonia caracteristica de
cada una de las tres cajas sembradas en la primera parte de esta practica
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TINCION DE GRAM

Es definida como una tincion diferencial, ya que utiliza dos colorantes y clasifica a las
bacterias en dos grandes grupos: bacterias Gram negativas y bacterias Gram positivas.
Fue desarrollada por el cientifico danés Hans Christian Gram en 1884. Los principios de la
tincion de Gram estan basados en las caracteristicas de la pared celular de las bacterias,
la cual le confiere propiedades determinantes a cada microorganismo. La pared celular de
las bacterias Gram negativas esta constituida por una capa fina de peptidoglicano y una
membrana celular externa, mientras que las bacterias Gram positivas poseen una pared
celular gruesa constituida por peptidoglicano, pero no cuentan con membrana celular
externa; asi pues, la composicién quimica y el contenido de peptidoglicano en la pared
celular de las bacterias Gram negativas y Gram positivas explica y determina las

caracteristicas tintoriales.

La tincion de Gram se basa en realizar primero un extendido de una muestra en una gota
de agua colocada sobre un portaobjeto y posteriormente fijarlo al calor con el método de

koch, a este procedimiento se le conoce como “frotis”.

REALIZACION DEL FROTIS \\
- N
e — - — |}

Colocar 2 gotas de agua .
Con el asa esteril tomar una

muestra de
microorganismos y
mezclarla con el agua

1
Fijacaltalor
con ayuda del
mechero
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TECNICA
Una vez realizado el frotis se siguen los siguientes pasos:

1.- Cubrir superficie del preparado con cristal violeta y dejar en contacto por 1 minuto (colorante

primario).

2.- Lavar con agua.

3.-Cubrir la muestra con yodo lugol por 1 minuto (mordiente).
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5.- Colocar alcohol acetona por 15 segundos (decolorante).

P4

6.- Lavar con agua.

7.- Cubrir la muestra con safranina por 1 minuto (color de contraste).

8.- Lavar con agua.

9.- Dejar secar y observar al microscopio

& 3 Lépez JLE, Hernandez DM, Colin CCA, Ortega PS, Cerdén-GG, Franco CR. Las
P % tinciones basicas en el laboratorio de microbiologia. Medigraphic 1(3) 2014
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RESULTADOS DE LA PRIMERA Y SEGUNDA SESION
PROCEDINMIENTO
Primera sesion
caldo tioghcolato /
suero de conejoal 1%
diente con canies
72h/37°C. tomarmuestra con hisopo
esténl v descargaren las
placasdeagar.
agar mitis salivanus agar Rogosa agar sangre de camero

aislamuento

Segunda sesion

pruebas
bioquimicas

catalasa,
v tincion de Gram

—

' \

W0

caldo nitrato caldo nitrato

caldo rojo de fenol = manitol  caldo rojo de femol = salicma
caldo rojo de fenol = sorbitol  caldo rojo de fenol = sorbitol

/

24h /37°C 24h / 37°C anaerobiosis parcial
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Nota: Esta es una practica en dos sesiones, pero se entregara un solo reporte de
practicas.

- Estreptococos:

Leer la morfologia colonial de una colonia aislada en la placa de agar mitis salivarius,
reportar los resultados correspondientes a la prueba de catalasa, tincion de Gram y de las
pruebas bioquimicas mencionando con base en estos resultados el género y especie de
la bacteria cultivada (auxiliarse de la tabla 1).

Para la correcta lectura de la prueba de Caldo Nitrato agregar 2 gotas de cada
componente del reactivo de Griess (1 gota de Acido Sulfanilico y 1 gota de Alfa Naftil
Amina) y observar una coloracion rosa, que significa una prueba positiva.

- Lactobacilos:

Leer la morfologia colonial de una colonia aislada en la placa de agar Rogosa, reportar los
resultados correspondientes a la prueba de catalasa, tincion de Gram y de las pruebas
bioquimicas mencionando con base en estos resultados el género y especie de la bacteria
cultivada (auxiliarse de la tabla 2).

Para la correcta lectura de la prueba de Caldo Nitrato agregar 2 gotas de cada
componente del reactivo de Griess (1 gota de Acido Sulfanilico y 1 gota de Alfa Naftil
Amina) y observar una coloracion rosa, que significa una prueba positiva.

- Actinomicetos:

Leer la morfologia colonial de una colonia aislada en la placa de agar sangre, reportar los
resultados correspondientes a la prueba de catalasa y tincibn de Gram de las colonias
crecidas en este medio.

Material de apoyo:
Tabla 1: Diferenciacion de algunos estreptococos del grupo viridans
Tabla 2: Diferenciacion de lactobacilos

Cuestionario

1.- Explique la patogenia de la caries dental.

2.- Mencione la importancia de los microorganismos anaerobios en la produccién de
caries dental.

3.- Explique por qué se agrega sacarosa al agar mitis salivarius

4.- Mencione por qué es selectivo el agar Rogosa para los lactobacilos.

5.- Defina caries dental dando un enfoque multidisciplinario.
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Tabla 1. Diferenciacién de algunos Streptococcus del grupo viridans

Especie

S. mutans

S. rattus

S.sobrinus

S. crisetus

S. ferus

Serovar

E

F

B

D

G

A

Determinante
antigénico
(serovar)

glucosa

(B) (1-4)

glucosa

()

(1-4)

galactosa

galactosa

(B) (1-6)

galactosa

ND

glucosa

(B) (1-6)

ND

Carbohidrato de
pared celular

glucosa /
ramnosa

galactosa /
ramnosa

glucosa /
lactosa /
ramnosa

glucosa /
lactosa /
ramnosa

glucosa /
ramnosa

Fermentacién

Manitol

Sorbitol

+/-

+/-

Rafinosa

Melobiosa

ND

NH; a partir de
arginina

Crecimiento en
bacitracina
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Tabla 2
Diferenciacion de lactobacilos
Especie 1(2|3|4|5|6|7|8]9]10
Crecimiento a 15° C -] ]-|+]+|+|D]|- |-
Crecimiento a 45° C + |+ |+ +|d]-1-1-1+]-
Gas de glucosa T e
Produccidn de acido a partir de carbohidratos
Arabinosa - - -] -1dl-]- -
Galactosa +|D| -+ |+|+|w]| - -
Lactosa +|-|d|+|d|+|d|D +
Maltosa + |+ ++]+]+]+]- +
Manitol S T N B A B o B D
Molecitosa e Y . -
Salicina +|+|+|d|+|+]|-|D -
Sorbitol -l -l -11j2)1]-1- -
Trehalosa N I e e T i o N S -
Reduccion de nitratos - -] - -

1.- Lactobacillus acidophilus
2.- Lactobacillus jenseni

3.- Lactobacillus leichmannii
4.- Lactobacillus salivarius
5.- Lactobacillus casei

+ =85 a 100% de las cepas son positivas

6.- Lactobacillus plantarum
7.- Lactobacillus brevis

8.- Lactobacillus celobiosus
9.- Lactobacillus fermenti

10.- Lactobacillus odontolyticus

- =15 % de las cepas son positivas

d =16 a 84 % de las cepas son positivas

w = reaccion débil
| = reaccién tardia
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Practica No. 4

PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD A CARIES DENTAL

OBJETIVO

Que el alumno conozca algunas de las pruebas microbiolégicas utilizadas para determinar
la susceptibilidad de desarrollar caries dental.

Para realizar esta préactica, el alumno debera revisar previamente lo siguiente:

1.- Los principales agentes causales microbianos de la caries dental.
2.- Cudl es la relacion de la placa dentobacteriana (biofilm) y la caries dental.
3.- Cuales son las caracteristicas metabdlicas de los microorganismos cariogénicos

FUNDAMENTO TEORICO

La caries dental es una enfermedad multifactorial en la cual intervienen factores
intrinsecos y extrinsecos, el aspecto microbiolégico es uno de los principales factores
productores de caries. La cariologia moderna considera que en el desarrollo de la caries
intervienen elementos relativos al hospedero o huésped que no se consideraban en la
triada inicial de Keyes, entre los que estan:

Respuesta
Inmune C> Factores
socioeconémicos

=

saliva Anatomia

dental

Factores
culturales

x‘. ) Habitos /
Icroorganismos

P dietéticos e
carlogenicos

higiénicos
h Exudado @

gingival

Tiempo
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Las pruebas de susceptibilidad de caries se han empleado durante muchos afios en la
investigacion odontolégica y algunas se han adaptado para el uso rutinario en el
consultorio dental. Estas pruebas son utiles para el diagnostico y prondstico de la
susceptibilidad de desarrollo de caries del individuo. Estas pruebas son capaces de
predecir la formacién de caries con 3 a 6 meses de anticipacién y se basan en la teoria
acidogénica de la caries, es decir, en la presencia, niamero y acciéon de los
microorganismos que metabolizan azlicares como la glucosa. No son pruebas definitivas
para el diagndstico pero sin embargo son (tiles en la formacion del estudiante, porque le
permite obtener conocimientos sobre la importancia que tiene la presencia, el nimero y
las caracteristicas de los microorganismos de la cavidad oral.

Se han descrito numerosas pruebas de susceptibilidad de caries en la literatura mundial.
El hecho mas significativo de que se hayan elaborado, nos demuestra que los
investigadores estan interesados en identificar si existe susceptibilidad individual a la
caries y esto sugiere que existe una necesidad muy clara de que se establezca una
buena prueba. Actualmente en la practica clinica es posible medir el nivel de
Streptococcus mutans y de especies de Lactobacillus en saliva mediante métodos
comerciales o de laboratorio sencillos como: Dentocult LB (Lactobacillus), Dentocult SM
(Streptococcus), prueba de Snyder, prueba de fermentacion de manitol, determinacion de
fluido salival y determinacion de capacidad amortiguadora salival.

Las primeras cuatro pruebas mencionadas son especificas para cuantificar bacterias
(Dentocult LB, Dentocult SM) o para conocer la capacidad de los microorganismos de
fermentar azlcares y producir acidos (prueba de Snyder, prueba de fermentaciéon de
manitol).

PRUEBA DE MANITOL
Es una prueba disefiada para detectar Streptococcus mutans por su capacidad de

fermentar manitol, ya que es el Unico Streptococcus Gram positivo de la cavidad bucal
que fermenta este carbohidrato acidificando el medio; este efecto de cambiar el pH se
observa por la reaccion del parpura de bromocresol, que es un colorante indicador de pH,
el cual en un medio neutro se observa color morado y cuando cambia ese pH neutro por
pH &cido el color cambia o vira de morado a amarillo en 24 horas. Esta prueba es solo
cualitativa, es decir solo evidencia la presencia de Streptococcus mutans pero no indica
cuantas bacterias estan presentes.
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PRUEBA DE SNYDER

La prueba de Snyder sirve para determinar la capacidad de los microorganismos de la
saliva para producir acidos cuando una muestra de la misma es inoculada en un tubo que
contiene medio de cultivo con agar rico en glucosa y con indicador de pH, que en este
caso el utilizado es el verde de bromocresol.

La glucosa es metabolizada por las bacterias de la saliva generando acidos, lo que origina
una disminuciéon del pH que vira el color verde original del medio hacia amarillo con un
cambio de pH neutro a uno &cido, esta prueba es cualitativa, pero se puede obtener el
riesgo a caries 0 a la cantidad aproximada de lactobacilos por la velocidad de cambio de
color o acidificacidon del medio, ya que se debe de leer durante 24, 48 y 72 horas, esto nos
indicara que si hay muchas bacterias cariogénicas y gran produccion de acido el cambio
sucederd a las 24 horas, si la cantidad de bacterias y el &cido formado por ellas es
moderado cambiara a las 48 horas y si es muy bajo en cuanto a bacterias y acido
cambiara a las 72 horas, también puede ser que no cambie lo cual indica que no hay
bacterias productoras de acido en la saliva.

Otras pruebas de interés odontol6gico son la prueba Dentocult SM, selectiva para
Streptococcus mutans y la Dentocult LB para Lactobacillus las cuales se basan en la
densidad de crecimiento en la tira por UFC/ml (unidades formadoras de colonias por
mililitro) de saliva. Las cuales nos llevaran a catalogar al paciente con bajo, medio y alto
recuento de bacterias y por lo tanto un alto, medio o bajo o nulo riesgo de padecer caries
dental.

Todas estas pruebas microbiolégicas nos auxilian en la prevencion de caries dental y
estan apoyadas basicamente en la capacidad de Streptococcus mutans y Lactobacillus de
fermentar carbohidratos produciendo acidos los cuales inician la desmineralizacion del
esmalte dental
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MATERIAL Y REACTIVOS

2 tubos con medio Snyder

2 tubos con caldo Manitol con purpura de bromocresol
2 tubos de ensaye estériles

2 pipetas estériles de 1 ml

1 gradilla

1 mechero

Bafio Maria

Incubadora.

SERVICIOS: Agua, luz, gas

PROCEDIMIENTO
- Colectar dos muestras de saliva en los tubos estériles, siempre cerca del mecheroy
levantar indice CPO a cada uno de los donadores de saliva.

- Medio Snyder:

- Colocar los tubos con medio Snyder en bafio maria hasta que estos se licten, dejarlos
enfriar hasta una temperatura aproximada de 45° C.

-Tomar 0.5 ml de saliva y colocarla en el tubo con medio Snyder.

-Agitar hasta que la saliva y el medio queden perfectamente mezclados.

-Incubar a 37° C por 24,48 y 72 horas (hasta que cambie de verde a amatrillo, pero no mas
de 72 horas).

-Leer resultados a las 24, 48 y 72 horas.

Caldo Manitol

-Tomar 0.5 ml de saliva y colocarlos en el caldo manitol.

- Agitar hasta que la saliva y el medio queden perfectamente mezclados.
- Incubar a 37° C por 24 horas.

- Leer cambio de color.
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PROCEDIMIENTO
g
i u
U S
Colectar I tra de saliva.
R TR Colocar el medio de Snyder en bafio
Maria hasta que su consistencia sea
liquida.
Medir 0.5 ml de saliva para inocular cada medio.
Caldo manitol + purpura de bromocresol. Medio de Snyder liquido.

=

Agitar para obtener una mezcla homogénea. Agitar antes de que el medio se enftie, para obtener una

mezcla homogénea.
24h/37°C

Observar la actividad de caries por Streptococcus mutans

con la produccién de 4cido a partir de manitol. El
indicador vira del purpura al amarillo.

Observar la actividad de caries por Lactobacillus spp. con
la produccién de dcido a partir de glucosa. El indicador
vira del verde al amarillo.

Si no existe vire a las 24h, incubar por 24h o hasta 48 h
mas.

RESULTADOS

PRUEBA DE SNYDER

Leer el cambio de color durante tres dias comparando el cambio de color con un tubo sin

inocular y acudir a la siguiente tabla para analizar los resultados, correlacionar estos con
el indice CPO.

Tiempo de Incubacion
Actividad de 24 horas 48 horas 72 horas
caries
Marcada Positivo Positivo Positivo
Moderada Negativo Positivo Positivo
Ligera Negativo Negativo Positivo
Negativa Negativo Negativo Negativo
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PRUEBA DE MANITOL

Leer cambio de color de morado a amarillo a las 24 horas de incubacion, si se presenta
cambio significa que en la saliva del donador esta presente Streptococcus mutans.

Relac

ionar este resultado con el indice CPO.

Cuestionario

4.
BIBLI

1.

2.

Mencione las medidas preventivas que le daria a un paciente con alto riesgo de

caries dental.

Expligue porque en un paciente con caries activa se encuentra un mayor nimero

de Lactobacillus

Mencione los factores que intervienen en el proceso carioso ademas del

bacteriano.

Mencione los métodos empleados para la inmunizacion contra la caries dental.
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PRACTICA No. 5

MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE MYCOBACTERIUM (BAAR+)

OBJETIVO

El alumno estudiara las caracteristicas del género Mycobacterium, enfatizando en las
especies patégenas para el hombre.
Describira el procedimiento para tincion de los bacilos acido alcohol resistentes (BAAR).

Para realizar la practica, el alumno revisara previamente lo siguiente:

1.- Enfermedades que se encuentran involucradas con este microorganismo.
2.- Por qué se utiliza la técnica de Ziehl-Neelsen para esta bacteria.

FUNDAMENTO TEORICO

Las infecciones del hombre por micobacterias son basicamente de dos tipos:

1) tuberculosis, que suele ser una infeccion de las vias respiratorias (M. tuberculosis),
pero que a veces se adquiere por ingestion de productos lacteos (M. bovis).

2) lepra (M. leprae), que es principalmente una enfermedad de la piel.

Ambos padecimientos son crénicos y pueden durar afios, ocasionando lesiones
destructivas como resultado de la reaccion de inmunidad celular contra los
microorganismos y sus productos.

Las especies de micobacterias patdgenas para el hombre son: Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium leprae y Mycobacterium bovis.

Son bacterias de forma bacilar ocasionalmente filamentosas, raras veces presenta micelio
aunque también se pueden encontrar formas cocoides, son inmoéviles, no capsuladas,
aerobio estricto, no forma esporas y en cultivos jovenes son bacilos acido alcohol
resistentes (BAAR).
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Los bacilos tuberculosos (agente causal de la tuberculosis humana) estan caracterizados
por su resistencia al alcohol y a los acidos, por lo tanto son llamados bacilos “acido
alcohol resistentes” (BAAR). Se tifien con dificultad, pero una vez tefidos resisten la
decoloracion por los acidos o por el alcohol, lo cual depende de la integridad de su
cubierta de cera.

Se emplea la técnica de Ziehl Neelsen para la identificacion de las bacterias. Esta
consiste en cubrir el frotis con carbolfucsina de color rojo y se calienta hasta que
comienza a emitir vapor durante unos 7 minutos para que el colorante penetre en la
bacteria es importante no dejar secar la preparacion humectandola con el mismo
colorante,lavar con agua, y decolorar con alcohol acido, lavar con agua y por ultimo se
cubre con una solucion de azul de metileno durante 30 segundos.

La presencia de pared celular peptidoglicolipida y el tamafio de la micobacteria son dos
de las caracteristicas mas importantes usadas para distinguir estos microorganismos de
los hongos, ya que contiene significativamente altas concentraciones de lipidos en su
pared.

Los microorganismos tienen un crecimiento lento. Su tiempo de desarrollo macroscopico
de las colonias es de 2 a 60 dias. En el medio Lowenstein-Jensen su agente inhibidor es
el verde de malaquita, sus colonias son elevadas, rugosas, de consistencia seca,
granular, adherentes no pigmentadas en forma de coliflor.

Aspectos Orales

Es importante tomar en consideracién que cerca del 3% de pacientes con tuberculosis de
evoluciébn crénica y con neumonia por Mycobacterium tuberculosis, presentan
manifestaciones orales, que involucran tejidos blandos, ganglios linfaticos y tejidos 6seos
incluyendo alvéolos de dientes recién extraidos.

La presencia de Mycobacterium tuberculosis en cavidad oral, implica un constante riesgo
de infeccion tanto para el odontélogo como para todo el equipo de salud y convertirse en
otra fuente de diseminacién de la infeccion, considerando que un gran numero de
microorganismos incluyendo éste, puede ser transmitido por saliva y esputo

Debe tomarse en cuenta el riesgo al que se expone el dentista en adquirir la tuberculosis
y convertirse en otra fuente de diseminacion de la infeccion.
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El bacilo tuberculoso es capaz de sobrevivir en muchas superficies durante semanas y
muestra una gran resistencia a muchos desinfectantes. El principal medio de transmision
de Mycobacterium tuberculosis es por gotas de saliva.

En pacientes que presentan una baja resistencia en su respuesta inmune, se observa un
aumento de la susceptibilidad a la tuberculosis por ejemplo: en individuos con SIDA, o
bajo tratamiento con inmunosupresores.

