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INTRODUCCION

El sistema de ensefianza que se lleva a cabo en la FES Zaragoza es modular, cuyo objetivo es
gue los profesionales se comprometan con la solucién de problemas de la sociedad. Para tal
meta, es necesario actuar a tres niveles: investigacion (producto del conocimiento de las
necesidades sociales), docencia (comunicacién y confrontacidon practica del conocimiento) y
servicio (aplicacién social de tales conocimientos) (Padilla 2012. p.73).

El sistema modular incorpora la inter-disciplina y la aplicacion del conocimiento a un objeto de
estudio. Entonces, este objeto de estudio sera abordado conjugando diversas ciencias y
técnicas con la finalidad de dar salida al problema planteado, lo cual implica que debe existir una
relacion entre la teoria y la practica.

Para poder lograr la produccion de conocimientos, es fundamental, buscar la informacién a
través de experimentos y la produccién de conceptos desde los productos tedricos-ideoldgicos
existentes, las actividades que integran teoria y praxis (UAM-X, 1994). Por lo tanto, esta
modalidad de trabajo facilita la vinculacion de la teoria con la practica, asi como compartir,
profundizar y enriquecer la experiencia personal y grupal (Guajardo 1994, p 9).

Dentro del primer afio de la Carrera de Cirujano Dentista de la FES Zaragoza, existe el Médulo
Biologia Bucal y Bases Farmacolégicas conformado por tres horas tedricas en donde se
abordan temas generales de Microbiologia, Bioquimica, Inmunologia y Farmacologia; asi como
dos horas practicas.

Las horas practicas se llevan a cabo durante el primer semestre en el laboratorio de
Microbiologia y en el segundo semestre dentro del laboratorio de Bioquimica. La primera parte
cuenta con 13 préacticas y la segunda con 10, para hacer un total de 23 préacticas, las cuales
estan relacionadas directamente con los contenidos teéricos del modulo.

Este manual contiene las practicas del médulo a fin de servir como una guia para que los
estudiantes logren la vinculacion de la teoria con la practica para la produccion y comprobacion
de su propio conocimiento. Ademas de los protocolos de practicas, también contiene el objetivo
del manual, el reglamento de cada uno de los laboratorios, asi como el sistema de evaluacion de
la parte practica del modulo.

Cada una de los protocolos de préacticas se encuentra integrado por un objetivo, fundamento
tedrico, material y reactivo, equipo, servicios necesarios, procedimiento, guia de interpretacion
de resultados con un cuestionario y bibliografia que pueden consultar como apoyo para la
integracion de su reporte de practica.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD

MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO BIOLOGIA
BUCAL Y BASES FARMACOLOGICAS

Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version
SGC-FESZ-CD-ML08 22/Enero/2020 0
OBJETIVO

Dirigir al alumno a la aplicacién de los conocimientos adquiridos en el componente teérico del
Médulo Biologia Bucal y Bases Farmacoldgicas, proporcionando los elementos para que el
Cirujano Dentista en formacién, relacione el proceso salud-enfermedad en cavidad bucal con los
mecanismos inmunoldgicos de defensa, entendiendo los procesos bioquimicos que se llevan en
cavidad bucal y en la estructura dental mediante la implementacion de practicas que permitan
demostrar los fendmenos ocurrido en cavidad bucal e interpretar los resultados orientandolos a

aspectos relacionados con su practica profesional.
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PRACTICA 1

MANEJO DEL MICROSCOPIO

OBJETIVO

Identificar las partes, funciébn, manejo y cuidados del microscopio, para conservarlo en
condiciones 6ptimas para el desarrollo de las practicas de laboratorio.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

Usos y aplicaciones del microscopio.
Diferentes tipos de microscopio.

Cual es el uso del aceite de inmersion.

Comprensién de la utilidad que tiene el microscopio en el campo odontolégico.

FUNDAMENTO TEORICO

Para llevar a cabo las practicas del laboratorio de microbiologia, se requiere de la observacion
de microorganismos y dado que éstos no se observan a simple vista, es necesario el uso del
equipo adecuado, en este caso, el microscopio como apoyo para la identificacion y comprension
de los objetivos planteados para cada una de las mismas.

El microscopio es un aparato que aumenta la imagen de los objetos y permite observar aquello
gue, en un principio, es invisible para el ojo humano. Fue utilizado por primera vez, como tal, por
el holandés Antony van Leeuwenhoek en el afio 1675.

El microscopio es el instrumento mas utilizado y fundamental en el Laboratorio de Microbiologia
puesto que proporciona la amplificacidén gracias a la cual el hombre es capaz de ver organismos
y estructuras que a simple vista son invisibles.

Se dispone de microscopios que permiten amplias escalas de aumento; se cuenta también con
varios tipos de microscopios y se han ideado muchas técnicas por las cuales las muestras de
microorganismos se preparan para el examen con maximo detalle.

Cada tipo de microscopio y cada método de preparar las muestras ofrecen alguna ventaja para
demostrar algunos aspectos morfoldgicos.

Existen microscopios simples, que emplean una sola lente y microscopios compuestos, que
utilizan dos 0 més lentes. El alumno utilizar4 un microscopio compuesto, por lo que se dara una
descripcion de éste. (Figura 1.1)
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Consta de varios sistemas:

1. Sistema de soporte
Sistema éptico
Sistema de ajuste

> N

Sistema de iluminacion

1. Sistema de soporte

Este sistema le proporciona el soporte estructural y estabilidad al equipo. Esté constituido de las
siguientes partes:

1.1 Brazo

Es la parte del microscopio utilizada para transportarlo. Se sostiene con la mano izquierda y por
el pie con la mano derecha.

1.2 Tubo de Microscopio

Comunica y sostiene el ocular con el revélver. Se desplaza en forma vertical por medio de dos
tornillos: el macrométrico y el micrométrico.

1.3 Revolver

Se comunica con el tubo del microscopio y sostiene los objetivos: Es una pieza giratoria para
seleccionar el objetivo y colocarlo en una posicién vertical respecto al ocular. Generalmente
contiene 3 a 4 objetivos.

1.4 Platina

Es la parte donde se coloca la preparacion a observar; puede tener pinzas para sostener el
porta objeto o bien un carro que se maneja con un tornillo que permite el desplazamiento hacia
arriba y abajo y otro tornillo que desliza a la derecha e izquierda.

1.5 Pie

Sostiene al microscopio



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD

MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO BIOLOGIA

FES

Wi v

BUCAL Y BASES FARMACOLOGICAS
Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Pagina
SGC-FESZ-CD-ML08 22/Enero/2020 0 8/185

2. Sistema 6ptico

La claridad con la que se puede ver un objeto pequefio, la determinan dos caracteristicas: el
aumento y el poder de resolucion. El aumento es la diferencia entre el tamafio de la imagen vista
con el microscopio y el tamafio real del objeto. Los mejores microscopios Opticos normalmente
amplian un objeto mas de 1000 veces. La resolucién o poder de resolucion, es la capacidad
para distinguir detalles finos en una imagen; se define como la distancia minima entre dos
puntos a la cual ambos se pueden ver separados y no como un unico punto borroso. El poder de
resolucién depende de la calidad de las lentes y de la longitud de onda de la luz de iluminacion.
Mientras mas pequefia es la longitud de onda, la resolucion aumenta.

El microscopio compuesto, consta de dos sistemas de lentes:

2.1 Ocular

Esta formado por un sistema de lentes, que aumenta la imagen producida por el objetivo. Esta
situado cerca del ojo del observador y lleva grabado el aumento que proporciona. Algunos
microscopios son monoculares y otros binoculares.

2.2 Objetivos

La resolucién del microscopio, dependera solo del objetivo. Son cuatro las clases de objetivos
generalmente usados:

2.2.1 Objetivo 4X (lupa).

Es el objetivo explorador, se utiliza una vision de conjunto y para localizar estructuras grandes.

2.2.2 Objetivo 10X (seco débil).

También se llama seco débil. El area observada disminuye pero la amplificacién es mayor. Se
utiiza de preferencia para observar células o tejidos o bien para localizar estructuras mas
facilmente y llevarlas al centro del campo para enfocarlas con el siguiente objetivo.
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2.2.3 Objetivo 40X (seco fuerte).

También se conoce como seco fuerte. Se obtiene un mayor aumento y el campo se reduce,
observandose los detalles de la estructura enfocada.

2.2.4 Objetivol00x (de inmersion).

Conocido como objetivo de inmersién, ya que para su uso es necesario colocar a la preparacion
aceite de inmersion. Con este objetivo se obtiene una imagen mas definida y mas grande.

Estas dos lentes, el ocular y el objetivo, estan separadas por un tubo a una distancia tal que el
ocular amplifica la imagen producida por el objetivo.

La amplificacién total de un microscopio, es el producto del aumento que da el objetivo (con el
que se observa), y el del ocular. Asi la amplificacion total de los objetivos 4X, 10X, 40X y 100X y
con el ocular 10X, sera de 50, 100, 400 y 1000 veces respectivamente.

Por ejemplo una célula o estructura que mide 6 micras al observarla con los diferentes objetivos
tendremos que:

Lupa (4X) x ocular (3X 6 5X) x 6 micras = 150 micras.
Seco débil (10X) x ocular (5X) x 6 micras = 300 micras.
Seco fuerte (40X) x ocular (5X) x 6 micras = 1200 micras.

De inmersién (100X) x ocular (5X) x 6 micras = 3000 micras = 3 mm.

Como se demuestra el incremento de la imagen ya permite al ojo humano observar detalles en
la estructura microscoépica.

3. Sistema de ajuste

Esta constituido por dos tornillos: el macro-métrico y el micrométrico
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3.1 Tornillo macro-métrico

Permite el desplazamiento rapido y vertical del tubo del microscopio. Se localiza debajo de la
platina. Se utiliza para hacer el ajuste grueso de la imagen que se desea observar.

3.2 Tornillo micrométrico

Puede estar localizado debajo del tornillo macro-métrico o ser la parte central de éste. Permite el
desplazamiento lento y vertical del tubo del microscopio hasta que la imagen se aclara y queda
bien definida. Se utiliza para obtener un ajuste preciso y enfocar los diferentes planos de la
estructura observada.

4. Sistema de iluminacién

Consta de tres partes: la lampara, el condensador y el diafragma.

4.1 Lampara

Consta de un foco cuya intensidad luminosa puede regularse por medio de un transformador o
bien ser constante.

4.2 Condensador

En su estructura presenta un sistema de lentes que sirven para concentrar los rayos luminosos
en el campo de observacion.

4.3 Diafragma

Situado en la parte inferior del condensador. Estd compuesto de laminillas metalicas que se
abren o se cierran para regular la cantidad de luz necesaria a la observacion y asi lograr una
imagen mas definida.
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Ocular

Revdlver y objetivos
Brazo

Platina

Diafragma

Lampara

Base

Interruptor de luz y regulador de
intensidad de la luz

9. Tornillo macrométrico
10. Tornillo micrométrico

NV REWNE

Figura 1.1 Esquematizaciéon de las partes del microscopio compuesto.

Técnica para observar al microscopio.

=

Colocar la preparacion en la platina

2. Ver lateralmente para bajar el tubo del microscopio con el tornillo macrométrico cerca de la
preparacion y utilizar el objetivo de menor aumento.

3. Observando por el ocular, subir el tubo del microscopio hasta localizar el objeto de
observacion con el macro-meétrico

4. Mover lentamente el micrométrico, para precisar la imagen

5. Girar el revolver para colocar el objetivo seco fuerte, observar por el ocular y detallar la
imagen con el tornillo micrométrico.

6. Para observar con el objetivo 100X o de inmersién, seguir los pasos siguientes:

a) Después de observar con seco fuerte (40X), gire el revolver para colocar el objetivo
de inmersion y antes de concluir esta operacion, colocar una gota de aceite de inmersién
sobre la preparacion.

b) Bajar el tubo del microscopio usando el tornillo macro-métrico observando del lado
hasta que el objetivo entre en contacto con el aceite de inmersién y posteriormente se
ajuste el enfoque por medio del tornillo micrométrico.

C) Verificar la posicion del condensador para mejorar la nitidez de la imagen.
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Cuidados del microscopio

Para una mejor observacion, se requiere mantener al microscopio en perfectas condiciones
mecénicas, limpio y manejarlo correctamente. Para lograr esto, hay que tener en cuenta las
siguientes indicaciones:

1. Sino esta en uso, debe mantenerse en su estuche o funda protectora

2. Debe alejarse de la accion de acidos y liquidos corrosivos.

3. Debe transportarse con cuidado en forma vertical y por medio del brazo y de preferencia
colocando la otra mano debajo del pie.

4. Limpiarlo antes y después de usarlo, para el caso de las lentes, utilizar papel seda.

5. Al terminar la observacion, colocar el objetivo de menor aumento y guardar el microscopio
en su estuche o cubrirlo con su funda.

MATERIAL

1 Microscopio éptico

1 Preparacion de frotis sanguineo

1 Preparacion de frotis de cocos bacterianos

1 Preparacion de frotis de bacilos bacterianos

1 Preparacion de letras de papel periodico

Aceite de inmersion

Papel seda

EQUIPO

Microscopio

SERVICIOS

Aguay luz
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PROCEDIMIENTO

1. Bajo la supervisiéon del profesor, adiestrarse en el conocimiento del microscopio haciendo un
repaso y reconocimiento de las partes del microscopio, identificando su manejo.

2. Enfocar a seco débil, seco fuerte e inmersion, las preparaciones proporcionadas

3. Después de utilizar el microscopio entregarlo al laboratorio considerando los cuidados
necesarios.

RESULTADOS

Reportar los resultados obtenidos y hacer dos esquemas de cada una de las observaciones
realizadas con el microscopio: una que demuestre lo observado con el objetivo 40X o seco
fuerte y la otra con el objetivo de 100X u objetivo de inmersién.

CUESTIONARIO

o0 hrWNE

© N

Defina indice de refraccion.

¢, Cudl es la funcién del aceite cuando se usa el objetivo de inmersion?

¢,Con cual de los objetivos hizo una mejor observacion?

¢ Qué aplicaciones se obtienen con el microscopio de luz?

Expliqgue que es el poder de resoluciéon de un microscopio

¢,Como se determina el grado de amplificacién?; determinelo con cada uno de los objetivos
que utilizo.

¢, Cudl es la diferencia entre resolucion y aumento?