MATERIAL Y REACTIVOS

Cepas:
Mycobacterium phlei
Nocardia sp

Colorantes Ziehl — Neelsen:
fucsina de Ziehl Neelsen
alcohol acido
azul de metileno

Otros:
-asa bacteriologica -rejilla de alambre con tela de asbesto
-portaobje os -recipiente de aluminio, solucion desinfectante.
-mechero de Bunsen -microscopio
-tripie -aceite de inmersion
-pinzas

SERVICIOS: agua, luz, gas.
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PROCEDIMIENTO

1.- A partir de un cultivo con Mycobacterium phlei, preparar frotis.
2.- A partir de un cultivo con Nocardia sp, preparar frotis.

3.- Fijar ambos frotis al calor con mucha precaucion.

4.- Teiir con técnica de Ziehl-Neelsen

Después de utilizar el asa, no esterilizarla directamente al fueqgo, colocarla en soluciéon
desinfectante.

Tincion de Ziehl-Neelsen

1.- Cubrir el frotis con colorante de Ziehl (fucsina béasica). Mantenerlo a emision de
vapores durante 7 minutos, procurando que no se seque, adicionando mas colorante.
Lavar frotis con agua.

2.- Decolorar con alcohol acido. Lavar con agua.

3.- Cubrir con azul de metileno durante 30 segundos. Lavar con agua y dejar secar.

4.- Observar en el microscopio a 100X (inmersion).
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PROCEDIMIENTO
Frotis.
- Mycobacterium phlei
- Nocardia sp.
—_— A
_--// ’—
Vo
Esterilizacion del asa.
- Limpiar el asa
bacterioldgica
—>

- Flamear el asa.
Tincion.

Cubrir el frotis con
fucsina de Ziehl v

llevar a emision de
vapores por 7

minutos.

{ i QD
Decolorar con \
alcohol acido. \

Lavar con agua. ¢
Cubrir con azul de

metileno durante
30 segundos.

Lavar con agua v dejar secar.

Observar en el microscopio a 100X (inmersion).
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RESULTADOS

* Observar y describir la morfologia microscopica de cada uno de los microorganismos
utilizados.

* Los bacilos acido alcohol resistentes (BAAR) deben observarse de una coloracion roja.

Cuestionario

1.- ¢ Cudles son las caracteristicas microscopicas bacterioscépicas del género
Mycobacterium?

2.- ¢ Cuales son las caracteristicas de cultivo de este género?

3.- ¢ A qué se denomina bacilos acido alcohol resistentes (BAAR)?

4.- ;Qué es la baciloscopia?

5.- Mencione el riesgo ocupacional del dentista ante un enfermo tuberculoso.
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Practica No. 6

MICROORGANISMOS DE IMPORTANCIA EN PATOLOGIA PULPARY
ABSCESO DENTAL

OBJETIVO

Que el alumno conozca las caracteristicas morfologicas y metabélicas de los
microorganismos involucrados en la etiologia de estas infecciones, asi como su
aislamiento e identificacion.

Para realizar la practica, el alumno debera revisar previamente lo siguiente:

1. Conocer las diferentes reacciones pulpares y su clasificacion clinica.
2. Definicion de absceso dental.
3. Tratamiento de patologias pulpares.
4. Efectos de los factores de virulencia microbianos.
FUNDAMENTO TEORICO

Los microorganismos desempefian un papel importante en los procesos infecciosos de la
pulpa y los tejidos periradiculares, haciendo énfasis que sin ellos no habria trastornos
endodonticos, por lo tanto la disminucion o eliminacion de los microorganismos del
sistema de conductos y la prevencién de las reinfecciones debe de ser el objetivo principal
de todos los procedimiento terapéuticos.

Los dientes con pulpas dafiadas pueden preservarse por tratamientos endodénticos cuyo
objeto sera mantener el canal radicular libre de microorganismos. La adecuada
esterilizacion, trabajo biomecanico, irrigacion y obturacion del sistema de conductos
permitird la remision de cualquier infeccién perirradicular residual y reparara los defectos
0seos alrededor de apice de los dientes tratados.

Las infecciones de la pulpa y la regiéon perirradicular pueden ser producidas por diferentes
causas:
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e La caries dental es la causa mas comun del dafio de la pulpa a través de los
tubulos dentinarios, ya que la bacterias productoras de éacido los invaden y
desmineralizan sus paredes

e Cuando la pulpa estd expuesta a la microbiota bucal a través de una cavidad
abierta por fracturas, traumatismos, intervencion dental o por iatrogenia.

e Por microorganismos que pueden penetrar a la pulpa desde una bolsa periodontal
por invasion directa de los conductos accesorios o por el foramen apical.

e Por infeccién retrégrada por via hematégena causada por estreptococos
anaerobios facultativos y anaerobios estrictos.

En términos generales se utilizan los datos objetivos y subjetivos para clasificar la
patologia sospechada, de modo que las denominaciones asignadas representan la
presencia de tejido sano o enfermo. Estas clasificaciones resultantes se utilizan para
determinar la necesidad de una terapia de conductos.

e Pulpa normal: Los dientes con pulpas normales no muestran sintomas
espontaneamente.

e Pulpitis reversible: Cuando la pulpa esta irritada de modo que su estimulacion
resulta incomoda al paciente pero revierte rpidamente después eliminar el agente
irritante.

e Pulpitis irreversible:

o Sintomética. Muestran un dolor intermitente o espontaneo cuando se ven
expuestos a cambios rapidos de temperatura (especialmente a estimulos
frios).

o Asintomética. Producida por caries profundas que no daran ninguna
sintomatologia, aunque clinica y radiograficamente la caries haya
avanzado hasta la pulpa.

¢ Necrosis pulpar: La vascularizacion pulpar es inexistente y los nervios no son
funcionales (pulpa desvitalizada).
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La pulpa como los tejidos perirradiculares de dientes vitales sanos se hayan
invariablemente libres de microorganismos. El tejido pulpar reacciona rapidamente con
una respuesta inflamatoria frente a distintos irritantes que pueden ser microbianos,
mecanicos, quimicos, térmicos, eléctricos y radiaciones.

Se define absceso dental como una complicaciéon de la caries, que también puede
resultar de un trauma en el diente. Las lesiones en esmalte y dentina permiten que las
bacterias infecten la pulpa. La infeccién puede propagarse desde la raiz del diente hasta
el hueso de soporte ocasionando acumulacion de pus e inflamacién de los tejidos.

Las patologias pulpares y periapicales son unos de los padecimientos que mas llevan a
los pacientes a acudir a una consulta de urgencia debido a su sintomatologia. Es de gran
importancia realizar un correcto diagnéstico en este momento para brindar la terapéutica
adecuada. Se han realizado muchas investigaciones sobre la flora microbiana de las
infecciones del canal radicular encontrando que los microorganismos mas frecuentes son
estreptococos del grupo viridians y Staphylococcus aureus junto con algunos otros
géneros aerobios y facultativos.

Con métodos adecuados se ha logrado aislar una considerable flora anaerobia de estas
infecciones, predominando los cocos Gram positivos como Peptococcus,
Peptoestreptococcus, Estreptococcus beta hemoliticos del grupo H y K de Lancefield que
juegan un papel importante, ya que se observan rutinariamente en la enfermedad
periapical; cocos Gram negativo como Veillonella, bacilos Gram positivos como
Eubacterium, Lactobacillus, Actinobacteria, Corynebacterium y bacilos Gram positivos
como Pophyromonas, Prevotella, Corynebacterium , Proteobacterias , Espiroquetas y
Fusobacterium.

Recientemente se han encontrado otros microorganismos, entre las cuales se encuentran
el Enterococcus genus y Enterococcus fecalis, el cual es una bacteria anaerobia
facultativa Gram positivos, que frecuentemente infecta canales radiculares y se infiltra en
la células inmunoldégicas, haciéndose presente en las lesiones periapicales, produciendo
un proceso inflamatorio en el cual se involucra la lipooxigenasa que genera leucotrienos
gue activan las células polimorfonucleares.

Estas bacterias anaerobias estdn condicionadas por el ambiente en la regién apical.
Muchas de ellas son exigentes y tienen requerimientos muy especificos para el
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crecimiento obteniendo sus nutrientes de los exudados séricos presentes en el borde del
tejido vital, es una de las explicaciones de por qué las bacterias anaerobias constituyen la
principal proporcién de la microbiota en la region apical.

Las endotoxinas de las bacterias Gram negativas desempefan un papel importante en la
reaccion periapical, ya que producen una reaccion inflamatoria periapical y resorcion
Osea.

Las bacterias que utilizan principalmente carbohidratos como fuente de energia como
Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus y Neisserias, se encuentran en exceso,
porque no son exigentes y tienen su origen en la parte coronal del conducto de la raiz.
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/ Microorganismos \
pulpa necrotica

\ Defensas ineficaces

l e R

Defensas eficaces
¢ (Aguda o Cronica

Pulpa normal

total o parcial)

Curacion /

Microorganismos en periapice

W

Defensas eficace Defensas ineficaces

v

Curacion Periodontitis apical

Crénica Disfuncién hematogena

A

Aguda

Absceso alveolar <

Drenaje cavidad oral
(via ligamento periodontal) ¥

Osteitis — Osteomielitis

Granuloma periapical-
(aguda o cronica

Quiste radicular ‘

Periostitis

(aguda o cronica——P]

Absceso subperiostico »

Absceso submucoso Diseminacion osea por contiguidad

!

Drenaje a piel o€ Abscesos superficiales
cavidad oral o Celulitis y Facitis
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MATERIAL Y REACTIVOS
Muestras bacterianas 1 tubo con caldo BHI (infusion cerebro corazén) con muestra

de absceso dentoalveolar
1 tubo con caldo de tioglicolato sembrado con muestra de
absceso dentoalveolar

Medios de cultivo 2 placas de agar sangre

1 placa de Voguel Jonhson
1 placa de agar Bilis Esculina
1 tubo de plasma humano

Colorantes 1 equipo de Gram
Reactivos Peréxido de hidrogeno
Otros Mechero de Bunsen e incubadora

SERVICIOS Agua, luz, gas.

PROCEDIMIENTO

Esta practica se lleva a cabo en dos sesiones

PRIMERA SESION

1.

2.

Tomar con un hisopo estéril una muestra de caldo BHI con muestra de absceso
dentoalveolar y sembrar una placa de agar sangre y la placa de agar Voguel
Jonhson por estria cruzada, incubar a 37° durante 24 horas.

Tomar con un hisopo estéril una muestra de caldo tioglicolato con muestra de
absceso dentoalveolar y sembrar una placa de agar sangre y la placa de agar
Bilis-Esculina por estria cruzada, incubar en anaerobiosis a 37° durante 24 horas.

SEGUNDA SESION

3.

4.

Seleccione colonias bien aisladas de las cuatro placas sembradas en la sesion
anterior. Anotar en tablas su morfologia colonial y condiciones bajo las que
crecieron (aerobiosis y anaerobiosis).

A partir de sus cuatro medios de cultivo sembrados haga una seleccion de las

colonias y realice un frotis de cada uno de ellos y tifialo por la técnica de Gram.
Anote los resultados en una tabla.

De las colonias sembradas en anaerobiosis, que resulten ser cocos Gram
positivos, hacer prueba de catalasa.

Si obtiene una colonia de estafilococos en el medio de Voguel Jonhnson, hacer
prueba de catalasa y coagulasa.
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PROCEDIMIENTO
Previo a la sesidén practica. Tomar muestra de la porcién purulenta e inocular en los medios.

caldo BHI caldo tioglicolato
propagacion
24h / 37°C

Primera sesion. / \ ‘

agar bilis esculina

- agar sangre de carnero agar Vogel Johnson agar sangre de carnero
aislamiento @ @
24h/ 37°C 24h/ 37°C
anaerobiosis
Segunda sesion. Observar y describir la morfologia colonial caracteristica.
> D D

catalasay tincion de Gram < ~ < > / = = /

coagulasa

\
\/
Y
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RESULTADOS

Anotar en las tablas su morfologia colonial, requerimientos de oxigeno, tipo de hemodlisis,
morfologia microscépica, Gram, prueba de catalasa y coagulasa.De las colonias
sembradas en anaerobiosis, que resulten ser cocos Gram positivos reportar como posible
peptoestreptococcus, a las que resulten ser cocos Gram negativos, reportar como
sospechosos de veillonella, a los bacilos Gram positivos reportar como posibles bacilos
difteroides o lactobacillus, y a los bacilos Gram negativos como posibles porphyromonas o
prevotella.

Cuestionario

¢ Qué microorganismos son los mas frecuentemente aislados de infecciones de
pulpa y absceso dental?

Explique ¢ para qué se utiliza el medio de tioglicolato?

Menciones tres factores de virulencia producidos por bacterias asociadas a
abscesos dentoalveolares y diga su funcion.

Describa las caracteristicas clinicas e histolégicas del absceso dentoalveolar.

¢, Qué importancia tiene el control bacteriol6gico en los tratamientos del sistema de
conductos?
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Practicas No. 7Y 8

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS DE
IMPORTANCIA EN LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

OBJETIVO

Que el alumno conozca los principales géneros microbianos involucrados en el desarrollo
de la enfermedad periodontal, asi como las caracteristicas fisiol6gicas y condiciones de
cultivo que permiten el aislamiento de estos microorganismos.

Para realizar la préactica, el alumno debera revisar previamente los siguientes temas

1.- Definicién de placa dentobacteriana y calculo dental
2.- Definicion de enfermedad periodontal

3.- Clasificacion de periodontitis

4.- Tratamiento de la enfermedad periodontal

FUNDAMENTO TEORICO

La principal funcién del periodonto consiste en unir el diente con el ligamento 6seo de los
maxilares y mantener la integridad de la superficie de la mucosa masticatoria de la
cavidad bucal. El periodonto es también conocido como aparato de insercion o tejido de
sostén de los dientes, constituye una unidad de desarrollo biolégico y funcional que se
modifica con la edad, estado sistémico y medio ambiente bucal.

Se denomina periodonto a los tejidos que revisten y soportan al diente incluyendo a la
encia, mucosa alveolar, cemento, ligamento periodontal, hueso alveolar y de soporte. El
periodonto se forma con los tejidos de soporte y proteccién del diente dividiéndose en dos
partes: la encia cuya funcion principal es proteger los tejidos subyacentes, y el aparato de
insercion, compuesto de ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar.

La gingivitis es la inflamacién de la encia. La periodontitis es la inflamacién de los tejidos
gue rodean al diente. Por lo general un cambio progresivamente destructivo lleva a la
pérdida del ligamento y hueso alveolar, por una extension de la inflamacion de la encia al
ligamento y hueso adyacente.
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La diferencia entre gingivitis y periodontitis tiene un contenido clinico y anatdbmico mas
gue microbiolégico. Desde un punto de vista anatémico, se produce periodontitis cuando
la agresion bacteriana es capaz de generar una lesion de las fibras mas coronales del
ligamento periodontal, o fibras transeptales, con afeccion y destruccion de los tejidos de
soporte del diente. No todos los individuos con gingivitis progresan a una periodontitis.
Para que esto ocurra, es preciso que intervengan una serie de factores, que pueden
esquematizarse asi:

FACTORES SISTEMICOS FACTORES LOCALES
GINGIVITIS _ > PERIODONTITIS
FACTORES MICROBIANOS FACTORES DEL HUESPED

Los mas importantes con respecto al area microbiol6gica son los factores microbianos, es
decir, la placa, el calculo y la microbiota oral, los factores locales del huésped a nivel del
periodonto en forma de hiper-respuesta donde pueden intervenir las hipersensibilidades
tipo I, Il y IV, y la hiperactivacion del complemento por la via alterna y las células
fagociticas que llevan a cabo una fagocitosis excesiva 0 hipo-respuesta donde la
respuesta del huésped se encuentra por debajo de los limites normales y por lo tanto
existe una falta de control microbiano y de sus factores de virulencia.

En 1963 Loe y Silness argumentaron que la placa dentobacteriana ya sea supra o
subgingival, era el agente etiolégico responsable de la gingivitis y la periodontitis. Sin
embargo, la presencia de placa dentobacteriana o de célculo no indica que exista
enfermedad periodontal.

La gingivitis no tratada conduce a una periodontitis. Las observaciones clinicas junto con
la investigacion microbioldgica béasica han permitido una clasificacién descriptiva de varias
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formas de periodontitis: Antiguamente, la clasificacion de la Periodontitis reconocia
muchisimos tipos, pero desde 1999 se simplific6. Ahora, podemos distinguir dos grandes
clases, y aunque hay mas, son las mas importantes: Periodontitis cronica y Periodontitis
agresiva.

La periodontitis es una enfermedad destructiva que afecta con mayor frecuencia a los
adultos.La periodontitis crénica es la mas comun y se caracteriza por ser de evolucion
lenta. La formacion de bolsas periodontales y la reabsorcion del hueso alveolar pueden
demorar afios y el tiempo que transcurre en que se inicia la enfermedad y en que se llega
a perder un diente, puede llegar a contarse en décadas. En todo caso, esto no significa
que la periodontitis cronica no pueda pasar por periodos de mayor actividad y rapidez en
la destruccion.

La cavidad bucal forma un complejo ecosistema compuesto por mas de 700 especies
bacterianas. Generalmente los géneros Streptococcus, Peptostreptococcus, Veillonella,
Lactobacillus, Corynebacterium y Actinomyces representan mas del 80% de toda la flora
cultivable. En la etiologia de las enfermedades periodontales cabe destacar por frecuencia
y la importancia de sus complicaciones, una serie de especies como son Aggregatibacter
actinomicetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia y Tannerella
forsythensis.

PERIODONTITIS AGRESIVA

A diferencia de la patologia anterior, la Periodontitis Agresiva se caracteriza por ser de
muy rapida evolucién en la destruccién de los tejidos y porque el tiempo que transcurre
desde su inicio hasta la pérdida del diente, puede ser muy breve. La velocidad de su
avance es lo que determina su gravedad.

Aunque la prevalencia de este tipo de periodontitis es baja, puede atacar a los nifios y
adolescentes siendo su comienzo alrededor de la pubertad, afectando primordialmente los
primeros molares e incisivos. Se observa una discrepancia entre la gravedad de la
destruccion periodontal y la escasez en la cantidad de placa y signos de inflamacién.

El término de “periodontitis juvenil” fue sustituido por el de “periodontitis agresiva” como
fue descrito por la Academia Americana de Periodoncia a finales de 1999.
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La forma localizada y generalizada de periodontitis agresiva se caracteriza por rapida
pérdida de insercion y de soporte 6seo. En la periodontitis agresiva intervienen diferentes
factores etiologicos, entre ellos genéticos, ya que los antecedentes familiares sugieren
una predisposicion genética asociada al cromosoma X, microbiol6gicos e inmunoldgicos.

El agente etioldégico responsable de este tipo de periodontitis mas frecuentemente
reportado por la literatura es el Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Sin embargo hay
estudios donde predominaron las Porphyromonas gingivalis. Se han identificado varios
microorganismos anaerobios Gram-negativos involucrados en la patogenia de la
periodontitis  agresiva, entre ellos  Aggregatibacter  actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus, Eikenella
corrodens, Eubacterium sp., Treponema denticola, virus de Epstein Barr y
citomegalovirus. Un gran numero de bacterias parece estar asociado méas a la bolsa
periodontal que al surco gingival sano. Al inspeccionar las propiedades bioldgicas de
estos organismos, es aparente que poseen propiedad destructiva. No puede decirse que
alguna bacteria especifica sea el agente etoldgico de estas enfermedades. Se sabe que
las bacterias viven en estrecha relacion por lo que han sido agrupadas en complejos
bacterianos en base a su naturaleza y relacion.

El Aggregatibacter pertenece a la familia Pasteurellacea, es un cocobacilo de 0.4-0.5x1.0-
1.5 um, no movil, no esporulado, capsulado, con fimbrias, anaerobio facultativo que
desarrolla mejor en condiciones de anaerobiosis. Su pared celular presenta las llamadas
endotoxinas o lipopolisacaridos tipico de una bacteria Gram negativa. Al presentar
fimbrias, vesiculas, asi como producir un material amorfo extracelular proteico, es como
puede adherirse a las células huésped. Siendo esta adherencia el primer paso de todo
proceso infeccioso. Dentro de sus factores de virulencia encontramos: leucotoxina, toxina
de distencion citoletal, endotoxina, proteinas unidas a los receptores Fc, proteina similar a
GROE;, colagenasa, citotoxinas, epiteliotoxinas, alteraciones locales inmunitarias,
bacteriocinas, adhesinas, invasinas e inhibidor de quimiotaxis.

La propiedad de sinergismo en infecciones producidas por estreptococos anaerobios
orales se ha examinado, y la enzima bacteriana hialuronidasa, se ha demostrado que es
un intermediario en el proceso sinergista. Se ha descrito una gran variedad de enzimas
asociadas con bacterias del surco gingival que son capaces de degradar un sustrato que
es un componente del huésped y asi alterar o destruir los componentes tisulares del
huésped. (Ver tabla I)
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Tabla 1
Tipo de bacterias Enzimas producidas Sustratos
Estafilococo Hialuronidasa, coagulasa, | Ac. hialurénico, plasma,
gelatinasa gelatina
Estreptococo Hialuronidasa, Acido hialurénico, fibrina,
estreptocinasa, fibrindgeno,
estreptodornasa, nucleoproteinas,
hemolisinas, eritrocitos, uniones
B-glucuronidasa glucorénicas
Coryneformes: Hialuronidasa, condroitin | Acido hialurénico,
sulfatasa arilsulfatos
Fusobacterias Proteasas, sulfatasas Proteinas, arilsulfatos
Aggregatibacter Colagenasa, epiteliotoxinas, | Colagena, epitelio,
actinomycetemcomitans endotoxina endotelio.
Cocos Gram (-) Proteasas, neuramidasa Proteinas, acido sialico.

Un diagnostico temprano de la periodontitis agresiva mejora su pronéstico, que de por si

es reservado.

MATERIAL Y REACTIVOS

Muestras bacterianas:

1 tubo con muestra de célculo dental en caldo tioglicolato.

1 paquete con hisopos estéri

Medios de cultivo:
1 placa de agar sangre

les

1 placa de agar sangre de carnero al 5% con kanamicina, hemina y menadiona.

Pruebas bioquimicas:

2 tubos con caldo rojo fenol + lactosa

2 tubos con caldo rojo de fen
2 tubos con caldo rojo de fen
1 tubo con gelatina nutritiva
1 tubo con caldo nitrato

Reactivos:
Perdxido de hidrégeno al 3%
Acido sulfanilico

ol + manitol
ol + sacarosa
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Solucion alfa-naftilamina
Colorantes:
1 equipo de Gram

Portaobjetos
Céamara de anaerobiosis

SERVICIOS: Agua, luz, gas.

PROCEDIMIENTO

Esta practica se realizara en 2 sesiones

PRIMERA SESION

1. Tomar con un hisopo estéril muestra de caldo tioglicolato con muestra de calculo
dental, y sembrar en estria cruzada la caja de agar sangre e incubar en
condiciones de anaerobiosis a 37°C por 24 a 48 hrs. y refrigerar.

2. Tomar con un hisopo estéril muestra de caldo tioglicolato con muestra de calculo
dental, y sembrar en estria cruzada la caja de agar sangre con kanamicina,
hemina y menadiona, incubar en condiciones de anaerobiosis a 37°C por 24 a 48
horas y refrigerar.

SEGUNDA SESION

1. Seleccionar colonias aisladas de las 2 placas sembradas y anotar su morfologia
colonial.

2. De las colonias seleccionadas hacer un frotis de cada una de las cajas y tefirlos
por la técnica de Gram, anotar los resultados y ver la tabla 2.

3. Elegir colonias con morfologia tipica y tipo de Gram correspondiente a las
descritas en la tabla 2 para inocular las pruebas bioquimicas de la siguiente
manera:

- A partir de la caja agar sangre con kanamicina, hemina y menadiona, inocular
colonias aisladas en lactosa, manitol, sacarosa y gelatina.

- A partir de la caja de agar sangre inocular colonias aisladas en manitol, sacarosa,
lactosa y nitratos.

4. Realizar prueba de catalasa de cada una de las cajas en un portaobjetos colocar
una gota de peréxido de hidrogeno agregar una azada de la colonia a probar.
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PROCEDIMIENTO
Previo a la sesion practica. Tomar muestra de calculo subgingival e mnocular en el medio.

v

caldo tioglicolato enriquecido
propagacion

24h / 37°C
Primera sesion. / \

agar sangre de camnero (ASC) ASC + kanamicina -~ hemina

-~ menadiona
aislamiento
24n /37°C 24h / 37°C anaerobiosis
Segunda sesion. Observar v describir 1a morfologia colonial caracteristica.
catalasa y tincién de Gram _~ : ’ _~
o &
pruebas bioguimicas j T T g T 7 T g

caldo rojo de fenol + manitol caldo rojo de fenol + manitol
caldo rojo de fenol - sacarosa caldo rojo de fenol + sacarosa

caldo nitrato gelatina nutritiva

Caldo rojo de fenol + lactosa 24h /37°C caldo rojo de fenol +lactosa

Observar produccion de acido a partir de los carbohidratos.

Agregar los reactivos para determinar  Refrigerar por 20 minutos la gelatina
1a reduccion de nitrato. nutritiva para determinar la
produccion de gelatinasa.
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Tabla 2

Medio de cultivo

Forma / Tipo de Gram

Geénero probable

hemina y menadiona

Agar sangre con kanamicina,

Bacilos Gram negativos

Porphyromona melaninogenica

Agar sangre

Bacilos Gram prositivos

Actinomyces
Rothia
Arachnia

Tabla 3. IDENTIFICACION DE ESPECIES DE Actinomyces, Arachnia y Rothia

1 2 3 4 5 6 7 8
Crecimiento anaerobiosis + + + + + + + -
Catalasa - - - - + N N T
Lactosa + + + + + + + -
Maltosa + + + + + - + +
Manitol w + - - R d T -
Sacarosa + + + + + | + + +
Reduccién de NOs + d N T + + N T
Licuefaccion de gelatina - - - - - - - +

Arachnia propionica
Actinomyces israelii
Actinomyces bovis

Actinomyces eriksonii
Rothia dentoceriosa

ONoGa~WONE

Actinomyces naeslundii
Actinomyces viscosus
Actinomyces odontolyticus

Tabla 4. PARA IDENTIFICACION DE Bacteroides Porphyromona, Prevotela, Eikenella y Veillonella

[N

Crecimiento en anaerobiosis

Catalasa

Oxidasa

Lactosa

Manitol

+al+|+|+

Sacarosa

Hemolisis

Pigmento negro

Porphyromona melan
Eikenella corrodens
Veillonella sp.

aprwNE

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

inogenica

(d- diferentes reacciones)

FES
ZARAGOZA
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RESULTADOS

a) Prueba de catalasa: si hay presencia de burbujas la prueba es positiva.

b) Fermentacién de carbohidratos: esta se observa por el cambio de color del
indicador rojo fenol o amarillo indicando produccion de &cido.

¢) Reduccion de nitratos a nitritos: afiadir al tubo que contiene caldo nitrato 2 gotas
de &cido sulfanilico y 2 gotas de a-naftilamina, el desarrollo de un color rosa indica
gue la prueba es positiva.

d) Interpretar los resultados segun las tablas de identificaciébn correspondientes- y

reportar género y especie probablemente aislados. Tabla 3 y 4.

Cuestionario

Diga ¢ qué factores de patogenicidad posee Porphyromona melalinogénica y como
intervienen en la patogénesis de la enfermedad periodontal?

Explique la destruccion tisular de la enfermedad periodontal causada por
reacciones de hipersensibilidad.

Describa los procesos agudos y crénicos de la gingivitis.

Haga un esquema en el que se representen todos los factores que intervienen en
la etiologia de la enfermedad periodontal.

Defina enfermedad periodontal segin sus propias palabras.

Explique ¢ para que se utilizan las pruebas bioquimicas?
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Practica No. 9

IDENTIFICACION DE CANDIDA EN CAVIDAD ORAL

OBJETIVO

Que el alumno conozca las caracteristicas morfologicas vy fisiolégicas del agente causal de la
candidiasis bucal.

Para realizarla, debera revisar previamente los siguientes temas:

1. Morfologia de Candida albicans.
2. Patologias de cavidad oral involucradas con este género.

FUNDAMENTO TEORICO

La candidiasis es una micosis causada por diversas especies de levaduras oportunistas del
género Candida en especial Candida albicans, presenta una variedad de cuadros clinicos, afecta
en particular las mucosas (boca, vagina, etc), piel, ufias y de manera excepcional otros érganos
como pulmones e intestino. Es conocida con otros hombres moniliasis, muguet, algodoncillo
blastomicosis. Diversas especies de Candida son parte de la flora normal, se presenta desde los
primeros dias del nacimiento y tienen una gran predileccion por las mucosas.

Se encuentran en el tracto gastrointestinal habitando boca, laringe, faringe, intestino delgado y
grueso. Su numero en estos sitios se puede incrementar por multiples factores como
inmunodepresion, uso prolongado de antibidticos, cambios hormonales, uso de protesis,
enfermedades metabdlicas, etc.

Considerada como clasica enfermedad por un hongo oportunista, requiere por fuerza de factores
predisponentes como el desequilibrio de la flora normal o bien por enfermedades o procesos que
influyen en la respuesta inmune.

Las diversas especies de Candida, se desarrollan en el medio de Sabouraud y agar papa
dextrosa entre 48 y 72 horas a 25 ° C. Sus colonias son cremosas, opacas, lisas (por lo general),
en algunas especies es posible ver formaciéon de seudomicelio o micelio. Todas las especies se
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reproducen por blastoconidios o gemacion. Se tifien muy bien con azul de algodén, PAS y

Wright.

Para la observacion de tubo germinativo la prueba se realiza en suero, esta prueba es presuntiva
de C. albicans y de C. dubliniensis, es importante remarcar que después del periodo de
incubacién que es de 3 a 3 % horas, todas las especies de Candida pueden formar tubos

germinativos, excepto C. glabrata.

La produccion de seudomicelio y clamidoconidios, se lleva a cabo en medios simples como agar
harina de maiz, agar papa zanahoria a los que se les agrega 1% de tween 80.

2

e
Regezi J., Sciubba JJ, Jordan RCK. Oral pathology
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Tabla. Infecciones por Candida y sus factores predisponentes!!

Tipo de candidosis | Factor predisponente y/o factor de riesgo

Orofaringea Edad avanzada, uso de protesis dentales, diabetes mellitus, antibidticos
radioterapia (cancer de cabeza y cuello), corticosteroides inhalados y sistémicos
guimioterapia citotoxica, infeccion por VIH, enfermedades hematol6gicas
trasplante de érganos soélidos o de células madre.

Esofagica Corticoesteroides sistémicos, SIDA, cancer, trasplantes de 6rganos sélidos o de
células madre.

Gastrointestinal Cancer, cirugias.

Vulvovaginal Anticonceptivos orales, embarazo, diabetes mellitus, corticoesteroides sistémicos
uso de antibiéticos.

Cutanea y Humedad local y oclusion, diabetes, inmersion de las manos en agua, enfermedad

onicomicosis vascular periférica.

Cutanea congénita | Cuerpo extrafio intrauterino

Mucocutanea Defectos en linfocitos T y procesos endocrinoldgicos

Crénica

Tracto urinario Catéter urinario infestado contaminado, obstruccion urinaria, procedimientos de
tracto urinario, diabetes mellitus

Neumonia Aspiracion, inmunosupresion, trasplantes.

Endocarditis Cirugia mayor, endocarditis bacteriana o enfermedad cardiaca valvular, abuso de
drogas intravenosas, catéter venoso central.

Pericarditis Cirugia toracica, inmunosupresion.

Sistema nervioso Cirugia del SNC, desviacion ventriculoperitoneal, cirugia ocular.

central

Ocular Trauma, esteroides topicos, cirugias.

Abdominal Perforacion recurrente, cirugia abdominal repetitiva, pancreatitis, dialisis peritonea
ambulatoria continua.

Hematogena Trasplante de 6rganos sélidos, colonizacion, uso prolongado de antibi6ticos
cirugia abdominal, cuidados intensivos, nutricion parenteral total, hemodialisis
inmunosupresion, trasplante de higado o de células madre.
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Clamidoconideos en Agar Harina de Maiz, Regei J., Sciubba J, Joran RCK. Oal pathology

Para confirmar a que especie pertenece Candida hay que realizar pruebas bioquimicas como
son la fermentacion (zimograma) y la asimilacién (auxonograma) de carbohidratos.

Tabla. Fermentacién y asimilacién de carbohidratos del género Candida

Especie Zimograma Auxonograma

Gluco Galacto Manosa |Sacarosa |Lactosa | Rafinosa |Glucosa|Galacto | Manosa |Sacarosa |Lactosa | Rafi-

sa sa Sa nosa
albicans + + + V] - - T T T T - .
dubliniensis | + + + \V; - N T T T T . .
famata V - - - - Y, + + + + V +
glabrata + - - - - - + - - - - -
guillermondii| + + - + - + + + + + - T+
krusei + - - - - _ T - : . N .
parapsilosis | + V - - - - + ¥ ¥ T N :
tropicalis + + + - - - T n T T 3 -




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE MECANISMOS INFECCIOSOS Y RESPUESTA

"

INMUNE DEL SISTEMA ESTOMATOGNATICO sz,{%g‘;A
Fecha de elaboracion o revision Version Pagina
SGC-FESZ-CD-ML06 29/01/2019 1 781155

Es viable valorar otras caracteristicas que nos ayudan en la tipificacién, como son resistencia a la
cicloheximida (actidione), reduccion de sales de tetrazolio, utilizacién de nitratos y presencia de
ureasa. La resistencia al actidione puede medirse con el crecimiento en medio de Sabouraud
mas antibiético, la prueba de tetrazolio es importante para completar la identificacion. La
presencia de ureasa y la utilizaciéon de nitratos dan oportunidad para distinguirla de otros géneros
de levaduras como Cryptococcus.

En 1995 Sullivan y Col. Identificaron una especie nueva o0 emergente a la que denominaron C.
dubliniensis, en pacientes con VIH-SIDA la mayoria resistentes al fluconazol; actualmente esta
especie se ha aislado también en diabéticos y otros grupos.

Esta especie es muy similar a C. albicans (casi gemela) y sélo se distinguia por secuencializacion
genética, hoy en dia existen pruebas fenotipicas para diferenciarlas.

MATERIAL Y REACTIVOS
CEPAS: Candida albicans

1 caja agar dextrosa Sabouraud.

1 caja agar harina de maiz sembrada con Candida albicans

1 caja agar base levadura — nitrégeno + pUrpura de bromocresol

1 tubo Durham con caldo levadura y dextrosa + purpura de bromocresol
1 tubo Durham con caldo levadura y maltosa + pUrpura de bromocresol
1 tubo Durham con caldo levadura y sacarosa + purpura de bromocresol
1 tubo Durham con caldo levadura y lactosa + purpura de bromocresol

1 tubo Durham con caldo levadura y galactosa + purpura de bromocresol
1 tubo Durham con caldo levadura y trehalosa + purpura de bromocresol
1 tubo Durham con caldo levadura y manitol + purpura de bromocresol
1 tubo con 10 discos estériles de papel filtro

1 tubo 0.5 ml. de suero humano

1 tubo con solucion al 20% de dextrosa estéril

1 tubo con solucion al 20% de maltosa estéril

1 tubo con solucion al 20% de sacarosa estéril

1 tubo con solucion al 20% de lactosa estéril

1 tubo con solucién al 20% de galactosa estéril

1 tubo con solucion al 20% trehalosa estéril

1 tubo con solucién al 20% manitol estéril

1 Preparacion fija de Candida albicans en tincion de Gram

1 pinza

1 microscopio
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Incubadora

SERVICIOS: Agua, luz, gas.

PROCEDIMIENTO

l. PRUEBA DE PRODUCCION DE TUBOS GERMINATIVOS

1. A partir de una colonia aislada en medio Sabouraud o del tubo inclinado, tomar un pequefio
in6culo y suspenderlo en un tubo que contiene 0.5 ml de suero humano.

2. Incubar a 37°C por mas de tres horas.

ll. PRODUCCION DE CLAMIDOSPORAS EN AGAR HARINA DE MAIZ

1. Abrir la caja de Petri con agar harina de maiz sembrada con Candida albicans y colocar un
cubreobijetos.

2. Observar la presencia de clamidosporas con el objetivo de 10x y 40x, teniendo cuidado de
no introducir el objetivo en el agar.

lIl. PRUEBA DE ASIMILACION DE CARBOHIDRATOS.

1. En una placa de agar base levadura — nitrégeno + purpura de bromocresol, sembrar por
estria masiva con C. albicans.

2. Colocar discos de papel filtro impregnados con las soluciones de carbohidratos a probar,
distribuirlos lo mas separado posible en la placa.

3. Incubar por 24 horas a 37°C.
IV. PRUEBA DE FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS.

1. A cadatubo Durham con caldo levadura — nitrégeno + purpura de bromocresol +
carbohidrato, inocular por agitacion con C. albicans utilizada para la prueba de asimilacion.

2. Incubar de 24 a 48 horas a 37°C.
V. TINCION DE GRAM

1. Observar al microscopio en 100X la preparacion fija de Candida albicans
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PROCEDIMIENTO
Candida albicans
tubo germinativo morfologia colonial produccion de asimilacion de fermentacion de
caracteristica clamidosporas carbohidratos carbohidratos
1" ';
base de agar purpura
de bromocresol caldo levadura
N — + nitrégeno + purpura
agar dextrosa agar harina de maiz disco de papel filtro de puomocessol
Sabouraud impregnado con t
carbohidrato carbohidrato
3h/37°C 24h/37°C
Observar el Observar produccion
Observacion Observar vy describir Observacion creai‘mlex;t.o al;eclledor de aad? )c'igla ¥4
microscopica dela la morfologia microscopica dela eb 1151;:3: te p;rt ;]rl dret
emision de tubo colonial presencia de o v
A 2 3 correspondiente; lo correspondiente, lo
germinativo. caracteristica. clamidosporas.

cual indica su
asimilacion.

cual indica su
fermentacion.
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RESULTADOS

| TUBO GERMINATIVO.

Colocar en un portaobjeto una gota de suero incubado, colocando encima un cubreobjeto y
examinar a seco débil para la presencia de tubo germinativo, observandose un apéndice largo
del tamafio de 2 a 3 veces la célula levaduriforme.

ll. AGAR HARINA DE MAIZ.
Observar la formacion de clamidosporas de pared gruesa al final de las pseudohifas.

[l AGAR BASE LEVADURA - NITROGENO + PURPURA DE BROMOCRESOL.
El cambio de color del medio y/o la presencia de crecimiento alrededor del disco indica la
asimilacién del carbohidrato contenido en el disco.

IV. TuBO DURHAM CON CALDO LEVADURA - NITROGENO + PURPURA DE
BROMOCRESOL.

Después de incubacién, observar los tubos formando una burbuja para producciéon de gas
(fermentacién, zinograma) la cual es el Unico criterio de fermentacion de carbohidratos, ya que el
vire del indicador puede ser solo asimilacion del carbohidrato (auxonograma).

V. TINCION DE GRAM
Observar la morfologia microscopica de Candida albicans.

Cuestionario

1. Explique el fundamento de las pruebas de asimilacion y fermentacién de carbohidratos por
Céandida.

2.  Explique el cuadro clinico de la candidiasis eritematosa oral y mencione la edad en la

gue se presenta con mas frecuencia.

Investigue la epidemiologia en México de la candidiasis oral.

Explique el término oportunista y cudles son los factores predisponentes de las candidiasis.

5. Investigue el tratamiento de la candidiasis local y sistémica.

hw
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Practica No. 10

ACCION ANTIMICROBIANA DE ALGUNAS SOLUCIONES DE USO COMUN EN
LA PRACTICA ODONTOLOGICA

OBJETIVO

Que el alumno conozca la accion antimicrobiana de algunas soluciones de uso comudn en
el consultorio dental.

Para realizarla, el alumno deberé contar con los siguientes conocimientos previos:

1.- Conocimientos béasicos de Microbiologia.
2.- Conocer la solucion empleada en la practica y su uso terapéutico.
3.- Conocer sus indicaciones y contraindicaciones.