¢, Qué aplicacién puede darle el odontologo al microscopio en el consultorio dental?
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PRACTICA 2

ESTRUCTURA BACTERIANA
OBJETIVO

Identificar algunos elementos estructurales de bacterias presentes en el microbioma de cavidad
bucal, reconociendo que no todas las bacterias son morfolégicamente iguales.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

Clasificacion de los seres vivos
Definicién de bacteria
Componentes estructurales de las bacterias

FUNDAMENTO TEORICO

Las bacterias son microorganismos procariontes que pueden producir alteraciones a nivel
sistémico y en cavidad bucal. Se nutren principalmente por absorcion, y su tipo de organizacion
es unicelular pudiendo formar colonias.

En la célula procariota el material genético, usualmente una fibra Unica de DNA, se encuentra
libre en el citoplasma y que no presenta membrana nuclear como los eucariontes. La membrana
citoplasmatica se continla en muchas bacterias hacia el interior del protoplasto (membrana
intracitoplasmatica).

El tamafio de la mayoria de las células bacterianas es tal, que resultan dificiles de ver con el
microscopio Optico, aunado a ello, la falta de contraste entre la célula y el medio que la rodea
imposibilita su visualizacion a menos que se aumente el contraste mediante la utilizacion de
colorantes. Estos pueden emplearse para distinguir entre tipos diferentes de células bacterianas
o0 para revelar la presencia de determinados constituyentes estructurales como: flagelos,
esporas, capsulas, paredes celulares, centros de actividad respiratoria, etc.

Céapsula

Cubierta estructural altamente viscosa y firmemente adherida a la pared celular de algunas
especies bacterianas, Streptococcus salivarius (S. salivarius), produce una capsula de
polisacéaridos. La capsula protege al microorganismo de la desecacion y de la fagocitosis,
ademas puede proporcionarle la capacidad de adherirse a las superficies. El Streptococcus
mutans (S. mutans) y el Streptococcus sanguis (S. sanguis), forman un material muy
parecido a la capsula en presencia de sacarosa que permite que se adhiera a la superficie
dental e inicien la formacion de la biopelicula (placa) microbiana.
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Pili

En bacteriologia, los pili (singular pilus, que en latin significa pelo) son estructuras en forma de
pelo, mas finas y cortas que los flagelos que se encuentran en la superficie de muchas
bacterias. Los pili corresponden a la membrana citoplasmética a través de los poros de la pared
celular y la capsula que asoman al exterior, estructura muy pequefia, delgada, rigida y recta,
constituida por una proteina llamada pilina, varia en nidmero; se asocia principalmente con
bacterias Gram negativas, moviles e inmdviles y participa en el intercambio de informacién
genética, por ejemplo con los plasmidos.

Fimbrias

Las fimbrias (del latin Cimbria; fimbria borde externo, margen, hilos, flecos), es una apéndice
proteinico presente en muchas bacterias, mas delgado y corto que un flagelo son utilizadas por
las bacterias para adherirse a las superficies, unas a otras, o a las células animales, en muchas
bacterias, las fimbrias son necesarias para la colonizacion durante el proceso de infeccion o
para iniciar la formacién de una biopelicula.

Flagelos

Son filamentos protéicos delicados, largos y ondulados, sirven para el movimiento bacteriano.
Se originan de la membrana citoplasmica y poseen un cuerpo basal localizado en la membrana
y pared celular.

Los organismos se pueden clasificar segun la localizacion de sus flagelos:

1) Atrica. No presenta flagelos.

2) Lofétrica. Localizados en un extremo de la bacteria.

3) Anfitrica. Sus flagelos se localizan en los polos de la bacteria.

4) Peritricos. (del griego trichos, pelo) Localizados en toda la superficie del organismo.

Pared celular

Es una estructura rigida, responsable de dar forma a la bacteria y proteger a la membrana
plasmatica de la presion osmdtica intracelular y del medio. Todas las bacterias al ser despojadas
de la pared, toman una forma esférica y se llaman protoplastos. Ver cuadro I.


https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
https://es.wikipedia.org/wiki/Biopel%C3%ADcula
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Pared celular Gram positiva |Gram negativa

Complejidad Menor mayor
Lipidos 0-2 % 10- 20 %
Polisacaridos 35-60 % 15-20 %
Acidos teicoicos |+ -
Lipopolisacaridos | - +

Cuadro |. Diferencias entre la pared celular de las bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Membrana plasmaética

Es la estructura mas externa de la porcion viva de la célula; constituida por fosfolipidos y
proteinas. Presenta selectividad y controla el paso de nutrientes y productos de desecho entre el
medio y el citoplasma. Algunas enzimas respiratorias y oxidativas estan asociadas con la
membrana, ademas de las enzimas que sintetizan la pared celular.

Citoplasma

Constituye el medio interno celular. En el citoplasma puede distinguirse una parte liquida, el
citosol, que es una solucion cuyo solvente es el agua, mientras que los solutos constituyen una
variedad de sustancias que participan en el metabolismo. En células joévenes aparece
homogéneo, en viejas es granular. En él se encuentran mesosomas, ribosomas, granulos
metacromaticos y material nuclear que se encuentran incluidos en una matriz que contiene
iones, aminodacidos y proteinas, entre otros.

Mesosomas

Son invaginaciones de la membrana citoplasmatica; sirven para dar sostén al material nuclear
para su sintesis. Los mesosomas laterales tienen funciones excretoras y secretoras. Pueden
presentar forma vesicular, concéntrica o lamelar (todo lo que estd compuesto por laminillas).

Ribosomas

Son complejos articulados de proteinas y RNA (acido ribonucleico). Responsables de la sintesis
de proteinas. En las células bacterianas, se pueden disociar en subunidades 50S y 30S
(grandes y pequefias respectivamente).
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Material genético

El DNA en forma de cromatina se encuentra disperso en el citoplasma. Algunas bacterias
pueden tener material extra-cromosémico en forma de

Plasmidos

Un pladsmido es una pequefia molécula de ADN circular que a menudo se encuentran en
bacterias y otras células. Los plasmidos son separados del cromosoma bacteriano y se replican
independientemente de ella. Se hereda de forma estable, pero no se necesario ni para el
crecimiento ni la reproduccién de la célula que la hospeda.

Endosporas

Algunos géneros bacterianos (Clostridium y Bacillus), producen en su interior formas de
resistencia denominadas endosporas. Se producen cuando las condiciones ambientales son
desfavorables (agotamiento de los nutrientes, temperaturas extremas, radiaciones, compuestos
téxicos, etc.) formandose una espora por cada forma vegetativa. Al finalizar el proceso de
esporogenesis, la célula vegetativa se lisa y libera la espora al exterior. Cuando el ambiente es
favorable, la espora germina generando una nueva forma vegetativa.

—— Cytoplasm ——

\_‘ : et v e — Ribosomes
Inclusion ——~——— " _ ;;w—--;[j—--- —— Cell wall

Plasma membrane

|| _
\‘\\\\] \,\ .‘ —/_/& Capsule /

s~ Nuclear area (nucleoid) —=a

Z Nz containing DNA
Capsule% A :
Cell wall —% 3
Plasma J’ :
membrane (b)

Fimbriae —— / f

(a)

Figura 2.1 Estructura de una célula bacteriana tipica (a) y una foto de microscopia electrénica de una
célula bacteriana (b). Tomado de Li et al., 2015.
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Tinciones

Las bacterias son incoloras y refringentes, de tal manera que se necesita el uso de tinciones
para observarlas al microscopio de luz. Los colorantes ademas de tener la propiedad de impartir
color, deben ser resistentes a la luz y al lavado, asi como también la propiedad de unirse a un
material por medio de una reaccidn quimica o depositarse sobre dicho material.