FUNDAMENTO TEORICO

En la profesiébn odontoldgica, existen soluciones de uso cotidiano tanto con fines
terapéuticos como antisépticos los cuales actian inhibiendo el crecimiento o la
multiplicacién bacteriana, de tal manera que es importante conocer la concentraciéon y
dosis adecuada para cada caso en particular.

Dentro de las soluciones odontol6gicas utilizadas con mayor frecuencia mencionaremos
las siguientes:

Eugenol

El eugenol es un derivado del fenol, sedativo y antiséptico que puede emplearse en
operatoria dental y en conductoterapia, especialmente recomendado en dientes con
reaccion periapical dolorosa, también es conocido como téxico y es capaz de producir
trombosis de los vasos sanguineos al ser aplicado directamente sobre el tejido pulpar.
Tiene propiedades anestésicas por lo que es usado para aliviar los sintomas de pulpitis
dolorosas, esta propiedad surge de su capacidad para bloquear la transmisién de los
potenciales de accion en las fibras nerviosas.
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Es un liquido incoloro a amarillo claro, que obscurece con el tiempo, constituye el principal
componente del aceite de clavo, es poco soluble en agua, pero es soluble en alcohol,
glicerina y disolventes organicos.

Es quizas el medicamento méas difundido y versétil de la terapéutica odontolégica, se
utiliza asociado con polvos como oxido de zinc para materiales de restauraciéon temporal,
cementos quirdrgicos, pastas de impresion, etc.

Per6xido de hidrégeno

La solucién acuosa de peréxido de hidrogeno al 2.5% o agua oxigenada comun, es un
buen germicida, es sumamente inestable por lo que no se usa puro sino en solucién
acuosa a distintas concentraciones. El peréxido de hidrégeno al descomponerse libera
oxigeno formando burbujas, lo cual le da una accion antibacteriana muy atil en la
irrigaciéon de conductos radiculares, alternado con hipoclorito de sodio al 2% es una
combinacién recomendada por Auerbach y Stewart. Es importante mencionar que el
oxigeno liberado por el peroxido en el interior del conducto podria ser causa de molestias
periapicales.

La forma mas comuUnmente usada es la solucién al 3%, se presenta como un liquido
transparente, incoloro con un leve olor a 0zono y sabor ligeramente acre. Su reaccion es
débilmente acida se descompone formando agua y oxigeno formando burbujas, en
presencia de reductores o enzimas peroxidasas. Es un antibacteriano relativamente débil
y de corta accién, debido a la rapida liberacion de oxigeno en presencia de materia
organica. Su eficacia es mayor sobre microorganismos anaerobios, se utiliza para
desinfectar heridas y para irrigar conductos pulpares infectados aunque se ha visto que
descalcifica los tejidos dentarios.

Hipoclorito de sodio

Es muy soluble en agua y relativamente inestable. En endodoncia se utilizan soluciones
del 2% para la irrigacion de conductos y a su gran actividad antiséptica se afade la
liberacion de oxigeno producida cuando se alterna con el peréxido de hidrégeno durante
la irrigacion.

Al igual que con otros farmacos, el hipoclorito se recomienda usarlo a menores
concentraciones que las que se empleaban antes y la mas recomendable es la solucion
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acuosa al 1% por ser menos téxica y mejor tolerada, ya que se ha demostrado que in vitro
el hipoclorito de sodio al 5% es mas destructivo para los tejidos vitales que para los
microbios, mientras que el hipoclorito de sodio al 0.5% a 1% disuelve el tejido necrético
pero no el tejido vital.

En otro estudio se encontrd que el hipoclorito de sodio al 3% resultaba 6ptimo para
disolver tejidos fijados con paramonoclorofenol o formaldehido.
También se utiliza para inactivar los virus de la hepatitis B y el del VIH.

Hidréoxido de calcio

El hidréxido de calcio es el medicamento por excelencia para el tratamiento de la pulpa
dentaria a la que protege. Se le emplea en la pulpotomia, tiene su accién en la resorcién
interna, en la rizogénesis y otros tratamientos. El hidroxido de calcio es un polvo fino,
blanco, empleado especialmente en operatoria dental y endodoncia. Fue Herman que en
el afio 1920 lo introdujo como pasta, desde entonces hasta ahora sus usos son multiples.

En operatoria se emplea en la proteccion pulpar indirecta y directa. El hidréxido de calcio
actua sobre los microorganismos que quedaron en la dentina después de la preparacion
cavitaria, destruyéndolos y promoviendo que la pulpa elabore dentina secundaria como
defensa.Posee un pH fuertemente alcalino, esto explica por que es tan bactericida y que
en su presencia mueran hasta las esporas.

El hidréxido de calcio es también muy util en la proteccion pulpar directa o herida pulpar,
cuando el profesional en su intento de eliminar la ultima capa de dentina realiza una
exposicion accidental de la pulpa; al poner en contacto la pulpa expuesta con el hidroxido
de calcio se forma una capa de necrosis superficial que aisla la pulpa y la induce a formar
una barrera célcica protectora que a las cuatro o seis semanas se hace evidente en la
radiografia.

El hidroxido de calcio es el medicamento de eleccibn como tratamiento temporal,
empleandolo con agua destilada ¢ liquido anestésico. El vehiculo preferido es agua
destilada sin olvidar que existen también otras soluciones, lo importante es que el
hidréxido de calcio actia siempre en un medio acuoso debido a que en seco no hidroliza.
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En 1917 Tronstad y Col. Comprobaron que la colocacion del hidroxido de calcio en el
conducto tiene una influencia activa en la transformacion del pH acido de los tejidos en
alcalino. Un estudio comparativo de Byston y Col. Demostré que el uso de Hidréxido de
calcio elimina eficazmente todos los microorganismos de los conductos radiculares
infectados cuando la cura temporaria permanece de 3 a 5 dias.

Formocresol.

Es un medicamento bactericida inespecifico muy efectivo contra microorganismos
aerdbicos y anaerobicos de los conductos radiculares.

Es un aldehido que esta constituido por formaldehido (19%) un clasico fijador de tejidos y
potente agente antimicrobiano, el cual es mutagénico y carcinogénico a grandes dosis,
cresol que es antimicrobiano (35%), glicerina (15%) y agua destilada. Es un liquido oleoso
gue tiene un olor picante, por la presencia de formalina (la formalina es un desinfectante
poderoso que se combina con albimina para formar una substancia insoluble y sin
descomposicion). Se trata de un antiséptico muy empleado en endodoncia, especialmente
en las pulpotomias de dientes primarios, a pesar de la controversia acerca de su potencial

carcinogénico y mutagénico.

Paramonoclorofenol alcanforado.

El paramonoclorofenol (PMNF) es un compuesto fendlico extensamente usado como
medicacién intracanal, tiene fuerte efecto antibacteriano in vitro pero in vivo no ha
mostrado ser efectivo.

Presenta una doble funcion antiséptica, basada en la funcién fendlica y en la presencia
del ion cloro, liberado con lentitud durante el uso. El alcanfor, con el que se asocia,
ademas de servir como vehiculo, disminuye la accion irritante del derivado fendlico.

El PMNF es volatil, su accion es a distancia y cuando aplicado en bolita de algodén en la
camara pulpar es rapidamente perdido especialmente cuando entra en contacto con los

fluidos de los tejidos. Si el PMNF no es efectivo en este periodo, las bacterias

sobreviven y pueden, multiplicarse dentro de los sistemas de canales radiculares.
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Clorhexidina

La Clorhexidina: Es un antiséptico de indicacidn profesional en la practica odontoldgica,
estd indicada como antiséptico de uso tépico para las lesiones leves de la mucosa bucal,
también es usado en el tratamiento de la gingivitis y periodontitis y la prevencién de
infecciones locales y sistémicas en intervenciones como operatoria o cirugia bucal.

Las presentaciones mas comunes de la clorhexidina para su uso en odontologia son
colutorios en varias concentraciones (por ejemplo al 0.2%, 0.12% y 0.10 %), asi como
también en forma de geles, spray y pastas dentales.

La clorhexidina posee carga positiva, asi que tiene afinidad por estructuras que se
encuentran cargadas negativamente. Los tejidos dentarios y componentes peri-dentarios
(mucosa bucal, pelicula dental, mucina salival) se encuentran con carga negativa, es asi
como la clorhexidina se une a estas estructuras, y se libera al medio bucal por 6 a 8 horas
posterior a su aplicacion, lo que se llama sustantividad.

Las bacterias también tienen carga negativa, de tal modo que la clorhexidina también se
une a ellas en la pared bacteriana, que es una estructura vital para la vida de los
microorganismos. En primera instancia este antiséptico es bactericida (produce la muerte
de las bacterias). En segunda instancia, a una concentracion mas baja (debido a la
sustantividad, la concentracién va bajando paulatinamente) es bacteriostatico, es decir no
produce la muerte a las bacterias, pero impide su reproduccion; las bacterias envejecen y
mueren sin dejar descendencia.

Vera, Benavides, Moreno y Romero (2012), mencionan que una desventaja de este
irrigante, es la formacion de un precipitado de color café-anaranjado altamente téxico
conocido como para-cloro-anilina cuando se combina con hipoclorito de sodio
(carcinogénico) o cuando permanece en el conducto radicular por periodos de 14 dias o
mas a 37° C.

Su uso debe ser por periodos cortos para evitar la pigmentacion de los dientes.

Solucién electrolizada de superoxidacion con ph neutro al 0.0015%.

OXORAL® ANTISEPTICO BUCAL. Informacion proporcionada por el fabricante.
Es una solucion electrolizada de superoxidacion con pH neutro a 0.0015% (15 ppm) de
Cl activo, con un amplio espectro antimicrobiano que incluye bacterias grampositivas y
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gramnegativas, virus y hongos, eliminandolos en 30 segundos con rapidez y eficacia. Util
en la prevencién y tratamiento de los procesos infecciosos de la cavidad bucal, y en las
intervenciones quirdrgicas odontolégicas.Indicaciones terapéuticas: oxoral® antiséptico
bucal es un coadyuvante necesario en tratamientos odontolégicos como gingivitis,
periodontitis, Ulceras, estomatitis, candidiasis, queilitis, sialadenitis.

MATERIAL Y REACTIVOS

Cepas: Staphylococcus aureus
Streptococcus mutans
Escherichia coli

¢ Medios de cultivo: 3 cajas con agar Mueller Hinton o Soya Tripticaseina

e Material: 1 asa bacteriolégica

1 tubo con discos de papel filtro estéril
Mechero de bunsen

e Soluciones: Eugenol
Clorhexidina en solucién al 0.12% o en gel al 0.2%
Hipoclorito de sodio al 1%
Hipoclorito de sodio al 2% (ViarZoni-T)
Perdxido de hidrogeno comercial (11 vol.)
Hidroxido de calcio + agua destilada
Solucion de superoxidacion con pH neutro (Oxoral)
Suero fisiolégico
Paramonoclorofenol Alcanforado
Formocresol

e Incubadora

SERVICIOS: Agua, luz, gas.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE MECANISMOS INFECCIIOSOS Y RESPUESTA @i
INMUNE DEL SISTEMA ESTOMATOGNATICO 2hracora
Fecha de elaboracion o revision Version Pagina
SGC-FESZ-CD-ML06 29/01/2019 1 89/155

PROCEDIMIENTO

1.- En una caja de agar Soya Tripticaseina sembrar masivamente con el asa
bacteriolégica la cepa Staphylococcus aureus.

2.- Colocar discos de papel filtro humedecidos con cada una de las soluciones
proporcionadas en la superficie del agar repartiendo los discos; etiquetar en la base de la

caja con el nombre de la solucién a la que corresponde cada uno.

3.- Realizar el mismo procedimiento con otra caja agar Soya Tripticaseina sembrando
masivamente con el asa bacterioldgica la cepa Streptococcus mutans.

4.- Realizar el mismo procedimiento con otra caja agar Soya Tripticaseina sembrando
masivamente con el asa bacteriolégica la cepa Escherichia coli.

5.- Incubar las tres cajas durante 24 horas a 37° C.
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PROCEDIMIENTO

3
)
3

Staphylococeus anrens

siembra masiva

colocar disco de papel filtro

mpregnado con la solucion
desmfectante correspondiente

v

24h/37°C

observar los halos de mhibicion del
crecimiento v medir sudidmetro en
mm
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RESULTADOS

Observar si hubo inhibicion de crecimiento bacteriano reportando la medida del
diametro del halo de inhibicibn en mm como se muestra en la imagen.

S,

Hacer la comparacién entre las soluciones que inhibieron a los diferentes
microorganismos en cada una de las cajas.

Cuestionario

1.- Defina solucion desinfectante.

2.- ¢ Que caracteristicas ideales tiene el eugenol al mezclarse con el oxido de zinc para
las bases cavitarias o curaciones temporales?

3.- En base a sus resultados que solucion o soluciones utilizaria para desinfectar
conductos radiculares y por qué?
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Practica No. 11

ANTIBIOGRAMA
OBJETIVO

Proporcionar al alumno el conocimiento de las indicaciones, caracteristicas y usos del
antibiograma, y el efecto de los antibi6ticos sobre los microorganismos Gram positivos y
Gram negativos.

El cambio constante de las patologias bucales aunadas a la resistencia bacteriana
ocasionada por el mal uso de los antibidticos, hace en muchos momentos indispensable
utilizar auxiliares de laboratorio como el antibiograma, siendo esta prueba una guia para
el odontélogo sobre el antibidtico ideal para el tratamiento antibacteriano que cada
paciente requiere. Para realizar esta practica, el estudiante debera revisar previamente lo
siguiente:

1.- ¢, Qué es un antibiético?
2.- Defina inhibicion bacteriana.
3.- Diferencie antiséptico de antimicrobiano.

FUNDAMENTO TEORICO

Las bacterias son naturalmente sensibles a algunos antimicrobianos y resistentes a
otros (resistencia natural); sin embargo entre los microorganismos sensibles han
aparecido cepas resistentes a antibiéticos que eran activos (resistencia adquirida)
por lo que al aislar a un microorganismo, no puede saberse si es sensible a un
determinado antibiético o si ha adquirido resistencia frente a él. Un antibiético se
considera activo frente a una bacteria cuando inhibe su multiplicacién. Su actividad
se evalla in Vitro determinando la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM).

Los fendmenos de transferencia genética y la aparicion de mutantes en las bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas, han dado lugar a la aparicion de cepas resistentes a
uno o varios antimicrobianos tanto en la poblacibn general como en el ambiente
hospitalario se ha incrementado tal fendmeno. Esto lleva a la necesidad de conocer el
patrén de susceptibilidad de las cepas aisladas en los casos clinicos frente a los
antimicrobianos disponibles, teniendo en consideraciéon que tal patrén varia ampliamente,
dependiendo del género, la especie y aun del sitio donde se aisla el microorganismo
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Los antibiogramas son estudios que se realizan in vitro y que permiten determinar la
resistencia o el grado de sensibilidad de los microorganismos frente a los diferentes
antimicrobianos.

Las indicaciones para realizar un antibiograma son las siguientes:

e Cuando no se puede predecir la sensibilidad de un microorganismo.

e Como vigilancia epidemiolégica para informar sobre la evolucion de resistencias.

¢ En infecciones microbianas graves que comprometen seriamente la salud del
paciente.

e Cuando se desconoce la susceptibilidad del microorganismo aislado a los
antimicrobianos de uso frecuente o comun.

e Cuando el cuadro clinico no responde al tratamiento antimicrobiano clasico para esa
enfermedad.

e Cuando aparecen problemas de resistencia a los antimicrobianos.

Un antibiograma indica Unicamente resistencia o susceptibilidad de un microorganismo a
los agentes antimicrobianos, en ningdn momento sera la base para indicar un
medicamento, pues se deben tener en cuenta otros elementos antes de prescribir un
producto, como:

o Reacciones adversas o de hipersensibilidad al producto.

¢ Via de administracion del medicamento, tomando en cuenta la edad del paciente y
la gravedad del padecimiento.

e Costo del medicamento.

¢ Frecuencia de la ingesta del medicamento de acuerdo a la ocupacion del paciente.

e También es importante conocer las reacciones adversas o secundarias del
medicamento e indicarselas al paciente.

Cuando se indica un antibiograma, el laboratorio de analisis clinicos enviard los
resultados con las siglas (R) resistente y (S) sensible, el antibiético de eleccién sera
siempre el que tenga la sigla S, tomando en cuenta los criterios anteriormente
mencionados y sobre todo el sentido comun. Las técnicas que utiliza el laboratorio
clinico para conocer la sensibilidad a los antibiéticos son muy variadas, pero la mas
utilizada es la técnica de los multidiscos. Se venden preparados para microorganismos
Gram positivos, Gram negativos y mixtos, con la cantidad exacta de los medicamentos a
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prueba para cada tipo de microorganismo, son de sencillo manejo y lectura facil de
realizar, solo se miden los milimetros de inhibicién.

MATERIAL Y REACTIVOS

Dos cajas con Agar Mueller Hinton
Multidisco Gram positivo

Multidisco Gram negativo

Una cepa de Staphylococcuss aureus
Una cepa de Klebsiella pneumoniae
Regla en milimetros

Pinzas de curacién y mechero

SERVICIOS: Agua, luz, gas.

PROCEDIMIENTO

e Sembrar masivamente una caja de Agar Mueller Hinton con Staphylococcus aureus.

e Colocar con las pinzas flameadas un multidisco Gram positivo, cuidando que quede
perfectamente adherido al medio.

e Sembrar masivamente la otra caja de Agar Mueller Hinton con Klebsiella
pneumoniae.

e Colocar con las pinzas flameadas un multidisco Gram negativo, cuidando que quede
perfectamente adherido al medio.
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o
Staphylococcus aureus Klebsiella pneumoniae
agar Mueller Hinton agar Mueller Hinton

\ /

siembra masiva

colocarel multidisco correspondiente: colocar el multidisco correspondiente:

Klebsiella pneumoniae
gramnegativos

Staphylococcus aureus
grampositivos

24h/37°C

Observar los halos de inhibicion del
crecimiento y medir su didmetro en

RESULTADOS @

¢ Medir los halos de inhibicién en milimetros de cada antibiético de cada caja de Gram
positivos y de Gram negativos, identificar los antibiéticos con mayor efecto inhibidor,
menor efecto inhibidor y efecto medio inhibidor tomando en cuenta la informacion
del fabricante.

¢ De los antibidticos de mediano efecto (que serian los de primera eleccion), buscar la
informacién de cada uno de ellos (Nombres comerciales, presentaciones, vias de
administracion, indicaciones, contraindicaciones, reacciones adversas, etc.).

Esta prueba se fundamenta en que al colocar el disco impregnado con determinada
cantidad de antimicrobiano sobre un medio soélido inoculado con bacterias, el
antimicrobiano difundird formandose un gradiente de concentracién, el cual inhibira o
permitird el crecimiento de la bacteria. Una vez que se coloca el disco de papel filtro en
contacto con el medio de cultivo, el antibiético difundira hacia el interior.
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nteni los multidi X
Multidiscos* Gram Positivos CAT.
Cada multidisco contiene aproximadamente:
Ampicilina AM 10ug
Cefalotina CF 30ug
Cefotaxima CTX 30ug
Ceftazidima CAZ 30ug
Cefuroxima CXM 30ug
Dicloxacilina DC lug
Eritromicina E 15ug
Gentamicina GE 10ug
Pefloxacina PEF 5ug
Penicilina PE 10U
Tetraciclina TE 30ug
Trimetoprim- SXT 25ug
Sulfametoxasol
Multidiscos* Gram Negativos CAT.
Cada multidisco contiene aproximadamente:
Amikacina AK 30ug
Ampicilina AM 10ug
Carbenicilina CB 100ug
Cefalotina CF 30ug
Cefotaxima CTX 30ug
Ceftriaxona CRO 30ug
Cloranfenicol CL 30ug
Gentamicina GE Oug
Netilmicina NET 30ug
Nitrofurantoina NF 300ug
Pefloxacina PEF 5ug

Trimetoprim-Sulfametoxasol SXT

25ug




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE MECANISMOS INFECCIOSOS Y RESPUESTA

~ g

INMUNE DEL SISTEMA ESTOMATOGNATICO sz,{%éA
Fecha de elaboracion o revision Version Pagina
SGC-FESZ-CD-ML06 29/01/2019 1 971155

Cuestionario

1. Mencione la diferencia entre antobiotico de amplio, mediano y reducido espectro.

2. Mencione 5 antibiéticos (bases farmacoldgicas) para microorganismos Gram positivos.

3. Mencione 5 antibiéticos (bases farmacoldgicas) para microorganismos Gram negativos.

4. Mencione los riesgos del uso indiscriminado de antibiéticos.
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Practica No. 1
MECANISMOS DE DEFENSA INESPECIFICOS DE CAVIDAD ORAL
OBJETIVO

Que el alumno comprenda los diferentes mecanismos de defensa inespecificos del
organismo, e identifiqgue los relacionados con la cavidad oral como la fagocitosis y
lisozima.

Para realizar la practica, el estudiante deberé revisar previamente la siguiente
informacion:

1.- Definicion de Inmunidad.

2.- Tipos de Inmunidad.

3.- Factores que modifican la inmunidad.

4.- Definicion de respuesta inmune especifica e inespecifica.

FUNDAMENTO TEORICO

Los seres humanos estan defendiendo su integridad biolégica frente a las agresiones,
esencialmente externas, de no ser asi, podrian morir como consecuencia de infecciones
por bacterias, virus, hongos, etc. Para que estos fendmenos de defensa se lleven a cabo,
el organismo dispone de un conjunto de elementos especiales conocido como respuesta
inmune. La capacidad de defensa se adquiere antes de nacer y se madura en los
primeros afios de vida.

En esta practica, el estudiante comprendera los diferentes mecanismos de defensa
inespecificos del organismo, e identifique los relacionados con la cavidad oral como la
fagocitosis y lisozima.

Los mecanismos de defensa son diferentes en las diversas partes del organismo, y se
dividen en dos grupos:

1. Mecanismos inespecificos se denominan asi porque actian contra cualquier
agente extrafio sin distinguir su tipo, es la primera barrera de defensa y su funcién
es impedir la penetracién de los agentes patégenos al interior del cuerpo. Estos se
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encuentran en la piel, conjuntivas oculares y mucosas de los aparatos digestivo,
respiratorio y genitourinario.

Mecanismos especificos constituyen la segunda linea de defensa y esta actia una
vez gue los microorganismos han logrado penetrar a la intimidad de los tejidos, su
funcion sera eliminar a los agentes patégenos y bloquear los efectos de las
sustancias toxicas que producen.

De los diferentes factores que estan asociados con los mecanismos de defensa
inespecificos de cavidad oral, dos aspectos resultan basicos:

a) Barreras anatémicas vy fisiologicas, tales como la mucosa oral, la integridad del
epitelio, el flujo salival, la composicion anatémica y quimica de los dientes,
sustancias antagénicas de origen microbiano, lisozima y otros.

b) La fagocitosis, donde las células involucradas son principalmente neutréfilos y
polimorfonucleares.

Los mecanismos de defensa inespecificos en cavidad oral se clasifican en:

A. FISICOS O MECANICOS

Barrera fisica de la mucosa

Mecanismos de limpieza de la saliva (autoclisis)
Movimientos de lengua y carrillos

Descamacion y generacion epitelial

Flujo salival

Esmalte

B. BIOQUIMICOS
Lisozima o muramidasa
Peroxidasa
Lactoferrina
Fibronectina

pH salival
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C. BIOLOGICOS
Fagocitosis
Complemento

D. BACTERIANOS
Flora bacteriana oral
Bacteriocinas

A. FisICOS

Barrera fisica de la mucosa

El epitelio de la encia y el paladar esta constituido por epitelio escamoso estratificado el
cual impide la penetracion bacteriana debido a la queratinizacion que tiene, a diferencia
del que se encuentra en carrillos y paladar blando en donde su queratinizacion es menor.

Autoclisis

La saliva junto con el movimiento de lengua y carrillos nos proporciona este mecanismo,
el cual ayuda a limpiar la cavidad bucal impidiendo la proliferacién bacteriana.

Descamacion y regeneracion epitelial

La bolsa gingival y la unién dentogingival son las zonas que se reparan mas rapido
renovandose aproximadamente cada 4 6 6 dias.

Flujo Gingival

Es un mecanismo de protecciéon ya que evita la entrada de los microorganismos a los
conductos salivares. La disminucién del flujo gingival produce una mayor incidencia de
caries dental e infecciones de las glandulas salivales.

Esmalte

Sustancia mas dura de todo el organismo; del 96 al 98% de su masa es hidroxiapatita
célcica. Es un tejido mineralizado acelular que cubre la corona del diente y que una vez
formado ya no se pude reemplazar. Se trata de un tejido singular por que a diferencia del
hueso, que se forma partir de un tejido conjuntivo, consiste en un material mineralizado
gue deriva de un epitelio.
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B. BIOQUIMICOS
Lisozima o muramidasa

Se encuentra en todas las secreciones de nuestro cuerpo como son saliva, lagrima,
sudor, secrecién nasal, intestinal, bronquial, etc. En cavidad bucal es secretada por las
glandulas parotida, submandibular y sublingual asi como por monocitos, estd enzima
actla a nivel de la pared celular en los enlaces glucosidicos beta 1-4 que une el acido N-
acetil muramico y la N-acetil glucosamina del mucopéptido bacteriano de casi todas las
bacterias Gram positivas. La lisozima debilita la pared celular y deja vulnerables a las
bacterias para su muerte por lisis osmaética. En estudios se ha observado que en la
gingivitis y la enfermedad periodontal los niveles de lisozima se encuentran elevados

Lactoperoxidasa

Se encuentra presente en saliva y leche, su mecanismo es similar al de la peroxidasa
presente en los neutrofilos esto es que en presencia de peroxido tiene accion
antimicrobiana.

Lactoferrina

Enzima secuestradora del hierro, se encontré en la leche de vaca, en la materna y en
cavidad bucal; su funcién es atrapar iones hierro lo cual ocasiona que no haya crecimiento
bacteriano, ya que la bacteria necesita el hierro como cofactor de sus propias enzimas.

Fibronectina

Es una proteina que se encuentra en las superficies de las células epiteliales de la
orofaringe y su funcién es la de cubrir los receptores epiteliales y asi impedir la
adherencia bacteriana.

pH salival

Es un limitante del crecimiento bacteriano, ya que los microorganismos se desarrollan a
diferentes pH.
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C. BIOLOGICOS
Fagocitosis

Es el proceso mediante el cual los leucocitos entran en contacto, engloban, ingieren,
destruyen microorganismos y otras particulas extrafias. Se ha observado que la
fagocitosis en cavidad oral se lleva a cabo en el surco gingival por polimorfonucleares,
neutréfilos y macrofagos que se encuentran en gran cantidad en el fluido gingival.

Complemento

El complemento esta formado por una serie de proteinas plasmaticas el cual es un
amplificador de la respuesta inmune y su reaccion es en forma de cascada terminando en
lisis de una célula o una bacteria.

Estas proteinas proporcionan mecanismos de defensa como son favorecer la fagocitosis,
activar la respuesta inflamatoria y unirse a la célula invasora y provocar su lisis.

La activacién del complemento se lleva a cabo por tres vias, la via clasica que es activada
por una reaccion antigeno-anticuerpo, la cual es un mecanismo de defensa especifico, la
via alternativa o de la properdina la cual es activada por sustancias como
lipopolisacaridos de Gram negativos, polisacaridos de Gram positivos, paredes de
levaduras (zymosan), sustancias producidas por la placa bacteriana etc. y es un
mecanismo de defensa inespecifico y por dltimo la via de la lectina.

D. BACTERIANOS
Flora bacteriana

Existen relaciones ecoldgicas como el antagonismo donde un microorganismo produce
sustancias que inhiben al otro, asi como la competencia la cual se da por nutrientes y
espacio; estas son importantes para el huésped porque regulan la poblacion microbiana.

Bacteriocinas

Las bacterias de la flora comensal producen algunas sustancias llamadas bacteriocinas
gue inhiben o destruyen a otras bacterias.
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MATERIAL Y REACTIVOS

CEPAS:

Micrococcus lysodeikticcus

Medio de cultivo:

1 caja de Petri con agar soya tripticasa

Material y equipo:

Mechero

1 tubo con 8 discos de papel filtro estéril
1 tubo con solucién salina estéril

Pinzas de curacion

Asa bacterioldgica

Preparacion fija de fagocitosis

SERVICIOS: Agua, luz, gas.
PROCEDIMIENTO

A. FAGOCITOSIS
Observar al microscopio preparacion fija de fagocitosis en el objetivo de inmersion.

B. LISOZIMA
1.- Sembrar masivamente la caja de agar soya tripticasa con Micrococcus
lysodeikticus.

2.- Colocar sobre la caja sembrada los discos de papel filtro impregnados con las
siguientes secreciones y solucion.

a) Lagrima

b) Saliva

¢) Sudor

d) Secrecién nasal

e) Solucién salina

3.- Incubar a 37° C durante 24 horas.

4.- Observar y medir los halos de inhibicion producidos por la presencia de lisis
cuando esta presente la lisozima.
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RESULTADOS

- Identificar en el microscopio las diferentes etapas de la fagocitosis, y el tipo de
leucocito que la esta llevando a cabo.

- Medir los halos de inhibicion de cada una de las secreciones y solucién utilizadas
y realizar una tabla de comparacién para determinar en cual secrecion hay mayor
concentracion de lisozima.

Cuestionario

1.- Mencione que otros factores inespecificos de defensa pueden encontrarse en
saliva.

2.- ¢Que probabilidades de desarrollar caries dental presenta un individuo cuya
capacidad buffer salival sea alta y por qué?

3.- Explique la importancia de la fagocitosis.

4.- Expligue cada uno de los pasos de la fagocitosis.

5.- Explique la importancia de los mecanismos de defensa inespecificos.
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Practica No. 2

REACCIONES DE PRECIPITACION EN CAPILAR

OBJETIVO

Que el alumno conozca una de las pruebas de laboratorio utilizadas para evidenciar las
reacciones antigeno — anticuerpo y sea capaz de relacionar este evento con las diferentes
formas que tiene el cuerpo humano y la cavidad bucal para defenderse.

Para realizarla, el estudiante revisara previamente la siguiente informacion:

1. ¢Cuadles son los mecanismos de defensa inespecificos?
2. Defina antigeno y anticuerpo
3. Defina reaccion de precipitacion

FUNDAMENTO TEORICO

Desde el momento del nacimiento, el hombre esta expuesto a un sin nimero de contactos
0 ataques de bacterias, hongos, virus y/o parasitos, de los cuales debe defenderse, ya
sea mediante mecanismos de defensa no especificos que son eficaces contra una gran
variedad de microorganismos y/o por mecanismos de defensa especificos los cuales son
efectivos contra determinados agentes agresores. Para todo aquel que se dedica a la
salud, es de suma importancia conocer cdmo nuestro cuerpo reaccionara ante cualquier
tipo de agresion ya sea mecanica, fisica, quimica o microbiana intentando protegerlo.

Como ya se ha visto en las unidades didacticas anteriores, un microorganismo necesita
casi en todos los casos entrar en los tejidos del huésped para ser patogeno, el cuerpo
humano tiene un gran nimero de barreras que lo protegen contra la entrada de este tipo
de agresores de forma general o inespecifica.

Las mucosas, la piel, la conjuntiva y en la circulacion sanguinea la fagocitosis, son
algunas de estas barreras de defensa inespecificas o no especificas.

Los mecanismos de defensa especificos dependeran estrechamente de la herencia, edad,
sexo, raza, nutricibn, hormonas, etc. protegiendo a nuestro cuerpo contra infecciones
determinadas como resultado de su capacidad de defenderse contra un agente causal, ya
sea de forma activa o pasiva.
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Dentro de esta capacidad de defender al cuerpo tenemos a la inmunidad activa, que es
permanente o de larga duracion y ocurre de manera natural cuando se padece la
enfermedad o infeccién creando en nuestro cuerpo una memoria que se conserva y
actuara cuando exista un nuevo contacto con el mismo microorganismo que ocasiono la
primera infeccion. Dentro de este tipo de inmunidad activa, también se encuentra la
artificial, para la cual sin padecer la enfermedad, se prepara al cuerpo para reconocer al
agente agresor y atacarlo mediante el uso de vacunas.

Ambos tipos de inmunidad activa (natural o artificial) tienen en comun la produccién de
anticuerpos o inmunoglobulinas, que son aquellas sustancias que produce el organismo
como respuesta a un antigeno y que solamente pueden reconocer, atacar y destruir al
antigeno (bacteria, hongo, parasito, virus, agente extrafio, toxina, entre otros) para el cual
fue creado, por eso son especificos.

La inmunidad pasiva, también se divide en natural y artificial, esta es temporal y se
obtiene dando o proporcionando los anticuerpos ya formados en otro organismo, por
ejemplo, de la natural se encuentra el calostro (leche materna) y de la artificial tenemos
como principal ejemplo, los antisueros contra venenos, entre otros.

Cuando un antigeno y un anticuerpo se encuentran, reaccionan de diferente manera y
dependiendo del estado y caracteristicas de cada uno de ellos pueden ocasionar
reacciones de:

a) Precipitacion
b) Aglutinacion
¢) Floculacion
d) Neutralizacién

Las reacciones de precipitacion se presentan cuando el antigeno (Ag) es multivalente y el
anticuerpo (Ac) bivalente y especifico para el antigeno contra el cual actuard; ambos
deben ser solubles y dan como resultado la formacién de un complejo insoluble.

Esta reaccion se utiliza en el laboratorio para demostrar y cuantificar antigenos y/o
anticuerpos y se puede hacer en medio liquido o semisélido.
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La precipitacion en capilar se realiza en un medio liquido y en tubos capilares, mezclando
antigenos multivalentes con anticuerpos bivalentes, ambos en solucién, donde pueden
combinarse formando redes tridimensionales que se agregan y precipitan, esta es una
prueba semicuantitativa o cuantitativa, ya sea midiendo los precipitados resultantes o
analizando los sobrenadantes resultantes de la reaccién en la blusqueda de antigenos o
anticuerpos libres.

Cuando la cantidad de anticuerpo se encuentra en forma constante y el antigeno se va
diluyendo, el precipitado que resultard de la reaccién se mide en milimetros; cuando se
grafican estos resultados, se puede observar una curva, a la que se le llama curva de
precipitacion en la cual se pueden diferenciar tres zonas (grafical):

Exceso de antigeno: Llamado también prozona, todos los anticuerpos estan
combinados, pero la precipitacion es baja debido a que gran parte de los complejos
antigeno- anticuerpo son pequefos y solubles, tienden a disolverse, la cantidad de
precipitado es también menor a la de equivalencia, en el sobrenadante se encuentran
antigenos libres.

Equivalencia: se encuentran en proporciones iguales las cantidades de antigeno y
anticuerpo por lo que se observa un maximo precipitado, el sobrenadante no contiene ni
antigenos ni anticuerpos libres.

Exceso de anticuerpo: Hay demasiados anticuerpos para una formacion eficiente de
precipitado, los complejos formados son insolubles y permiten una estimacion de la
valencia del antigeno, la precipitacion es inferior a la de equivalencia, en el sobrenadante
se encuentran anticuerpos libres.
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GRAFICA 1. CURVA DE PRECIPITACION EN CAPILAR

MATERIAL Y REACTIVOS

11 Tubos capilares

1 barra de plastilina

5 ml de solucién salina
Papel absorbente
1 mechero

SERVICIOS: Luz, agua.

11 tubos de ensaye de 13 x 100 en gradilla
3 pipetas de 1ml graduadas en décimas

1 tubo de ensaye con Suero Bovino Total (SBT) (Antigeno)
1 tubo de ensaye con Antisuero Bovino Total (ASBT) (Anticuerpo)
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PROCEDIMIENTO

1.

10.
11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

Tomar once tubos capilares y dividirlos en cuatro partes iguales por medio de una
regla y un marcador.

En 9 tubos de ensaye 13 x 100 previamente etiquetados, colocar 0.5 ml de
solucion salina.

Agregar 0.5 de suero humano total al tubo nimero 1 mezclandolo perfectamente.

Tomar 0.5 ml del tubo nimero 1y colocarlos en el nUmero 2.

Tomar 0.5 ml del tubo 2 y transferirlos al tubo 3, mezclar y repetir del 3 al 4 y asi
hasta el tubo nimero 9.
Absorber con un tubo capilar por capilaridad antisuero humano total (ASHT) hasta

la primera marca que realizo.

Girar el tubo capilar a 180° y dejar que el (ASHT) baje o descienda hasta el borde
contrario de donde absorbid.

Tapar con el dedo el extremo superior del capilar (como si fuese una pipeta)
introducir el capilar en el tubo de ensaye numero 1, retirar el dedo y permitir que
suba por capilaridad el suero hasta la segunda marca del capilar.

Colocar el tubo en forma horizontal y realizar movimientos giratorios para mezclar
el suero y el antisuero del capilar.

Colocar el liquido en el centro del capilar

Acercar a la flama del mechero uno de los extremos del capilar y girdndolo sellar el
vidrio.

Etiquetar el tubo con el numero 1 y clavarlo en la barra de plastilina.

Realizar el mismo procedimiento con cada uno de los tubos capilares, cambiando
de dilucion.

Llenar el tubo capilar 10 hasta la segunda marca con antisuero (testigo).

Llenar el tubo 11 hasta la segunda marca con suero (testigo).

Dejar la barra de plastilina a temperatura ambiente por unos minutos y después en
refrigeracion 24 a 48 horas.

Centrifugar los tubos capilares a 1000 rpm durante 1 minuto.
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RESULTADOS

Realizar una tabla como la siguiente:

Tubo capilar No. Dilucién mm. de precipitado

1 1:2

2 1:4

3 1:8

4 1:16
5 1:32
6 1:64
7 1:128
8 1:256
9 1:512
10 Testigo
11 Testigo

Medir con regla el precipitado de cada tubo capilar anotando el resultado en el

cuadro superior.

Graficar en papel milimétrico los resultados, teniendo en cuenta que para fines
didacticos, en esta ocasién el suero humano funcionara como Antigeno y el
antisuero sera el anticuerpo, coloque en el eje de las abscisas de su grafica la
dilucién de suero 1:2, 1:4, 1:8 etc,, y en el eje de las ordenadas la cantidad de
precipitado en milimetros.

Los tubos capilares testigos 10 y 11 se graficaran en cada uno de los extremos,

tomandolos como cero mm de precipitado.

Identifique cada una de las zonas de su curva de precipitacion.
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Cuestionario

1. Explique las caracteristicas que debe tener el antigeno y el anticuerpo para que se
dé una reaccién de precipitacion.

2. Expligue qué es una reaccién antigeno anticuerpo.

3. Mencione a qué tipo de mecanismo de defensa pertenecen las reacciones
antigeno anticuerpo

4. ¢Qué células son las encargadas de formar los anticuerpos?

5. ¢Qué importancia tiene este mecanismo de defensa en cavidad bucal?

BIBLIOGRAFIA

1. Duerden BI, Reid TMS, Jewsbury JM y Turk DC. Microbiologia de enfermedades
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Préactica No. 3

REACCION DE PRECIPITACION EN GEL (Ouchterlony)

OBJETIVO

El alumno demostrard y analizard la reaccién antigeno-anticuerpo, y su utilidad como
mecanismo de defensa en la reaccién de precipitacion, utilizando una prueba cualitativa
inmunolégica de laboratorio.