La mayoria de los colorantes son compuestos organicos que tienen alguna afinidad especifica
por los materiales celulares. Muchos colorantes utilizados con frecuencia son moléculas
cargadas positivamente (cationes) y se combinan con intensidad con los constituyentes
celulares cargados negativamente (acidos nucleicos y los polisacéaridos acidos).

Otros colorantes son moléculas cargadas negativamente (aniones) y se combinan con los
constituyentes celulares cargados positivamente (proteinas).

Otro grupo de colorantes son sustancias liposolubles; los colorantes de este grupo se combinan
con los materiales lipidicos de la célula, usandose a menudo para revelar la localizacion de
depositos de grasa.

Gram negativa

'

pollsacarldo iz

!ry »'f y

membrana ceIuIar

Figura 2.2 Se esquematiza la estructura de la pared celular de una bacteria Gram negativa (izquierda) y
una Gram positiva (derecha).
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En el laboratorio, suelen utilizarse dos tipos de tinciones para estudiar la estructura de los
microorganismos:

a) Tinciones simples. Son aquellas que utilizan un solo colorante, con objeto de distinguir
Unicamente la forma del organismo.

b) Tinciones diferenciales o compuestas. Son las que ponen de manifiesto diferencias entre las
células bacterianas o partes de una célula bacteriana.

La retencion de determinados colorantes por las bacterias depende grandemente de la
estructura celular de la bacteria, principalmente de la pared celular.

En la técnica de tincidon de Gram, se utilizan dos colorantes, por tanto, es un método de tincion
diferencial. Esta técnica, divide a las bacterias en dos grandes grupos de acuerdo con la
estructura de su pared (Figura 2.2): las bacterias Gram negativas, que toman el colorante de
contraste que es la safranina y las bacterias Gram positivas, que toman el colorante primario, el
cristal violeta (Cuadro II).

BACTERIAS GRAM POSITIVAS BACTERIAS GRAM NEGATIVAS
Actinomyces israelii Actinobacillus actinomycetemcomitans
Actinomyces naeslundii Bacteroides oralis
Corinebacterium diphteriae Haemophilus parainfluenzae
Corynebacterium matruchotii Porphyromona gingivalis
Enterococcus faecalis Prevotella intermedia
Lactobacillus acidophilus Haemophilus influenzae
Lactobacillus casei Fusobacterium nucleatum
Nocardia spp Vellonella alkalescens
Peptococcus spp Prevotella melaninogenica
Peptostreptococcus spp Neisseria spp
Propionibacterium acnes Klebsiella pneumoniae
Rothia dentocariosa
Streptococcus mitis
Streptococcus mutans
Streptococcus salivarius
Streptococcus sanguis

Cuadro Il. Microorganismos Gram positivos y Gram negativos de mayor importancia en cavidad bucal.
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El procedimiento de la tincion de Gram se inicia con la tincion de las células bacterianas
previamente fijadas al calor, con el colorante bésico, cristal violeta. Posteriormente, la adicion de
lugol genera un precipitado con el cristal violeta, que esta en gran parte aislado en la malla de
peptidoglicano de la pared bacteriana. El lavado con alcohol/acetona, extrae los lipidos de la
pared celular de la célula Gram (-), aumentado la porosidad lo que permite que el precipitado
sea eliminado; por el contrario, el peptidoglicano de la célula Gram (+) intacta, retiene el
precipitado dentro de la célula. Finalmente, la tincion de contraste permite visualizar las
bacterias Gram (-) que perdieron el colorante primario, usando safranina como colorante
secundario. (Figura 2.3)

a. Gram-Positiva . "

+ Cristal violeta
b. Gram-Negativa

\ BRI IR

|
|

¥ 1 7

IREEEEEEEEE! PETT YRR T )

Figura 2.3 Esquema del mecanismo molecular del protocolo de tincion de Gram para secciones
transversales de bacterias Gram (+) y Gram (-). Tomado y modificado de Wilhelm et al., 2015.

MATERIALES Y REACTIVOS
Cepas bacterianas:

Bacillus anthracis
Bacillus subtilis
Corynebacterium sp
Klebsiella pneumoniae
Staphylococcus aureus
Streptococcus mutans
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Colorantes:
Alcohol-acetona
Colorante de Albert
Cristal violeta

Fucsina

Lugol (Yodo de Gram)
Mordiente de capsula
Mordiente de Knaysi
Rojo congo

Safranina al 0.5 %
Tinta china

Verde de malaquita al 5 %

Material
Portaobjetos
Cubreobjetos

Asa bacteriolégica
Aplicador

Mechero bunsen
Pinzas de diseccion

EQUIPO
Microscopio
Refrigerador

SERVICIOS
Electricidad, agua y gas.
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PROCEDIMIENTO

Preparacion del frotis paratincion de Gram

1.

En un portaobjetos limpio y desengrasado, colocar una pequefia gota de agua con el asa
bacteriologica.

. Trabajar cerca del mechero, esterilizar por calor directo el asa bacteriol6gica y tomar una

muestra de Klebsiella pneumoniae.
Extender la muestra de bacterias/agua sobre el portaobjetos.

Esterilizar por calor directo el asa bacteriologica y repetir el procedimiento con
Staphylococcus aureus y colocarlo en la misma gota de agua con muestra de Klebsiella
pneumoniae con el fin de realizar una mezcla bacteriana de Gram (+) y Gram (-).

Esterilizar el asa al terminatr.

Fijar el frotis por calor directo, pasando el portaobjetos por la flama del mechero 2 6 3 veces
(sin calentar mucho).

Tincion de Gram

1.

© 0 N o o bk wDbd

Agregar cristal violeta al portaobjetos de manera que el frotis se cubra perfectamente y
dejar actuar por 60 segundos.

Lavar con agua de la llave, procurando que no pegue de lleno el agua sobre la preparacion.
Agregar Lugol a la preparacion y dejar actuar por 60 segundos.

Lavar con agua corriente, retirar el exceso de agua agitando el portaobjetos.

Agregar alcohol — acetona a la preparacion y dejar actuar por 30 segundos.

Lavar con agua corriente y retirar el exceso de agua agitando el portaobjetos.

Colocar safranina cubriendo completamente la preparacién por 30 segundos.

Lavar con agua corriente, retirar el exceso de agua agitando el portaobjetos y secar al aire.
Colocar el portaobjetos en el microscopio y ubicar la preparacion a 10x y 40x.

10. Colocar una gota de aceite de inmersion sobre la preparacién y observar a 100x.

> Bacterias de color moradas se consideran Gram (+), bacterias de color rosa se
consideran Gram (-).
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Demostracion de capsula

Método de tinta china — frotis himedo

1.
2.

En un portaobjetos limpio y desengrasado coloque 1 gota de agua.

Trabajando cerca del mechero, esterilizar el asa bacteriolégica por calor directo y tomar una
muestra de Klebsiella pneumoniae, haciendo una suspension.

Colocar a un lado, una gota de tinta china.

Homogenizar con el asa, y esterilizar, colocar encima un cubreobjetos y presionar con un
fragmento de papel secante.