Para realizar esta préactica, el estudiante revisara previamente la siguiente informacion:

1. Definicién de antigeno y anticuerpo.

2. Caracteristicas de un antigeno y un anticuerpo para que se lleve a cabo una
reaccién de precipitacion.

3. Clasificacién de inmunoglobulinas.

FUNDAMENTO TEORICO

Uno de los mayores retos para la medicina moderna es el traslado de los avances basicos
en la inmunoquimica e inmunobiologia hacia procedimientos diagnosticos y terapéuticos
utiles en practica de la medicina clinica. En el laboratorio de inmunologia clinica las
pruebas que utilizan gran parte de los principios de la inmunologia basica, se pueden
llevar a cabo en una amplia variedad de muestras tomadas en pacientes. Los resultados
de estos procedimientos de laboratorio son utilizados para el diagnostico, tratamiento y
prondstico de los trastornos clinicos.

Mas aun, el analisis cualitativo y cuantitativo de las respuestas inmunitarias ha llevado a
una mejor comprension de la patogenia de muchos trastornos clinicos.

Esta técnica simple y de gran utilidad llamada también de Ouchterlony se basa en el
principio de que cuando el antigeno y el anticuerpo se difunden en un medio semisélido
(por ejemplo, el agar), forman complejos inmunitarios estables que se pueden analizar
visualmente

La doble difusion comunmente se lleva a cabo al verter agar disuelto en placas de vidrio o
en cajas de petri y permitir que se endurezca. Se perforan pequefios pozos en el agar,
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separado algunos milimetros. La doble difusion se lleva a cabo al colocar los pozos de
antigeno y anticuerpo en diversos angulos para analisis comparativos, los cuales difunden
a través de él y corren radialmente llegando a encontrarse y formar un precipitado el cual
se observa como una linea opaca en la region donde se encuentran en proporciones
equivalentes.

Si una preparacion contiene varios antigenos se dara lugar a lineas multiples, debido a
gue no todas las moléculas ya sean de antigeno o de anticuerpo difunden con la misma
velocidad.

Las 3 modalidades caracteristicas basicas de estas reacciones se mencionan a
continuacion:

La relacidon inmunoldgica entre dos antigenos puede probarse preparando reacciones de
precipitacion en pozos adyacentes, las lineas formadas por cada antigeno pueden ser
completamente confluentes, indicando identidad inmunolégica o bien pueden mostrar una
espicula como en el caso de antigenos parcialmente relacionados. También puede haber
completo cruzamiento indicando que se trata de antigenos no relacionados.

5 O0lO0_0|0 ¢
| oY [7oN

A AB AB

Esquemas de reacciones de Ouchterlony. a y b, antigenos. A y B, anticuerpos. |,
reaccibn de identided. W, reaccibn de no identidad. I, reaccidn de identidad parcisl.
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I. Reaccion de identidad: se observa una linea de confluencia entre dos antigenos que
son iguales en términos del antisuero utilizado.

Il. Reaccién de no identidad: se observan lineas de cruzamiento formadas por antigenos
no relacionados.

lll. Reaccion de identidad parcial: se observa la formacion de una espicula por antigenos
parcialmente relacionados que tienen un determinante coman.

El método de precipitacion en gel puede hacerse mas sensitivo incorporando el antisuero
en el agar y permitiendo que el antigeno difunda sobre él. Este método de inmunodifusién
radial se usa para un analisis cualitativo y cuantitativo de antigenos y anticuerpos en el
suero y otros liquidos corporales.

Aunque la formacién de complejos antigeno — anticuerpo en un medio semisélido como el
agar depende de los electrolitos del amortiguador, el pH y la temperatura, los
determinantes mas importantes de la reaccion son las concentraciones relativas de
antigeno y anticuerpo.

La doble difusién en agar se puede utilizar para analisis semicuantitativo en sistemas
seroldgicos humanos, donde la especificidad de las lineas de precipitacion ya ha sido
determinada. Frecuentemente se usa la inmunodifusién doble para la deteccién de
anticuerpos o antigenos nucleares extraibles en pacientes con varias enfermedades del
tejido conjuntivo. Este método ha comprobado ser una técnica confiable para su
deteccion.

TEORIA DE LA FORMACION DE REDES.

Se ha considerado una teoria para la reaccién de precipitacion que es la formacién de
redes entre antigenos y anticuerpos. Para que se lleve a cabo una reaccion de
precipitacion el antigeno debe de ser multivalente, para el crecimiento de los agregados
antigeno-anticuerpo de tal manera que cada molécula de antigeno se una a mas de un
anticuerpo y que cada molécula de anticuerpo se una a mas de una molécula de
antigeno.
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Al estudiar las inmunoglobulinas del suero humano por el método de electroforesis, se vio
gue existian diferentes clases de inmunoglobulinas, porque tenian diferente movilidad en
el campo electroforético. Estas diferentes movilidades de deben a la carga neta de las
diferentes inmunoglobulinas, lo cual es indicativo de variacion en la estructura de los
amino&cidos que las constituyen. Asi las inmunoglobulinas se pueden dividir en diferentes

isotipos IgG, IgM, IgA, IgD e IgE.

MATERIAL Y REACTIVOS

1 portaobjetos con ion agar (oxoid)
1 caja de petri

1 aplicador de madera

1 pipeta Pasteur

Papel filtro

Solucién de antigenos:
Suero bovino total
albumina bovina,
gamaglobulina bovina
Ovoalbumina.

Solucién de anticuerpos:
antisuero bovino total

antigalbumina bovina + antiovoalbimina.

SERVICIOS: agua, luz.




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE MECANISMOS INFECCIIOSOS Y RESPUESTA @i
INMUNE DEL SISTEMA ESTOMATOGNATICO 2hracora
Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-CD-ML06 29/01/2019 1 117/ 155

PROCEDIMIENTO

1. Realizar tres series de tres perforaciones en el agar, de forma que quede un pozo en
cada vértice de un triangulo equilatero formado. (Como lo muestra el esquema.):

O 0|0 OO0 O
| O O O

2. Estos pozos se llenan con el antigeno y el anticuerpo con la ayuda de un tubo capilar
como le indique su profesor y de acuerdo con el esquema que el profesor indique en la
explicacion.

3. Se improvisa una camara humeda con una caja de petri a la cual se le pone papel
hamedo en la base y la tapa

4. Se colocan los portaobjetos preparados en la caja sostenidos por aplicadores de
madera.

5. Se incuba a temperatura ambiente durante 24 a 48 horas y se buscan bandas de
precipitacion.

RESULTADOS

Tomar cuidadosamente el portaobjetos y observar hacia la luz cada sistema de pozos,
identificando las bandas de precipitacion.

Hacer un esquema del portaobjetos con los pozos sefialando donde se colocé el antigeno
y el anticuerpo de acuerdo a las instrucciones de su profesor y dibujar las bandas de
precipitacion que se observen, identificar el tipo de reaccion que se observo (identidad, no
identidad ¢ identidad parcial).
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CUESTIONARIO

1. Mencione que ventajas observé que tiene el método de precipitacion en el gel sobre la
precipitacion en capilar.

2. Explique qué aplicaciones tiene el método de precipitacion en gel.

3. Diga que caracteristicas debe tener un antigeno y un anticuerpo para que se lleve a
cabo una reaccion de precipitacion.

4. Explique que es un mondmero y un pentamero

5. Diga cuales son las inmunoglobulinas de importancia en cavidad bucal y porque.

BIBLIOGRAFIA
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Panamericana;2014.

2. Fainboin L, Geffner J. Introduccion a la inmunologia humana, 6a. ed. Médica
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3. Goldsby RA, Kindt TJ, Osborne BA. Inmunologia de Kuby. 6a ed. Espafia: Mc
Graw Hill; 2007.
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Practica No. 4
REACCIONES DE AGLUTINACION
OBJETIVO

Que el alumno conozca e identifigue las reacciones de aglutinacion tomando como
ejemplo la determinacion de grupo sanguineo y el fundamento de éstas.

Para realizar la practica, el estudiante debera revisar previamente los siguientes temas y
definiciones:

¢ Definicion de antigeno y anticuerpo
¢ Definicion de aglutinacion
¢ Diferentes tipos de aglutinacion

FUNDAMENTO TEORICO

Los eritrocitos, las bacterias, los hongos y toda una diversidad de especies microbianas
pueden ser aglutinados directamente por los anticuerpos séricos, como un mecanismo de
defensa especifico del organismo.

Las reacciones de aglutinacién son la base de la mayor parte de las técnicas cominmente
empleadas en el laboratorio de inmunologia. Las técnicas de aglutinacion son sdélo
semicuantitativas, la aglutinaciéon de los antigenos nativos insolubles o de las particulas
recubiertas por el antigeno puede evaluarse a simple vista con o sin la ayuda del
microscopio. Ventajas importantes de las reacciones de aglutinaciéon son su alto grado de
sensibilidad y enorme variedad de substancias identificables a través del uso de particulas
gue estan recubiertas por antigeno o por anticuerpo.

Segun Coombs, los tres requerimientos principales en las pruebas de aglutinacién son la
disponibilidad de una suspension estable de células o de particulas, la presencia de uno o
mas antigenos cercanos a la superficie y el conocimiento de que los anticuerpos
“incompletos” o no aglutinables no son localizables sin modificacion; por ejemplo, las
reacciones antiglobulina.
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Las reacciones de aglutinacion son utilizadas en varias pruebas de laboratorio algunas de
ellas son:

e Determinacion de grupo sanguineo
e Prueba de embarazo

e Reacciones febriles

e Factor reumatoide

Las reacciones de aglutinacién pueden clasificarse en directa, indirecta y reversa o
inversa. En la técnica directa simple, un antigeno celular o de particulas insolubles es
aglutinado directamente por el anticuerpo. Un ejemplo es la aglutinacion de los eritrocitos
del grupo A por antisueros anti-A.

La aglutinacion pasiva se refiere a la aglutinacion de las células recubiertas de antigeno o
las particulas inertes que son portadoras pasivas de antigenos solubles. Se tienen
ejemplos de lo anterior en la fijacion del latex para descubrir el factor reumatoide y la
aglutinacién de eritrocitos recubierto de DNA, para la identificacion de los anticuerpos anti-
DNA. De manera alterna, el antigeno puede ser localizado recubriendo particulas de latex
o eritrocitos con anticuerpo purificado y practicando la llamada aglutinacion revertida.

Otra categoria de aglutinacién involucra la aglutinacién espontanea de los eritrocitos por
ciertos virus. Esta reaccion de hemaglutinacion puede inhibirse de manera especifica en
presencia de anticuerpos antivirales. Por lo tanto la hemaglutinacion viral puede
emplearse para medir la cantidad de virus o para determinar, por inhibicion homadloga, el
titulo de los anticuerpos dirigidos en contra de los virus hemaglutinantes.

Los conocimientos sobre inmunologia de Karl Landsteiner, le permitieron comprender el
proceso de aglutinacién observado por él en los hematies humanos, y con ello cred una
nueva rama de la biologia.

La determinaciébn de grupos sanguineos puede clasificarse como una técnica directa
simple. Por lo que podemos afirmar que el fendmeno de la aglutinacion es la base la
division de la sangre en cuatro grupos llamados O, A, B y AB y sus subgrupos.

Las caracteristicas de ambos (antigeno/anticuerpo) son indispensables para que se dé la
aglutinacién, que se lleva a cabo por una reaccion antigeno-anticuerpo en la cual el
antigeno sélido o en particulas forma un cristal con un anticuerpo soluble.
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El factor Rh (asi llamado porque también se encuentra en los eritrocitos del mono
Rhesus), presente en alrededor del 85% de la poblacion, es un antigeno eritrocitico sin
relacion con los antigenos A, By O.

A diferencia de lo que ocurre para el sistema ABO, no existen isoanticuerpos contra el
antigeno Rh. Sin embargo si una persona Rh negativa recibe eritrocitos Rh positivos,
reaccionara y sintetizard anticuerpos contra el factor Rh.

Esto es peligroso cuando una mujer Rh negativa se embaraza y su esposo es Rh positivo,
porque si el feto es genéticamente Rh positivo, cualquier sangre del feto que penetre en la
circulacion de la madre iniciara la formacion de anticuerpos contra el factor Rh presente
en los eritrocitos fetales. Estos anticuerpos seran del tipo 1gG, razén por la cual cruzaran
la placenta y reaccionaran con los eritrocitos fetales, y la culminacion sera una
enfermedad hemolitica conocida como eritroblastosis fetal.

La exposicion de una mujer Rh negativa a eritrocitos Rh positivos de su bebé no ocurre
normalmente en concentraciones suficientes para inducir una reaccién primaria sino hasta
el momento del parto, por lo cual el primer hijo no sufre peligro alguno. Sin embargo, si en
la mujer ocurre una respuesta primaria al antigeno Rh en el momento del parto, puede
inducir una respuesta secundaria 0 anamnésica en fecha ulterior, en presencia de
cantidades mucho menores del antigeno Rh. De este modo, el siguiente feto Rh positivo
desencadenara los mecanismos de su madre para formar anticuerpos anti Rh que
cruzaran la placenta y destruiran los eritrocitos del producto.

Para evitar esta complicacion se utiliza el hecho de que un exceso de anticuerpo
inyectado contra los eritrocitos Rh positivos reaccionard con ellos y los destruira, y asi
evitara que en la madre se produzca una reaccién primaria contra el factor Rh. Este
procedimiento se realiza sistematicamente en el momento del parto de mujeres Rh
negativas con bebés Rh positivos.

Por fortuna, a pesar de que hay 27 especificidades conocidas de Rh, s6lo un antigeno
(Rh-D) es lo suficiente potente para estimular la sintesis de anticuerpos hemoliticos
destructivos, y por ello en estos casos se utiliza antisuero contra D.

El conocimiento de los grupos sanguineos es de gran importancia practica porque facilita
la ejecucion de transfusiones sanguineas. Lo conveniente es proporcionar siempre sangre
del mismo grupo; sin embargo, en casos de urgencia, cuando no se dispone de ella puede
recurrirse a una del grupo O (siempre y cuando no haya incompatibilidad Rh), razén por la
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cual se denominan a las personas que poseen este tipo de sangre “Donadores
universales”. Especialmente a los del grupo O negativo.

Si el individuo recibe sangre de un grupo diferente al suyo ocurre una reaccion que puede
ser mortal, con fiebre, postraciéon e insuficiencia renal, a consecuencia de la hemdlisis de
eritrocitos transfundidos por los propios isoanticuerpos y complemento sérico del sujeto.

Es conveniente ademas y sobre todo en caso de transfusiones repetidas, practicar las
pruebas cruzadas de compatibilidad: (eritrocitos del donador con suero del receptor, y
suero del donador con eritrocitos del receptor) y asi evitar dicho riesgo. Estas pruebas se
efectian antes de la transfusion para asegurarse que los hematies del donante son
compatibles con el receptor.

DETERMINACION DE GRUPOS SANGUINEOS

Aglutinégenos de los eritrocitos del

donador
Aglutininas AB A B ')
O - - - ]
Suero del receptor
o suero tipificador B + - + -
A + + - -

AB + + + -
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MATERIAL Y REACTIVOS POR EQUIPO

2 Lanceta estéril
2 portaobjetos
2 aplicador de madera

Torundas con alcohol

MATERIAL Y REACTIVOS POR GRUPO

1 frasco de suero hemotipificador “A”
1 frasco de suero homotipificador “B”

1 frasco de suero hemotipificador Rh o D

SERVICIOS: Luz, agua.

PROCEDIMIENTO

Se limpiara el area (dedo) con una torunda, donde se puncionara con una lanceta estéril y
se colocaran en un portaobjetos limpio, tres gotas de sangre separadas, en la primera
gota de sangre se coloca una gota de suero anti —A, en la segunda gota de sangre, una
gota de suero anti —B, y en la Ultima, una gota de suero anti-D.

Posteriormente se mezcla con un aplicador de madera, cuidando que no se mezcle con
las otras gotas de sangre.

RESULTADOS

Después de mezclarlos se observara en cual hubo aglutinacion, reportdndose como grupo
sanguineo “A” si hubo aglutinaciéon en el suero anti-A, 0 como grupo sanguineo “B” si
hubo aglutinacién con el suero anti-B, si aglutinan en ambos serd grupo AB, y si no
aglutina en ninguno de los dos sera “O”.

En la tercera gota donde se agrega anti — D, si aglutina, es Rh positivo, si ho aglutina, Rh
negativo.
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Cuestionario

1. ¢Cudl es la importancia de conocer nuestro grupo sanguineo?
2. Enliste 3 grupos sanguineos diferentes al A, B, O y Rh.
3. ¢Cuando se requieren y cual es la funcién de las pruebas cruzadas?
4. Defina aglutinacién, precipitacion y neutralizacion.
BIBLIOGRAFIA

1. Jawetz E, Melnick J, Adelberg E: microbiologia médica. 25a. ed. México: McGraw
Hill Interamericana editores; 2011.

2. Parslow T, Stites D, Abba T, Imboden DJ. Inmunologia basica y clinica. 10a. ed.
México: Manual Moderno; 2002.

3. Rojas E. Inmunologia (de memoria). 3a. ed. Médica Panamericana, 2006.
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Practica No. 5

FIJACION DE COMPLEMENTO

OBJETIVO

El alumno demostrara y analizara los efectos de la fijacién del complemento y la utilidad
de las pruebas de fijacion de complemento, en la practica odontoldgica.

Para realizarla, el estudiante deberd revisar previamente las siguientes definiciones y
temas:

1. Definiciébn de complemento
2. Formas de activacion del complemento

FUNDAMENTO TEORICO

El sistema de complemento (C), es uno de los mecanismos efectores mas importantes de
la respuesta innata.

Esta constituido por mas de 30 proteinas, muchos componentes del complemento son
enzimas proteoliticas o proteasas, que circulan en formas funcionalmente inactivas
conocidas como cimogenos. Estas proteinas son sintetizadas principalmente por el
higado, aunque también por otras células como macréfagos, células endoteliales,
adipocitos, etc. Su activacion puede ser por 3 vias: la via clasica, la via alterna y la de la
lectina.

Existen activadores inmunoldgicos y no inmunoldgicos para activar al complemento.

El sistema de complemento es un conjunto de glucoproteinas, las cuales se encuentran
en la circulacién de los vertebrados en forma inactiva, constituyendo aproximadamente el
10% al 15% de las proteinas séricas.

Es un mecanismo de defensa especifico cuando es activado por anticuerpos y un
mecanismo inespecifico cuando es activado por algunos microorganismos.
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El nimero asignado a las proteinas del complemento, refleja la secuencia en la cual se
activa, a excepcion de C4, el cual entra entre C1 y C2, quedando la secuencia de
activacion C 142356789.

Para que se lleve a cabo la activacién del complemento por la via clasica, requiere de una
molécula de IgM (pentamero) 6 2 moléculas de IgG (monémero).

La molécula C1 consta de un complejo C1q, Clry Cls.

Clgrs, se mantienen unidos por iones de Ca. Una vez activado actla como proteasa
sobre C4 y C2 que se rompen en dos fragmentos (C4b y C2a), C4 y C2 requieren la
participacion de magnesio y se transforma en (C4b2a), llamado C3 convertasa que actla
rompiendo a C3 en C3a y C3b. C3b se une a C3 convertasa y generando C5 convertasa
(C4b2a3b) que rompe a C5 en C5a y C5b,C5b se une a C6 y C7 y genera el péptido de
lisis reactiva que se une a la membrana se pegan C8 y C9 y empieza la lisis celular.

Existe un equilibrio delicado entre los microorganismos de la placa dental y la respuesta
del huésped. En los individuos sanos, la respuesta inmunitaria proporciona defensa
especifica bien regulada contra la infiltracion por sustancias de la placa. Los mecanismos
destructores del tejido que, se considera, participan en la enfermedad periodontal, son:
efectos directos de las bacterias de la placa, dafio inducido por polimorfonucleares y dafio
por neutrdfilos.

Las bacterias también pueden activar la via alterna del complemento. En relacién a la
gingivitis, esta la generacién de un exudado sérico conocido como liquido crevicular, que
fluye desde alrededor del diente y se pone en contacto con la placa dental. Este exudado,
parecido al suero contiene componentes funcionales del complemento, asi como
concentraciones escasas de anticuerpos especificos contra varios antigenos de placa.

El inicio del flujo del liquido crevicular constituye un estado importante en el proceso de la
enfermedad periodontal. EI complemento del liquido crevicular se activa con rapidez por
una combinacién de efectos, como la activacioén de la via clasica por anticuerpos IgG e
IgM contra antigenos subgingivales de placa, activacion de la via alterna del complemento
por endotoxinas y lipopolisacaridos de microorganismos Gram negativos y polisacaridos
de Gram positivos, paredes de levaduras (zymosan), respectivamente, y activacion de los
componentes del complemento por enzimas proteoliticas del huésped y de las bacterias.
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La activacion del complemento origina primero la liberacién de C3a y Cb5a, que origina
edema adicional e incremento en el flujo del liquido crevicular y por tanto, atraccion
quimiotactica de leucocitos polimorfonucleares.

Los microorganismos de la placa producen directamente otros factores quimiotacticos. Se
considera la liberacién de enzimas proteoliticas con actividades tipo colagenasa y tripsina,
por las células del huésped, dafia los tejidos y activa componentes adicionales del
complemento.

La inflamacién de los tejidos de soporte de los dientes ocasiona uno de los tipos mas
frecuentes de enfermedades humanas. Segun su gravedad, el proceso destructor puede
abarcar las encias (gingivitis), asi como el ligamento periodontal y el hueso alveolar que
rodea y apoya el diente (periodontitis). La periodontitis puede incluir tanto efectos directos
citotoxicos y proteoliticos de la placa dental, como las consecuencias patologicas
indirectas de la respuesta inmunitaria del individuo a la presencia continua de los
microorganismos de la placa bacteriana

S T i Fig. 2-25. Perspectiva de los
VIA CLASICA VIA DE LA LECTINA componentes principales y de las
. acciones efectoras del complemento. En
Complejos de antigeno: Lectina de union a manosa o etapas tgmpranas en las tres vias de
anticuerpo ficolina se une a carbohidratos Superficies de patogeno activacion del complemento una serie de
(superficies de patogenos) sobre superficies de patogenos reacciones de division culmina en la
formacion de una enzima activa llamada
=~ S £ - convertasa de C3, que divide el
C1q, Cir, C1s MBL/icolinas, MASP-2 c3 componente del complemento C3 en C3b y
c4 c4 B C3a. La produccion de la convertasa de C3
c2 C2 D es el punto en el cual convergen las tres
kl Il JJ vias y se generan las principales funciones
= § efectoras del complemento. C3b se une de
modo covalente a la membrana de la célula
Convertasa C3 bacteriana y opsoniza a las bacterias, lo
que les permite a los fagocitos
| intemalizarlas. C3a es un mediador
I peptidico de inflamacion local. C5a y C5b
[7 tj se generan mediante la division de C5b por
Componentes del una convertasa de C5 formada por C3b
complemento terminales unido a la convertasa de C3 (que no se
[N C5b muestra en este diagrama simplificado).
(3a, C5a C3b —1 gg Cb5a también es un potente mediador
8 peptidico de inflamacion. C5b desencadena
9 los eventos tardios en los cuales los
componentes terminales del complemento
tl 17 ‘i 17 T\I 17 se ensamblan para formar un complejo de
; ;o Se une a receptores del Complejo de ataque a ataque de membrana capaz de danar la
rﬁgrl;':adg%e: E:gmfr?; dtg complemento sot?re fagocitos membrms lisis de ciertos membrana de ciertos patégenos.
de fagocitos microorganismos
< 5 patogenos y células
Opsonizacion
de patogenos
Eliminacion de

complejos inmunitarios

Fuente: Murphy k. Travers P, Walport M. Inmunologia de Janeway. 72. ed. México: Mc Graw Hill- interamericana; 2010.
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Actividades bioldgicas del complemento:

1.- Incremento en la permeabilidad vascular.
2.- Anafilotoxinas

3.- Quimiotaxis

4.- Opsonizacién y endocitosis

5.- Adherencia inmune

6.- Lisis reactiva

En la prueba de fijacién de complemento se usan dos sistemas de reactivos ademas del
suero. Al primer sistema le llamamos sistema problema y al segundo sistema indicador,
constituido por una suspension de eritrocitos sensibilizados con hemolisina.

MATERIAL Y REACTIVOS

Hemolisina 2U 100 % hemoliticas

Complemento 2U 100 % hemoliticas

Zymosan 10 mg/ml.

Glébulos rojos de carnero al 1% en TBS

Solucién salina amortiguada de trietanolamina TBS fria.
4 pipetas de 1 ml.

3 tubos de 13x100

1 gradilla

Centrifuga

SERVICIOS: Luz, agua
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PROCEDIMIENTO

1.- Colocar una gradilla 3 tubos de ensaye de 13x100

2.- Colocar en cada tubo los siguientes reactivos de acuerdo con la tabla de desarrollo

TUBO ZYMOSAN SUERO | GRC HEMOLISINA I TBS FRIO
ml. ml. ml. ml. ml.
3 c
1 0.25 _ < 025 0.25 0 1.25
g 3
2 g
m P —
° )
2 0.25 0.25 g 0.25 0.25 S 1.0
9 3]
o a
n
3 0.25 0.25 0.25 1.25

Tabla de desarrollo | y 1l son incubaciones a 37° C por 15 minutos, centrifugar a 1500 rpm
durante 1 minuto después de agregar el TBS.

RESULTADOS

Observar en que tubos hay lisis o no lisis de eritrocitos.

Cuando el sistema de prueba se fija al complemento, el sistema indicador no sufre lisis (la
prueba de fijacion de complemento es positiva) el liquido del tubo se observa transparente
y en la base estaran los eritrocitos sedimentados, en cambio cuando en el sistema de
prueba no se fija el complemento, se presenta lisis, el liquido esta rojizo y no hay
eritrocitos en la base del tubo, la prueba por tanto es negativa.
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Cuestionario

1.- ¢ Cudles componentes del complemento estan en el flujo gingival?

2.- ¢ La concentracion de estos es suficiente para desencadenar la reaccion de fijacion
del complemento?

3.- ¢Qué sustancias presentes en cavidad oral pueden desencadenar la fijacion de
complemento por la via alterna?

4.- Diga a que se le conoce como lisis reactiva.
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Practica No. 6
CHOQUE ANAFILACTICO
OBJETIVO

El alumno estudiard y comprendera las reacciones de hipersensibilidad haciendo énfasis
en el choque anafilactico que puede conducir al paciente hasta la muerte si no se actla
rapida y eficazmente. El conocimiento de los factores que ocasionan esta reaccion, los
signos y sintomas iniciales haran la diferencia entre la vida y la muerte del paciente.

Para realizar esta préactica, el alumno debera revisar previamente lo siguiente:

Defina hipersensibilidad.

Mencione la clasificacion de hipersensibilidad.

Mencione que inmunoglobulina interviene en la reaccién de hipersensibilidad.
Que células intervienen en esta reaccion.

W RE

FUNDAMENTO TEORICO

Existe una pequefia proporcién de individuos que desarrollan una respuesta inmune
adaptativa exagerada frente a sustancias que son inofensivas para el resto de la
poblacion. Este tipo de respuestas inmunes frente a sustancias extrafias no infecciosas
puede producir una patologia clinica que se conoce como reaccion alérgica, reaccion de
hipersensibilidad o simplemente alergia (que significa respuesta anormal y excesiva).

Existen otros término utilizados: atopica (fuera de lugar) o intolerancia (para alimentos). A
los antigenos extrafios inofensivos que desencadenan las reacciones de hipersensibilidad
tipo | o anafilactica se les denomina alérgenos.

Las alergias se caracterizan porque generalmente el primer contacto con el alérgeno no
origina ningun tipo de reaccion, ya que los alérgenos son catabolizados rapidamente (a
diferencia de los patégenos, que se multiplican en el foco infeccioso). Por ello el primer
contacto o fase de sensibilizacidn no produce ningun tipo de manifestacion clinica,
aungue si se generan células de memoria especificas para ese alérgeno, de tal forma que
tras una reexposicion al mismo alérgeno se producira la reaccion alérgica con
sintomatologia clinica.




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE MECANISMOS INFECCIIOSOS Y RESPUESTA @i
INMUNE DEL SISTEMA ESTOMATOGNATICO 2hracora
Fecha de elaboracién o revision Version Péagina
SGC-FESZ-CD-ML06 29/01/2019 1 132/ 155

Las respuestas de hipersensibilidad se pueden definir como una reaccion o respuesta
exagerada del organismo ante un antigeno previamente conocido o desconocido.

Coombs las ha clasificado en inmediatas, mediatas y tardias.

Clasificacion Hipersensibilidad Tiempo

Inmediata Tipo | Menos de 5 minutos
Mediata Tipo 1l y 1l De 30 minutos a 1 hora
Tardia Tipo IV De 24 a 72 horas

Hasta 28 dias

Tipo de reaccién

Manifestacion

Mecanismo

Reacciones de
hipersensibilidad inmediata

(anafilaxia) IgE, células cebadas y
baséfilos
Il Anticuerpos citotoxicos IgM e IgG

Complejos antigeno-
anticuerpo

IgM, IgG, células
fagociticas, linfocitos NK, y
componentes de
complemento

Hipersensibilidad tardia
mediada por células

Linfocitos T sensibilizados

Como podemos ver en el cuadro anterior el choque anafilactico pertenece a las
reacciones de tipo | y el anticuerpo que interviene es la IgE o reagina.
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Existen diversas sustancias que pueden desencadenar esta reaccién como son:

¢ Medicamentos (anestésicos, antibidticos, analgésicos, vitaminas, etc.)

e Alimentos (huevo, leche, marisco, etc.)

¢ Insectos (picadura de insectos como abejas, arafas, etc.)

¢ Productos de la naturaleza (polen, polvo, pelos de animales, plumas de aves, etc.)

El termino alergia fue introducido en 1906 por Clemens Von Pirquet, definiéndola como
una capacidad alterada del cuerpo a reaccionar contra una sustancia extrafia. Hoy en dia
la definicién de alergia es mucho mas estricta, siendo la enfermedad provocada por la
respuesta del sistema inmunitario contra antigenos cominmente inocuos.

A su vez el término hipersensibilidad fue utilizado por primera vez para describir el estado
de un organismo mamifero posterior a la exposicion de un agente nocivo. EI mamifero se
vuelve “hipersensible” contra ese agente y por lo tanto es capaz de responder con mayor
fuerza a una segunda exposicién.

Gell y Coombs en 1963 desarrollaron una forma de clasificar las reacciones de
hipersensibilidad, la cual ha sido ampliamente aceptada hasta la actualidad. Esta
clasificacion divide a la hipersensibilidad en cuatro tipos principales: tipo |, o
hipersensibilidad inmediata (anafilactica); tipo I, o citotdxica mediada por anticuerpos; tipo
IIl o de complejos inmunes y tipo IV, retardada o mediada por células.

La anafilaxia es una reaccion inmunitaria generalizada del organismo, una de las mas
graves complicaciones y potencialmente mortales, se produce en una variedad de
situaciones clinicas y es casi inevitable en la practica médica. Con mayor frecuencia, es el
resultado de reacciones inmunoldgicas a los alimentos, medicamentos, picaduras de
insectos, etc., pero puede ser producida por la exposicion a un agente capaz de inducir
una degranulacion repentina, sistémica de mastocitos o basofilos.

La anafilaxia, es una reaccién alérgica sistémica grave causada por la liberacién de
histamina y otros mediadores quimicos (serotonina, factor quimiotactico de la anafilaxia,
sustancias de reaccion lenta de la anafilaxia (SRS-A) llamados leucotrienos, factor
guimiotactico de eosindfilos de la anafilaxia (ECF-A), y el factor activador de plaquetas
(PAF)), que provocan una variedad de signos y sintomas, de los cuales los més graves
son edema laringeo, obstruccion de via respiratoria inferior e hipotension. Las causas
comunes de anafilaxia son: la sensibilidad a alimentos mediada por IgE (p. €j., cacahuate,
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nueces, pescados, mariscos y productos lacteos), picadura de abeja y avispa, consumo
de medicamentos y contacto con latex. El tratamiento de la anafilaxia involucra la rapida
administracion de adrenalina (epinefrina), ya que esta inhibe la liberacion de las aminas
vasoactivas (histamina) en minutos. Este tratamiento puede ser seguido de la
administracion de antihistaminicos, corticoesteroides y broncodilatadores.

Inmunoglobulina E

De las inmunoglobulinas es la menos abundante, carece de las cualidades de las
inmunoglobulinas antes mencionadas, sin embargo, la IgE tiene un interés especial ya
que es el anticuerpo responsable de las reacciones de alergia, esto debido a que las
células cebadas y basdfilos expresan un receptor de alta afinidad al Fc de IgE
ocasionando que las células liberen el contenido de sus granulos y se presenten los
sintomas de la reaccion alérgica.
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Organo o sistema involucrado

TABLA 1

Manifestaciones clinicas de la anafilaxia

Signos y sintomas dominantes

1. Cardiovascular

2. Respiratorio

3. Piel

4. Gastrointestinal

5. Genitourinario

6. Nervioso

Taquicardia, arritmias, hipotension, colapso vascular, paro
(Infarto de miocardio).

Estornudos, rinorrea, ronquera, disfonia, estridor laringeo,
sensacion de cerrazén de garganta, edema de vias aéreas
superiores (lengua, Uvula, paladar blando, faringe, laringe)
taquipnea, broncoespasmo, apnea, asfixia.

Prurito palmoplantar inicial y luego generalizado, eritema,
urticaria, angioedema.

Néausea, vomitos, colicos, dolor abdominal, desposiciones
acuosas 0 sanguineas, incontinencia urinaria.

Colicos uterinos, incontinencia urinaria.

Convulsiones sensacion de “muerte inminente”, pérdida de
la conciencia.
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El tratamiento de choque anafilactico debe iniciarse rapidamente de la siguiente manera:

1. Aplicar epinefrina acuosa 1: 1000 I.M (repetir la dosis a los 15 0 30 minutos si es
necesario).

2. Localizar vena y canalizarla con alguna solucién (Hartmann, glucosada al 5%,

solucién salina, entre otras.)

Colocar al paciente en posicién de Trendelemburg

Si tenemos oxigeno aplicarlo al paciente 3 Lts.

Administrar antihistaminico I.V.

Administrar corticoesteroides 1.V.

Solicitar apoyo de una ambulancia

Administrar broncodilatadores 1.V ¢ inhalados si hay conciencia.

Trasladar al paciente en ambulancia a un centro hospitalario, para su control.

©®NOOOAW

MATERIAL POR GRUPO
Video grabacion:

Observar cuidadosamente el video en donde se utiliza como modelo animal al cobayo, ya
gue reacciona de manera muy similar al humano y el érgano de choque para ambos es el
pulmén. Tomar el tiempo que transcurre entre la aplicacion del antigeno y la muerte del
animal, observar los signos y sintomas.

SERVICIOS: Luz
RESULTADOS

Discutir la importancia del diagndstico oportuno de choque anafilactico y las formas de
prevenir estos eventos en el consultorio dental con el apoyo de una buena historia clinica
y un correcto manejo de la farmacologia para casos de emergencia (carro rojo).
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Cuestionario

1. ¢Con gue sustancias del consultorio dental se puede desencadenar un choque
anafilactico?

2. ¢Qué mediadores quimicos se liberan en esta reaccién y que 6rgano o sistema
ataca cada uno de ellos?

3. Que medicamentos deben existir en el carro rojo del consultorio dental (hombre
comercial y genérico).

4. ¢Cudl es la dosis de cada medicamento utilizado en caso de choque en nifios y en
adultos?
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Practica No. 7

ANTIESTREPTOLISINAS

OBJETIVO

El alumno demostrard y analizard la actividad protectora de los anticuerpos
antiestreptolisina O.

Para realizar esta préctica, el estudiante deberd revisar previamente los siguientes temas:
1. Enfermedades sistémicas en las que estan involucrados los estreptococos.
2. Toxinas de importancia odontolégica que producen los estreptococos.

3. Saber qué son las antiestreptolisinas.

FUNDAMENTO TEORICO

Los estreptococos producen muchos tipos de enzimas extracelulares y toxinas, algunas
de las cuales estan involucradas en la patogénesis de muchas clases de enfermedades,
dentro de estas sustancias estan: estreptoquinasa, estreptodornasa, estreptolisinas Sy O,
toxina eritrogénica, proteinasas, hialuronidasa, difosfopiridin nucleotidasa, amilasa y
esterasas.

Los estreptococos son cocos Grampositivos, encontrdndose algunos patégenos para el
hombre. Dentro de las enfermedades méas importantes en las que estan involucrados los
estreptococos, tenemos las siguientes: fiebre reumatica, faringitis, impétigo, meningitis,
glomerulonefritis, fiebre puerperal, septicemia, endocarditis subaguda y caries.

La fiebre reumética (FR) es una enfermedad inflamatoria sistémica, caracterizada por la
existencia de lesiones que afectan al corazén, articulaciones, sistema nervioso central,
piel y tejido celular subcutdneo, como secuela de una infeccién faringea por estreptococo
beta hemolitico del grupo A. Ciertas cepas de estreptococos del grupo A contienen
antigenos en la membrana celular que dan reacciéon cruzada con los antigenos del tejido
cardiaco humano, iniciandose el dafio con afectacién de las valvulas de dicho 6rgano.
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El inicio de la fiebre reumética va precedido a menudo por infeccion estreptocécica del
grupo A, de una a cuatro semanas antes, aunque esta infeccion puede ser muy benigna y
pasar inadvertida. Esta enfermedad presenta una marcada tendencia a ser reactivada por
infecciones estreptocdcicas recurrentes.

Los sueros de pacientes con fiebre reumatica, contienen anticuerpos contra estos
antigenos.

Principales caracteristicas inmunoldgicas:

o Ocurre después de la infeccion por el estreptococo B hemolitico del grupo A
(Streptococcus pyogenes).

e Presencia de anticuerpos circulantes dirigidos a los tejidos cardiacos por una
reaccién cruzada inducidos por la presencia del Streptococcus pyogenes.

o Depésito de inmunoglobulinas y de complemento en los tejidos valvulares vy el
miocardio.

La enfermedad habitualmente ocurre en nifios entre 5 y 15 afios de edad. Solo se
presenta después de infecciones bucofaringeas estreptocécicas repetidas y por lo
general, no esta asociada con las infecciones estreptocdécicas de la piel.

El odontdlogo puede encontrar restos o0 secuelas de la fiebre reumatica entre sus
pacientes. Cuando existe dafio de las valvulas cardiacas o el paciente es portador de
protesis valvulares, se requiere profilaxis antibidtica para tratamientos invasivos como
proteccion contra una posible endocarditis bacteriana subaguda que puede ser resultado
de una bacteriemia.

Para realizar el diagndstico, no sélo se debe apoyar en la sintomatologia; existen pruebas
auxiliares de laboratorio, como es la prueba de cuantificacion de antiestreptolisinas,
exudado faringeo, proteina C reactiva, VSG (velocidad de sedimentacién globular) y factor
reumatoide.

Los criterios de Jones para el diagnéstico de la fiebre reumatica, son utiles. La presencia
de dos criterios mayores o0 de un criterio mayor y de dos criterios menores, junto con la
evidencia sintomatica y de laboratorio de infeccibn reciente por estreptococos, es
altamente sugestiva de fiebre reumatica. La corea de Sydenham es diagndstico de fiebre
reumaética en ausencia de cualquiera de otros criterios mayores o menores. (Cuadro 1)
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Criterios mayores Criterios menores
Aritritis Artralgia
Carditis Fiebre
Corea de Sydenham Fatiga
Nédulos subcutaneos Malestar general
Eritema marginado Fiebre reumatica previa
Cualquiera de éstos:
Intervalo P-R prolongado en el ECG
Aumento de la  velocidad de
sedimentacién globular.
Aumento en el nivel de proteina C
reactiva.
Leucocitosis
Determinacion de antiestreptolisinas

Cuadro 1: Criterios de Jones para el diagnéstico de fiebre reumatica.