Si el cubreobjetos no es presionado suficientemente, los microorganismos tienden a ser
conducidos a todas direcciones por la tinta y pueden ser enmascarados por las capas de
tinta, si se presiona demasiado, las capsulas pueden distorsionarse.

Observar en los objetivos 10x y 40x.
Colocar una gota de aceite de inmersién sobre el cubreobjetos y observar a 100x.

» Las capsulas aparecen como zonas claras entre el contorno de las células y el fondo
oscuro.

Demostracion de capsula

Método de rojo congo

1.
2.

N o o b

En un portaobjetos limpio y desengrasado coloque 1 gota de colorante rojo congo.

Trabajar cerca del mechero, esterilizar el asa bacterioldgica por calor directo y tomar una
muestra de Klebsiella pneumoniae, haciendo una suspension y posteriormente esterilizar el
asa bacteriologica.

Fijar por calor directo la preparacion pasando el portaobjetos por la flama del mechero 2 6 3
veces (sin calentar mucho).

Adicionar mordiente de cdpsula y dejar actuar por 2 minutos.
Lavar con agua corriente y dejar secar al aire.

Observar en los objetivos de 10x y 40x.

Colocar una gota de aceite de inmersién y observar a 100x.

» Las capsulas aparecen como una zona clara entre el contorno de la bacteria de color
rojo en un campo azul oscuro.
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Demostracion de pared celular

Técnica de Knaysi

1.

En un portaobjetos limpio y desengrasado, colocar una pequefia gota de agua con el asa
bacterioldgica.

Trabajar cerca del mechero, esterilizar por calor directo el asa bacteriolégica y tomar una
muestra de Bacillus anthracis.

Extender la muestra de bacterias/agua sobre el portaobjetos.
Esterilizar por calor directo el asa bacteriolégica.

Fijar por calor directo la preparacién pasando el portaobjetos por la flama del mechero 2 6 3
veces (sin calentar mucho).

6. Colocar mordiente de Knaysi durante 10 minutos.

Lavar con agua corriente y dejar secar al aire.

8. Colocar una gota de fucsina e inmediatamente colocar un cubreobjetos, procurando la no

9.

formacion de burbujas de aire.
Observar la preparacion a 10x y 40x.

10. Colocar una gota de aceite de inmersion sobre el cubreobjetos y observar a 100x.

» La pared se observa brillante bien delimitada alrededor de la bacteria.

Demostracidon de granulos metacrométicos

Técnica de Albert

1.

N o o bk~ w

9.

En un portaobjetos limpio y desengrasado, colocar una pequefia gota de agua con el asa
bacteriologica.

Trabajar cerca del mechero, esterilizar por calor directo el asa bacteriolégica y tomar una
muestra de Corynebacterium sp.

Extender la muestra de bacterias/agua sobre el portaobjetos.

Esterilizar por calor directo el asa bacterioldgica.

Fijar por calor directo la preparacion pasando el portaobjetos por la flama.
Cubrir el frotis con colorante de Albert durante 5 minutos.

Con la ayuda de unas pinzas de diseccion pasar el portaobjetos por el mechero para calentar
la preparacion por 30 segundos. No permitir que hierva el colorante.

Lavar con agua corriente y dejar secar al aire.
Aplicar solucién de lugol durante 1 minuto.

10.Lavar con agua corriente y dejar secar al aire.
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11.Observar la preparacion a 10x y 40x.
12.Colocar una gota de aceite de inmersion sobre la preparacion y observar a 100x.

» Los granulos metacromaticos aparecen de color azul oscuro y el citoplasma verde
palido.

Demostracién de endosporas
Técnica de Schaeffer-Fulton

1. En un portaobjetos limpio y desengrasado, colocar una pequefia gota de agua con el asa
bacteriologica.

2. Trabajar cerca del mechero, esterilizar por calor directo el asa bacteriolégica y tomar una
muestra de Bacillus subtilis.

3. Extender la muestra de bacterias/agua sobre el portaobjetos.
4. Esterilizar por calor directo el asa bacteriologica.
5. Fijar por calor directo la preparacién pasando el portaobjetos por la flama.
6. Cubrir la preparacién con solucién verde de malaquita al 5 % y con la ayuda de una pinza de
diseccion, calentar hasta la formacion de vapores durante 1 minuto.
TINCION DE GRAM TINTA CHINA ROJO CONGO
Gram-negativo  Gram-positivo Capsulas Capsulas
KNAYSI ALBERT SCHAEFFER-FULTON

Pared celular Granulos metacromaticos Endosporas
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7. Lavar con agua corriente y agitar para retirar el exceso.

8. Adicionar solucion acuosa de safranina al 0.5 % durante 30 segundos.

9. Lavar con agua corriente y dejar secar al aire.

10. Observar la preparacion a 10x y 40x.

11. Colocar una gota de aceite de inmersion sobre la preparacion y observar a 100x.
» Las esporas se tifien de color verde y el citoplasma rojo.

RESULTADOS

Reportar los resultados de cada tincion mediante fotografias o esquemas a color, sefialando las
estructuras observadas.

CUESTIONARIO
1. ¢Qué es un mordiente y cual se utiliza en la técnica en la técnica de Gram?
2. Definir qué es un colorante.

3. ¢Cuél es el colorante primario utilizado en la técnica de Gram? ¢ Puede ser sustituido por
otro colorante?

¢En qué se basa la técnica de Albert y cudl es su utilidad?

¢, Cuales son las diferencias principales entre bacterias Gram (+) y Gram (-)?
¢, Qué estructuras son utilizadas para la identificacion de una bacteria?

¢, Qué funcion tienen las esporas?

¢, Qué funcion tienen la capsula

© 0o N o 0 b

¢, Qué funcion tiene la pared celular?
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PRACTICA 3
CULTIVO DE BACTERIAS

OBJETIVO

Identificar los diferentes medios de cultivo in vitro dependiendo de su consistencia y
componentes quimicos a través de las diferentes técnicas de siembra, para establecer una
relacion in vivo.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

Requerimientos nutricionales de las bacterias

Concepto de medio de cultivo y tipos

Concepto de pH y su relacién con el crecimiento bacteriano

Influencia de la temperatura en el crecimiento bacteriano

FUNDAMENTO TEORICO

Los microorganismos son parte de la microbiota presente en todos los organismos, sin embargo
muchos de ellos son agentes etiologicos de diversas patologias. Debido a lo anterior, es
importante conocer las caracteristicas de nutricién, crecimiento y fisiologia de los mismos; en
esta préactica se revisaran los medios de cultivo éptimos para el crecimiento bacteriano a partir
de técnicas especificas de laboratorio microbiologico.

Los microorganismos y su relacion con las enfermedades infecciosas pueden ser conocidas a
través de técnicas especificas de laboratorio microbiolégico. Para el crecimiento se requieren
de nutrientes y condiciones especificas; ya que muchos de los microorganismos pueden
sintetizar sus componentes organicos a partir de fuentes de carbono simples, mientras que otros
requieren de fuentes mas complejas para crecer. Debemos recordar que se debe mantener en
equilibrio a las bacterias patdogenas y no patégenas.

Existen nutrientes esenciales para los organismos que son metabolitos que no pueden sintetizar
por ellos mismos y que por lo tanto tienen que provenir de fuentes externas proporcionados con
los medios de cultivo.