No hay prueba de laboratorio especifica para el diagndstico de la fiebre reumatica. La
evidencia de infeccién estreptococica previa puede ser obtenida mediante pruebas
serolégicas. Virtualmente todos los enfermos con fiebre reumatica tienen anticuerpos para
los antigenos estreptocécicos, aunque la elevacion del titulo de anticuerpos no tiene
relacion con la gravedad de la enfermedad. La mayoria de los individuos normales tienen
bajos titulos de anticuerpos antiestreptococicos. Por lo tanto la evidencia de infeccién
reciente descansa en que se pueda demostrar la elevacién en los titulos de los

anticuerpos.
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Una sola determinacién de anticuerpos antiestreptolisina O (ASO) es de poco valor
diagnéstico. Las titulaciones practicadas con intervalos de dos semanas, durante cuatro a
seis semanas posteriores a la infeccion estreptocécica, proporcionan una mejor
informacién. Una sola titulacion de ASO con titulo de 125 unidades Todd no proporciona
por si sola gran informacion; sin embargo, si este representa una elevacion a partir de un
titulo de 50 unidades, éste se indicara una infeccion estreptocdcica, o que hubo infeccién
recientemente. Una caida de un titulo de 250 unidades a 125 indicara curacion o remision
de la infeccion.

Nifios de 0-2 afios de edad Menor a 50 U Todd
Nifios entre 2-5 afios Menor a 100 U Todd
Nifios de 5-19 afios de edad Menor de 166 U Todd.
Adultos Menos de 125 U Todd.

Fuente: Angel MG, Angel RM. Interpretacion clinica del laboratorio. 62. ed. Colombia: Medica panamericana;
2000.

Titulo alto no es especifico para determinada enfermedad, sélo indica infeccion recurrente
por estreptococos. Los titulos se modifican en la convalecencia siendo inferiores cuando
el tratamiento es acertado. Los niveles altos de beta-lipoproteina dan falsos resultados
elevados y los antibidticos y corticoesteroides disminuidos. En amigdalitis, sepsis
puerperal, erisipela por estreptococos los titulos estan elevados.

MATERIAL Y REACTIVOS
6 tubos de 13 x 100

1 jeringa estéril de 10 ml

1 frasco de estreptolisina O

4 pipetas de 1 ml

Solucion salina amortiguada pH 7.4

Suspensién de eritrocitos humanos al 5% en solucion salina amortiguada
Incubadora a 37°C

Centrifuga

SERVICOS: Luz, agua.
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PROCEDIMIENTO
- Obtener 5 ml. de sangre por puncion venosa, deja coagular y obtener el suero.

- Usar 2 tubos para hacer dilucion del suero: dilucion 1:10 (0.5 ml de suero méas 4.5 ml
de solucién salina amortiguada) y dilucién 1: 500 (0.1 ml de la dilucién 1:10 mas 4.9 de
solucion salina amortiguada).

Preparar los tubos de acuerdo a la siguiente tabla:

Tubo | Suero (mL) SSA Estreptolisina Suspension de
(mL) (mL) eritrocitos (mL)
1 1 (1:10) 0.5 0.5
2 1 (1:500) 0.5 0.5 .
3 1 0.5 0.5
4 1 0.5

I'y Il son incubaciones a 37°C por 15 minutos.

El titulo de ASO se expresa en unidades Todd. Estas unidades son la reciproca de la
dilucién més alta del suero que neutraliza completamente la estreptolisina O.

RESULTADOS

Debe observarse si hay hemolisis 0 no. Si el suero neutraliza completamente la
estreptolisina O, la hemdlisis no se presenta. La hemolisis se observa cuando el liquido
del tubo tiene coloracion rojiza y en la no hemolisis el liquido es transparente y en la base
del tubo hay un botén de eritrocitos rojos y brillantes.
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Cuestionario

1. ¢Qué actividad presenta la estreptodornasa?

2. ¢Por qué en el diagnostico de fiebre reumatica es valioso el dato del titulo de
antiestreptolisinas O (ASO)?

3. ¢Qué papel juega la proteina M del Streptococcus pyogenes?

4. Enumere los criterios mayores y menores para el dx de fiebre reumatica.

5. ¢Qué inmunoglobulinas intervienen en fiebre reumatica?
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Practica No. 8
Determinacidn de anticuerpos heter6filos como diagnéstico de la

mononucleosis infecciosa.

Objetivo.

Identificar en suero o saliva la presencia de anticuerpos heteréfilos, como indicador de
mononucleosis infecciosa, mediante aglutinacién activa o directa.

Para realizar esta préctica, el estudiante deberd revisar previamente los siguientes temas:
1.- Enfermedades que producen el virus Epstein Batrr.

2.- Requisitos que deben cubrir los donadores de érganos.

3.- Fundamento de la presencia de anticuerpos de reaccién cruzada.

Fundamento Tedrico.

Los antigenos de reaccion cruzada son antigenos que tienen diferentes fuentes y una
semejanza estructural entre ellos. En la fiebre reumética y en la glomerulonefritis-
enfermedades no supurativas post estreptocécicas- los anticuerpos que se generan
contra el Streptococcus pyogenes reaccionan contra estructuras de valvulas cardiacas
en fiebre reumatica y contra estructuras de glomérulos en glomerulonefritis, a estas
estructuras se les conoce como antigenos de reaccion cruzada y la capacidad para la
elaboracion de estos anticuerpos se presenta solo en algunos individuos. Otros ejemplos
de este tipo de antigenos, son los carbohidratos del grupo sanguineo A, que dan reaccion
cruzada con el polisacéarido capsular neumococico tipo X1V, y los del grupo sanguineo B,
con antigenos de Escherichia coli. También se encuentran en los llamados anticuerpos
heteréfilos -que aparecen durante la mononucleosis infecciosa- su presencia es un
indicador util para establecer el diagnostico de esta infeccion, a través de una técnica de
aglutinacién directa o activa poniendo a reaccionar el suero o saliva de éstos pacientes
con eritrocitos de caballo que poseen la estructura similar al virus que produce la infeccion
generando una reaccién cruzada.
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La mononucleosis infecciosa es una enfermedad de distribucién mundial, causada por el
virus de Epstein-Barr (VEB), es un herpesvirus (ADN virus), el cual infecta linfocitos B
humanos. Esta enfermedad se presenta como un trastorno linfoproliferativo agudo por lo
general, autolimitado y benigno. En individuos con inmunodeficiencias se convierte en una
enfermedad grave, esta se manifiesta clinicamente con fiebre, linfadenopatia,
adenomegalia, esplenomegalia y linfocitosis. El titulo de anticuerpos heteréfilos en la
mononucleosis infecciosa se eleva en la primera semana de la enfermedad, alcanza un
maximo a las dos semanas y permanece alto hasta por aproximadamente 6 semanas. La
presencia de éstos anticuerpos pueden aparecer tardiamente en la enfermedad y el
retraso en la aparicién de estos se asocia con convalecencias prolongadas que una vez
resuelto el cuadro clinico, los titulos de anticuerpos pueden permanecer durante meses 0
incluso afios.

Los anticuerpos heteréfilos se encuentran en 80-90% de los pacientes que padecen
mononucleosis infecciosa, también los encontramos en ciertos tipos de leucemias, linfoma
de Burkitt y enfermedad de Hodgkin (linfomas que estad fuertemente asociado a la
infeccion por VEB), hepatitis viral, lupus eritematoso sistémico y en enfermedad del suero
originada por faboterapia, esto debido a que en México la mayor parte de los sueros
usados en esta seroterapia provienen de caballos inmunizados deliberadamente con
toxoides y venenos.

La deteccion de anticuerpos heterofilos, se realiza en aquellos individuos que van a donar
organos, para evitar que éstos sean portadores del virus de la mononucleosis infecciosa.

Material y reactivos.

Guantes

Recipiente para la eliminacion del material bioldgico.

Muestra (Saliva, suero o plasma) 1 mL.

Suspensién de gldbulos rojos de caballo al 1% en PBS, 100 mL.
Solucion salina amortiguadora de fosfato (PBS), 250 mL.

10 mL del testigo positivo del ensayo (Anticuerpos de conejo anti- glébulos rojos de
caballo).
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Placa de micro hemaglutinacién de 96 pozos con fondo en V.

Micropipetas tipo manual de 50 a 100 puL 6 bien micro dilutores de 50 pL.

Puntas para micropipeta.

Procedimiento.

1. Se colocan en lafila A del pozo 1 al 12, 50 uL de PBS.

2. Enelpozo 1 colocar 50 pL de la muestra y realizar diluciones al doble usando
volumenes de 50 pL, mezclando bien en cada paso, hasta el pozo numero 11,
desechar los Ultimos 50 L para que cada pozo tenga el mismo volumen. El pozo
12 lleva solo PBS (testigo negativo).

3. Para la fila B repetir el mismo procedimiento usando el suero de conejo anti-
glébulos rojos de caballo (testigo positivo del ensayo).

4. Adicionar 50 pL de la suspension de glébulos rojos de caballo a todos los pozos,
se mueve la placa en forma horizontal para mezclar.

5. Incubar 30 minutos a 37°C.

6. Leer la aglutinacion y reportar el titulo que es la inversa de la dilucion hasta donde
hay aglutinacion. Por ejemplo, positivo hasta el pozo niumero 4, como las
diluciones son al doble el titulo sera 16.

Ejemplo:
Pozo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A

® ©@©®®©®®0 0000 00
B

© O

O

O

En este ejemplo en la fila A el pozo No. 6 es el primero que se parece al pozo
No.12 (testigo), por lo tanto, el titulo de anticuerpos sera el encontrado en el pozo

No. 5, tomando en cuenta la dilucién que hay en ese pozo No. 5.
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Resultados.

Se observara un titulo muy alto en el carril donde se colocé el testigo positivo del ensayo,
lo que permitira al alumno identificar las caracteristicas que presenta una reaccion de
hemaglutinacion.

Los titulos en saliva seran mas bajos que los encontrados en plasma o suero, en aquellos
individuos infectados con la enfermedad activa 0 portadores de la mononucleosis
infecciosa.

Los individuos que recibieron faboterapia daran falsos positivos.

Cuestionario.
1. ¢ Cual es la diferencia entre una precipitacion y una aglutinacién?
2. ¢ Cuantos tipos de aglutinacion existen?

3. ¢ Qué manifestaciones en boca se presentan durante la mononucleosis
infecciosa?

4. ¢ Por qué es importante que los donadores de 6rganos estén libres del virus
Epstein-Barr?
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Practica No. 9

DETERMINACION DEL TITULO DE ANTICUERPOS EN SALIVA Y SUERO
CONTRA CEPAS POTENCIALMENTE CARIOGENICAS Y SU RELACION CON
EL INDICE C.P.O.

OBJETIVO

Al finalizar la préctica, el estudiante establecerd la relacién que existe entre la presencia
de microorganismos cariogénicos, la presencia de anticuerpos en saliva y suero contra
estos microorganismos y el indice de caries.

Para realizar la practica, el alumno debera revisar previamente los siguientes temas:

1. Microorganismos que son cariogénicos
2. Definicion de caries dental integrando el &rea bioldgica, clinica y social
3. Factores que intervienen en el proceso de caries dental

FUNDAMENTO TEORICO

Al ser la Ultima practica inmunolégica, el alumno conoce ya los mecanismos de defensa
de nuestro organismo en general y en cavidad bucal de manera mas especifica, por lo
gue podria relacionar estos mecanismos de defensa con el proceso de caries, mediante
una microtécnica inmunoldégica.

Existen varios estudios sobre la produccion de anticuerpos y la actividad de estos en los
procesos de caries mediante el levantamiento del indice CPO.

En 1980. Challacombe y Kennedy informaron que los sujetos libres de caries tuvieron una
concentracion elevada de anticuerpos en suero pero no en saliva hacia el antigeno de la
pared celular de estreptococos cariogénicos.

Por otro lado, Meneses y col. realizaron un estudio en donde encontraron en un total de
139 adolescentes entre 12 y 15 afios de edad, que las mujeres presentaron un mayor
namero de dientes cariados, asi como mayor grado de infeccién por Streptococcus
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mutans y mas alto titulo de anticuerpos de tipo IgA salival contra antigenos I/ll de este
microorganismo, asi como en toda la poblacion que a mayor nimero de dientes cariados,
un mayor titulo de anticuerpos IgA salivales para antigenos I/ll de Streptococcus mutans.

Otro estudio realizado por Gonzélez y col. en nifios de 0 al80 dias de edad donde
identifican anticuerpos salivales de tipo IgA e IgG contra Streptococcus mutans en saliva,
reporta que los niveles de estos anticuerpos disminuyen gradualmente en los nifios al
aumentar la edad, también que los niveles de IgA en saliva en los nifios estudiados, son
mayores comparados con los de IgG en todos los grupos de edad y que los niveles de
ambos anticuerpos contra S. mutans, son mayores en el género masculino comparados
con el género femenino.

La inquietud de elaborar una vacuna para impedir el desarrollo de caries dental, surge en
Inglaterra, en la década de los 70°’s en el Guy's Hospital por Lehner y Challacombe,
guienes elaboran una vacuna que aplicaron a monos Rhesus, y este trabajo se continué
por Julian Ma y su equipo de trabajo, quienes elaboraron una vacuna para caries dental a
partir de IgA anti antigeno I/l de plantas de tabaco.

La técnica que se utilizara en esta practica para conocer el titulo de anticuerpos, es la de
microtitulacién, la reaccion antigeno/anticuerpo que observaremos serd la de aglutinacién
pasiva.

Se llama aglutinacion pasiva a la reaccion antigeno/anticuerpo donde se requiere de un
acarreador o soporte para hacer visible la reaccién, en este caso el acarreador o soporte
son glébulos rojos de carnero a los cuales se les unié el antigeno. En este caso los
antigenos seran los carbohidratos de las paredes celulares de las bacterias cariogénicas
que utilizaremos.

El anticuerpo a identificar en saliva, sera de tipo IgA, la cual tiene dentro de sus funciones
antibacterianas:

a.- Reducir la hidrofobicidad del Streptococcus mutans evitando su adherencia a la
pelicula salival (la hidrofobicidad, es una fuerza que permite la interaccién entre grupos
hidrofébicos y eso permite que las bacterias se unan entre si y eso les ayude a colonizar,
la reduce uniéndose a cualquier antigeno de superficie de estas bacteria impidiéndoles
adherirse).
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b.- Bloquear la uniéon que les permite unirse a los colonizadores tempranos por la
interaccion adhesina- receptor ante Ag I/1l.

c.- Interferir en la acumulacion de placa dependiente de sacarosa inhibiendo la produccién
de glucanos, mediante el blogqueo a la enzima GTF y la adherencia.

d.- Inhibe la produccioén de &cidos y otras actividades metabdlicas, como la adquisicion de
Fierro, que es nutriente esencial para las bacterias.

Del mismo modo en suero de encontraran anticuerpos de tipo IgG los cuales cumplen las
siguientes funciones:

a.- Bloquear los determinantes de adherencia
b.- Aglutinar bacterias

c.- Inhibir enzimas bacterianas

d.- Destruir bacterias (bacteriolisis)

e.- Quimiotaxis y opsonizacién de bacterias

f.- Inducir la inflamacion de los tejidos gingivales, con el incremento de la permeabilidad
vascular.

MATERIAL Y REACTIVOS POR GRUPO

Placa de microtitulacion

Micropipetas de 50 pL

2 Tubos de ensaye

Saliva y suero de un mismo donador (de preferencia con caries activa)
Bafio maria

PBS (solucién amortiguadora de fosfatos)

Jeringas de 5 ml

Antigeno Carbohidrato de S. mutans Pegados a globulos rojos de
Antigeno Carbohidrato de S. sanguis carnero
Microdilutores

Mechero

Centrifuga

Alcohol
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SERVICIOS: Agua, luz, gas.

PROCEDIMIENTO

1.
2.
3.

10.
11.

12.

13.

Extraer 5 ml de sangre de un compafiero y separar el suero.
Pedir al mismo donador 3 ml de saliva, filtrarla
Incubar ambas muestras en bafio Maria a 62° C por 3 minutos para inactivar

el complemento.

Colocar con otra micropipeta una gota (50ul) de PBS en cada uno de los
pozos (1 a 12) de la placa de microtitulacion en las hilera A,B.

Colocar con otra micropipeta una gota (50ul) suero en el pozo No. 1 hilera A.
Introducir un microdilutor flameado y frio en el pozo No. 1 hilera Ay girarlo sin
tocar el fondo ni las paredes del pozo 15 veces (como si fuese un molinillo).
Pasarlo cuidadosamente e introducirlo en el pozo No. 2 de la misma hilera,
girdndolo 15 veces aproximadamente.

Realizar el mismo procedimiento para los siguientes pozos hasta el No. 11.
No hacer nada en el pozo No. 12, ya que sera el testigo negativo.

Flamear el microdilutor.

En la hilera B pozo No. 1 agregar una gota (50pl) de saliva y repetir los pasos
6 a 9. En caso de tener dos donadores (Antigenos) a probar tomar dos
hileras méas por ejemplo C y D y realizar los pasos 1 a 11.

Colocar con otra micropipeta en los pozos del 1 al 12 una gota (50ul) de
glébulos rojos con el antigeno pegado en ambas hileras A y B (si estamos
utilizando las hileras C y D hacer el mismo procedimiento).

Incubar a 37° C por 2 6 3 horas y leer los resultados.

Realizar la lectura tomando como referencia lo que se observa en el pozo 12 de cada
hilera ya que este es un testigo negativo, de acuerdo a su lectura observe los pozos del
1 en adelante hasta que encuentre una reaccion igual a la del pozo 12, el resultado sera
el pozo anterior al que encuentre con esa caracteristica.
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EJEMPLO:
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En este ejemplo en la fila A el pozo No. 6 es el primero que se parece al pozo No.12
(testigo), por lo tanto, el titulo de anticuerpos sera el encontrado en el pozo No. 5,
tomando en cuenta la dilucibn que hay en ese pozo No. 5. Las diluciones van de la
siguiente manera pozo No. 1 dilucién 1:2, pozo No. 2 dilucion 1:4, hasta llegar al pozo
namero 11 con la dilucién 1:2056.

RESULTADOS

- Observar y analizar los titulos de anticuerpos encontrados en la muestra de saliva y en
la de suero, comparar estos resultados y relacionarlos con el indice CPO y con el nimero
de caries activas que presenta el donador.

Cuestionario

w

Mencione porgue no se habia podido producir una vacuna contra caries dental
producida por Streptococcus mutans.
Mencione las caracteristicas antigénicas de Streptococcus mutans.

¢Por qué es necesario inactivar el complemento en esta practica?

Mencione por lo menos dos funciones antibacterianas de IgA.
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IDENTIFICACION DE CAMBIOS

Pagina Cambios
Los requisitos previos se reubicaron después del objetivo, en todas las
6 practicas
8 Aclarar que la Estreptolisina S es inmunogénica y no antigénica
9 Describir la participacion de el factor CAMP
10 Se quita lo correspondiente a Coagulasa
13 Se enriguece la informacién y se corrige la redaccion
17 Se corrige el procedimiento del inciso B) Produccion de Hemolisinas
19 Se maodifica el cuestionario
27 Se agrega una siembra de mitis salivarius
29 Se corrige la informacion del contenido
39 Se corrige la informacion del contenido
47 Se corrige el procedimiento
63 Se elimind el cuadro de “Otras caracteristicas del Género Candida”
65y 68 | Se agrego el apartado V Tincion de Gramm
73 Se agrego la informacion del Formocresol, Paramonoclorofenol alcanforado
74 En material y reactivos se agreg6 el hipoclorito de sodio al 2% y se eliminé
el del 3%
94 En material y reactivos se sustituye el Suero Humano Total y el Antisuero
Humano Total por Suero Bovino Total y Antisuero Bovino Total.
El procedimiento también se modificd
101 Se quité el parrafo que se encuentra arriba de la figura
102 Se quité el parrafo inicial de la hoja
103 Se aumentd la redaccion de los resultados
111 Se maodificé la redaccién del parrafo 4
117 Se agreg6 un cuadro de respuesta de la hipersensibilidad
128 Se integra esta nueva practica al manual
133 Se pasa al inicio del manual
135 Se pasa al inicio del manual
137 Se pasa al inicio del manual
138 Se incluyé en la practica No. 3