Solo las bacterias, micoplasmas, hongos, levaduras y protozoarios pueden crecer por medios de
cultivo artificiales, es decir in vitro, mientras los virus, rickettsias, y clamidias requieren de
cultivos in vivo (de células vivas como embridon de pollo o animales) para su crecimiento y
reproduccion
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Clasificacion de microorganismos

Los microorganismos son clasificados de acuerdo a diferentes caracteristicas como tipo de
nutrientes, temperatura, pH y requerimientos de oxigeno.

Para su nutricion, crecimiento y reproduccion, cada organismo requiere de diferentes nutrientes
dependiendo de sus sistemas enzimaticos, por lo cual de acuerdo a su forma de nutricién se
clasifican en:

1- Autétrofos: Viven y se multiplican en un ambiente inorganico, poseen sistemas
enzimaticos que los hacen capaces de metabolizar sustancias inorganicas para formar
sus componentes celulares. Algunos son fotosintéticos y otros quimiosintéticos.

2- Hipétrofos: Requieren de células vivas para poder crecer, ya que han perdido los
sistemas enzimaticos para reproducirse por los que son parasitos obligados.

3- Heterotrofos: Requieren de materia organica preformada para la sintesis de sus
componentes celulares. Aqui se incluyen los microorganismos de la flora normal humana.

Otro factor que influye también en el crecimiento de los microorganismos, es la temperatura y
pueden clasificarse de acuerdo a la temperatura 6ptima que requieren para poder crecer en:

a. Psicréfilos. Son los microorganismos que crecen a temperaturas menores de 20°C, ya
gue en temperaturas mayores se van perdiendo componentes celulares ya que se
altera su membrana.

b. Psicréfilos facultativos. Especies que crecen a unatemperatura de entre 20y 0°C.

c. Mesdfilos. Son los microorganismos que tienen sus temperaturas Optimas de
crecimiento entre 25 y 40°C. Muchos de los microorganismos mesofilicos que causan
enfermedad, tienen las 6ptimas entre 35y 37°C.

d. Termofilos. Presentan temperaturas Optimas de crecimiento entre 50 y 60°C, no son
de importancia para la salud humana, se encuentran en el suelo.

e. Hipertermofilos. Algunos organismos pueden crecer a 90°C o mas, incluso, algunos
pueden crecer hasta a 113°C.
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El pH (grado de acidez o alcalinidad) del medio, es un factor que también influye de manera
importante en el crecimiento de los microorganismos. Muchas bacterias patégenas, crecen a un
pH ligeramente por encima del neutro (pH =7) (neutrdfilos). Otros como lactobacilos, candida, y
hongos en general, crecen mejor a un pH de 5 (acido) (acidéfilos). Mientras otros crecen a un
pH alto (basdfilos).

El oxigeno es otro factor importante para el crecimiento bacteriano, con base a su relacién con
el oxigeno, las bacterias se clasifican en:

- Bacterias anaerobias: crecen en ausencia de oxigeno, emplean como aceptor electronico
alguna otra molécula en lugar de oxigeno.

- Bacterias aerobias: Requieren de oxigeno para su crecimiento, ya que utilizan el oxigeno
molecular como ultimo aceptor de electrones en sus dadores organicos

- Bacterias facultativas: Crecen en presencia 0 ausencia de oxigeno (aerobias o
anaerobias).

- Bacterias anaerobias estrictas: Estas bacterias no crecen en presencia de oxigeno, el
cual es muy toxico y causan la muerte de estas bacterias.

Medios de cultivo

Un medio de cultivo es un sustrato requerido en el laboratorio microbioldgico para el crecimiento
bacteriano, el cual consta de un gel o de una solucion que contiene los nutrimientos necesarios,
en condiciones de pH, grado de humedad, presion de oxigeno y temperatura que permite el
crecimiento de microorganismos. Todo medio de cultivo consta de una fuente de carbono para
construir los esqueletos de las moléculas y aportar energia; una fuente de nitrégeno para la
sintesis de proteinas y una fuente de hidrégeno.

El crecimiento microbiano es exponencial, mientras no disminuyan las fuentes de nutrientes y en
cuanto esto sucede, el crecimiento se hace mas lento, llegando a una fase estacionaria, para
seguir con una fase de declinacion o muerte. Lo anterior se puede demostrar mediante una
curva de crecimiento:

Nivel estacionario maximo

Masa
celular

Fase de declinacion

Log de crecimiento bacteriano
Fase exponencia

Fase log

Figura 3.1 Curva de crecimiento microbiano.
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Para su estudio se pueden clasificar de acuerdo a su composicion quimica, usos y consistencia.

Clasificacion de medios de cultivo por su composicién quimica

Medios naturales: Se obtienen a partir de sustancias naturales de origen animal o vegetal como
carne, visceras, leche, papa, entre otros, por ello su composicion no puede ser constante, varia
de un organismo a otro.

Medios sintéticos: Son aquellos en las que sus componentes estan quimicamente definidos
cuyos nutrientes permiten el desarrollo de microorganismos no exigentes en cuanto a su
requerimiento nutricional por ejemplo agar nutritivo.

Medios semisintéticos: También llamados empiricos son aquellos medios a los cuales se les
agregan nutrientes naturales de origen natural, animal, vegetal o de otros microorganismos por
ejemplo papa, extracto de carne o de verdura lo que hace que su composicion sea exacta
variando de un lote a otro son los de mayor uso en el laboratorio, por ejemplo agar sangre, caldo
infusién cerebro corazon (BHI por sus siglas en inglés).

Clasificacion de medios de cultivo por sus usos

Medios simples: Son los que constan de todas las fuentes nutritivas mencionadas en forma de
compuestos simples.

Ejemplo: Caldo nutritivo, agar nutritivo.

Medios ricos: Constan de fuentes nutritivas complejas. Estan enriquecidos con tejidos organicos
como sangre, extracto de carne, liquido de ascitis. En ellos

Pueden crecer mayor cantidad de bacterias en los medios simples, especialmente de dificil
crecimiento.

Ejemplo: Agar sangre, agar soya tripticasa.
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Medios de enriguecimiento: Por lo general se trata de medios liquidos; contienen ademas
fuentes nutritivas complejas, agentes selectivos para un tipo de microorganismos.

Ejemplo: Caldo selenita, que sirve para enriquecer una muestra sospechosa de
Salmonella; contiene selenito de sodio que es un toxico para bacterias de otros géneros.

Medios especiales: Son medios a los cuales se les adiciona factores de crecimiento como
vitaminas, hemina, entre otros, los cuales son necesarios para el crecimiento de determinados
microorganismos.

Ejemplo: Medio de Levinthal.

Medios diferenciales: Son medios que revelan caracteristicas especificas, sin inhibir el
crecimiento de algin microorganismo son muy utiles para identificacion de bacterias.

Ejemplo: EMB, Endo, MacConkey, agar sangre.

Medios selectivos: los microorganismos que existen en la poblacion, pueden ser separados
favoreciendo su crecimiento por inhibicion de otros mediante la adicion de sustancias inhibidoras
0 pH, entre otros

Ejemplo: estafilococo 110 (S110) para estafilococos, agar rogosa para lactobacilos, agar
mitis salivarius para estreptococos.

Clasificacion de medios de cultivo por su consistencia

Medios liquidos. Permiten el estudio del crecimiento bacteriano en términos de masa celular, lo
cual se puede evidenciar por turbidez a simple vista o por medio de un fotocolorimetro.

Medios sélidos. Estos medios constan esencialmente de agar, gelatina o albumina. El agar es
un polisacéarido extraido de varias algas rojas, contiene galactosa con un derivado sulfatado. El
agar es una sustancia ideal para hacer medios sélidos, ya que a una concentracion de 1.5 a 2%
no es toéxico para las bacterias, la superficie del agar es lo suficientemente hiumeda para
soportar el crecimiento y lo suficientemente seco para mantener las colonias separadas. Solo los
microorganismos méviles como Proteus requieren de 5% de agar. Los usos del medio soélido
son: contar células viables, aislamiento, diferenciacién e identificacion de microorganismos.

Medios semisdlidos: Contienen de 1 a 1.5 % de agar. Son especialmente utiles para observar
movilidad y para conservar vivas las cepas de los cultivos por largos periodos.
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Ejemplos de medios de cultivo

Agar nutritivo.

Contiene extracto de carne, (pulverizado que brinda hidratos de carbono, compuestos
nitrogenados, vitaminas hidrosolubles, levadura y sales), peptona (obtenida como producto de la
digestiéon de sustancias proteicas sirve como fuente de carbono, nitrégeno y energia) y agar,(da
solidez al medio de cultivo se obtiene de algas marinas y no sirve como nutriente ya que es
resistente a la hidrdlisis bacteriana que generalmente se agrega a los medios de cultivo en
contracciones de 1 al 2%. Se usa como medio de cultivo general para la mayoria de las
bacterias no demasiado exigentes como agar base. Este medio se vende ya preparado y
deshidratado; para utilizarlo es necesario resuspender 23grs. de medio en 1000ml de agua
destilada y calentar hasta completa disolucion y dejar hervir un poco. Se esteriliza y se vacia a
placas o tubos.

Agar sangre.

Contiene infusién de corazoén, triptosa, cloruro de sodio, agar y sangre de carnero. (Aporta
factores de crecimiento). Se prepara un medio base al cual se le adiciona sangre de carnero con
el objeto de cultivar bacterias mas exigentes, patdégenas. El crecimiento en éste medio es
generalmente exuberante y en él se puede observar diferentes grados de hemolisis, que es
caracteristica diferencial de algunos organismos. Para prepararse se resuspenden 40 grs. De
medio base deshidratado en 1000ml. De agua destilada y calentar a ebulliciébn para disolver el
medio. Esterilizarlo y dejarlo enfriar a aproximadamente a 45- 50°C, agregar sangre desfibrinada
en condiciones asépticas en proporcion del 5%.

Agar Endo.

Contiene peptona, lactosa, fosfato dipotasico, agar, sulfito de sodio fucsina basica. Es un medio
diferencial utilizado para bacterias intestinales (coliformes).

Se usa en el diagnéstico de enfermedades intestinales para aislar agentes patdégenos y en
Microbiologia Sanitaria.

La fucsina se usa como indicador para diferenciar los organismos fermentadores de la lactosa
de los no fermentadores. Los organismos que son fermentadores de la lactosa aparecen como
colonias blancas o incoloras y las que la fermentan dan colonias rosas.

Medio Estafilococo 110

Contiene extracto de levadura, triptona, gelatina, lactosa, manitol cloruro de sodio, fosfato
dipotasico, este agar es un medio selectivo para el aislamiento de estafilococos. La selectividad
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de éste medio consiste en su alta concentracién de cloruro de sodio, la cual no soportan los
demas microorganismos.

Medio SIM

Contiene extracto de carne, peptona, fierro peptonizado, tiosulfato de sodio y agar. Se utiliza
como medio de rutina para la identificacion de miembros de los medios de Salmonella vy
Shigella, por la produccion de acido sulfhidrico, indol y movilidad. Estas caracteristicas junto
con otras son importantes para la identificacion de miembros Gram negativos del grupo entérico.
Este medio es semisdlido, para permitir la movilidad de organismos flagelados; la identificacion
del acido sulfhidrico se identifica por un precipitado de color negro y la produccién de indol se
identifica por la adicion del reactivo de Kovacs o de Ehrlich: el color rojo indica produccién de
indol.

MATERIAL POR EQUIPO
1 Paquete con 3 hisopos estériles
Asa y porta asa

Mechero

Cepas:

1 Tubo con agar simple con Staphylococcus aureus
1 Tubo con agar simple con Klebsiella pneumoniae
1 Tubo con agar simple con Escherichia coli

1 Caja con agar EMB (Eosina azul de metileno)

1 Caja con agar sangre

1 Caja con agar estafilococo 110

1 Caja con agar simple

1 Tubo con agar simple inclinado

1 Tubo con caldo nutritivo

1 Tubo con medio SIM

Reactivo de Kovac

Equipo

Refrigerador, incubadora
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SERVICIOS

Agua, luz y gas

PROCEDIMIENTO

1. Con diferentes hisopos estériles, se tomaran las siguientes muestras y sembrar por el método
de estria cruzada (Figura 3.2) como sigue:

Exudado faringeo Sembrar en agar sangre

Exudado faringeo Sembrar en agar estafilococo 110

Exudado de mano Sembrar en agar simple

Escherichia coli Sembrar en agar EMB (Sembrar con asa bacterioldgica)

1. Tomar la muestra con el hisopo y depositarla en la parte superior de la caja, sembrando
masivamente hasta cubrir la mitad de la caja

2. Quemar el hisopo y desecharlo en la basura

3. Con el asa previamente esterilizada y enfriada, realizar el segundo cuadrante de estrias,
tomando solo una vez parte de la muestra colocada en el segmento anterior.

4. Esterilizar el asa, enfriar y hacer el tercer cuadrante de estrias, sin tocar el primer cuadrante.
Incubar durante 24 haras a 37°C:

&

Figura 3.2 Esquematizacion de la técnica de estria cruzada.
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2. A partir de cultivos puros de Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae hacer
resiembras en tubos con agar simple inclinado (s6lido), caldo simple (liquido) y medio SIM
(semisolido) como sigue:

Nota:

Primeramente hay que asegurarse de que los tubos no tienen los tapones pegados,

girando suavemente y destaparlos cerca del mechero. Deben marcarse con la cepa que se va a
sembrar y la fecha.

A)
1.
2.
3.

Siembra en medio inclinado (Agar simple)

Esterilizar el asa a la flama del mechero hasta que se ponga al rojo vivo.
Enfriar el asa cerca del mechero o bien sumergiéndola en un trozo de agar no sembrado.

Tomar una asada del cultivo de Staphylococcus aureus y sembrar por estria simple,
deslizando el asa desde el fondo del medio. (Figura 3.3)

4. Al terminar la siembra, esterilizar el asa.

Incubar a 37°C. durante 24 horas.

e

Figura 3.3 Técnica de siembra por estria simple en medio inclinado

Siembra en caldo
Repetir los pasos 1y 2 del inciso A

2. Tomar una asada del cultivo de Staphylococcus aureus y sembrar el caldo mediante

agitacion del asa dentro de él. (Figura 3.4)
Esterilizar el asa.

Incubar a 37°C. durante 24 horas.

=7

Figura 3.4 Técnica de siembra por agitacion en medio liquido.
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C) Siembra por picadura (Medio SIM)
1. Realizar los pasos 1y 2 del inciso A

2. Con el asa totalmente recta, tomar una asada de Klebsiella pneumoniae y sembrar en el
tubo con medio SIM en posicion vertical, tratando de meter y sacar el asa por el mismo
lugar para que la picadura quede recta. (Figura 3.5)

3. Esterilizar el asa

4. Incubar a 37°C. durante 24 horas. (Agregar reactivo de Kovac's en el momento de leer
frente a mechero)

v

Figura 3.5 Técnica de siembra por picadura en medio liquido.

Realizar la lectura de la Morfologia Colonial que presenten las bacterias en los siguientes
medios de cultivo: Agar sangre, estafilococo 110, EMB y agar simple.

Leer tamafo de las colonias, color, forma, elevacion, bordes, superficie, textura, y solo en el
medio de agar sangre reportar tipo de hemolisis. Observar y reportar los cambios obtenidos en
los tubos con medios de cultivo ya sembrado.

RESULTADOS

a. Realizar esquemas de cada una de las técnicas de sembrado que realizd, especificando
la utilidad de cada una

b. Hacer una tabla como la sugerida a continuaciéon de la morfologia colonial bacteriana
observada en los diferentes medios de cultivo. (Ver anexo 1)



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD

MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO BIOLOGIA

BUCAL Y BASES FARMACOLOGICAS

Cadigo

Fecha de elaboracion o revision

Version

Péagina

SGC-FESZ-CD-ML08

22/Enero/2020

0

38/185

Agar sangre Agar S-110

Agar nutritivo

Agar EMB

Tamano

Color

Forma

Elevacion

Borde

Superficie

Textura

Hemoblisis

---- NO presenta

c. Contesta (+) positivo 0 (-) negativo para las caracteristicas

siguientes medios

Caldo nutritivo
Crecimiento

Descripcion:

Agar nutritivo inclinado
Crecimiento

Descripcion:

SIM

de cultivo.

Acido sulfhidrico

Indol

Movilidad

de crecimiento en los
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CUESTIONARIO

=

Definir el concepto de medio de cultivo

N

Mencione tipos de cultivo segun su composicion y defina cada uno

w

¢, Qué clase de nutrientes proporciona cada uno de los ingredientes del caldo y agar
nutritivo?

¢, Qué obijeto tiene la regulacion del pH en los medios de cultivo?
¢, Qué es una colonia bacteriana?

¢, Qué significa esterilizacién?

¢ Qué es un cultivo puro?

© N o 0 b

De las técnicas que utilizé ¢ Cual emplearia para aislar microorganismos de cavidad bucal?

BIBLIOGRAFIA

1. Liébana-Urefia J. Microbiologia oral. 22 ed., Madrid Espafia: Mc Graw Hill; 2002.

2. Negroni M. Microbiologia Estomatoldgica: fundamentos y guia practica. 22 ed., Buenos
Aires: Médica Panamericana, 2014.

3. Murray PR, Rosenthal KS y Pfaller MA. Microbiologia Médica. 72 ed., Madrid Espafa:
Elsevier, 2006.

4. Bailon LL, Cruz —-Gonzélez MR y Cervantes SA. Atlas de pruebas bioquimicas para
identificar bacterias. México: UNAM, 2004

5. Prescott, L., Harley, J. y Klein. D. Microbiologia. 42 ed., Madrid Espafia: McGraw-Hill
Interamericana, 2000.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD

i
W
2

MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO BIOLOGIA D i

BUCAL Y BASES FARMACOLOGICAS FES
Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Pagina
SGC-FESZ-CD-ML08 22/Enero/2020 0 40/185

PRACTICA 4
METABOLISMO MICROBIANO
OBJETIVO

Comparar el metabolismo bacteriano a través de diferentes reacciones para el reconocimiento
de procesos, caracteristicas e identificacién microbianas.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

1. Definicion de metabolismo, catabolismo y anabolismo
2. Definicién de enzima y sustrato
3. Importancia de las enzimas en las reacciones metabdlicas

FUNDAMENTO TEORICO

El conocimiento de la fisiologia bacteriana permite comprender el funcionamiento de los
procesos bacterianos y sus reacciones, los cuales pueden tener repercusion en el organismo
causando alteraciones a diversos tejidos. Las bacterias al igual que todos los seres vivos tienen
requerimientos naturales y condiciones de crecimiento especifico, para ello requieren llevar a
cabo reacciones de asimilacion y desasimilacion conocidas como metabolismo.

La utilizacion de oxigeno o dioxido de carbono por parte de las bacterias conocidas como
oxidaciones bioldgicas, permiten clasificarlas en dos grandes grupos, a aquellas que utilizan el
oxigeno como aceptor son conocidas como aerobias y los que sobreviven en presencia de
bioxido de carbono se llaman anaerobios.

Los carbohidratos se utilizan para la sintesis de sustancias celulares y la conversion a glicogeno
como reserva alimenticia formando granulos para la degradacion de carbohidratos a través de la
glucdlisis y la via de Embden-Meyerhoff en la cual la glucosa se convierte en acido piravico y es
degradado a bioxido de carbono y agua por el Ciclo de Krebs obteniéndose durante este
proceso 38 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa. En condiciones anaerobias la
glucosa no se oxida completamente, sino que se obtiene productos finales como acido lactico,
acético, propioénico y alcohol entre otros (fermentacion).

Cuando se trata de proteinas el proceso de degradacién es conocido como protedlisis. Las
enzimas proteoliticas son factores de invasividad muy importantes ya que la composicién de los
tejidos y las sustancias intercelulares es principalmente proteica como en el caso de la colagena
gue rodea la raiz de los 6rganos dentarios y un microorganismo proteolitico que produzca la
enzima colagenasa puede dar como resultado movilidad, perdida de los dientes.
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Prueba Explicacion Ejemplos
Metabolismo de | La fermentacién es un proceso metabélico de éxido- Glucosa
carbohidratos reduccion. Las bacterias, por lo general anaerobias . :
facultati d dan | bohid d lecul Escherichia coli (+),
Sacarosay acultativas, degra an los carbohi ratos a dos moléculas Streptococcus
de carbono (triosas) acidos.
Glucosa mutans (+)
Se utiliza un medio caldo de sacarosa o glucosa mas rojo Sacarosa
fenol (indicador de pH). Las baterias que metabolizan
estos carbohidratos, producen acidos, los cuales Escherichia coli (-),
producen un descenso de pH y el medio vira a color Streptococcus
amarillo. mutans (+)

Azlcar + Rojo fenol + bacterias > H,CO, (acidos)

Actividad de la
catalasa

La catalasa convierte el perdxido de hidrégeno en agua y
oxigeno molecular (se observa burbujeo). Es necesario
tener cuidado de no tomar colonias bacterianas con
sangre ya que puede dar un falso positivo.

Staphylococcus (+),
Steptococcus (-),
Bacillus(+),
Clostridium(-)

Degradacion de
leche tornasol

En este medio permite diferenciar organismos gracias a
las multiples reacciones metabdlicas que se llevan a cabo
sobre la base de un medio lactico. El tornasol es un
indicador de pH y de 6xido-reduccion que indica diversas
funciones metabolicas:

Fermentaciéon de lactosa:

Se forma &cido lactico de la degradacién de la lactosa
gue se observa de color rosa. En ocasiones no fermenta
pero se metaboliza liberando amoniaco con un pH
alcalino y el medio se observa purpura azulado.

Lactosa > glucosa + galactosa
Glucosa > Acido lactico
Acido butirico

Reducciéon del tornasol:

Algunos microorganismos reducen el tornasol a una
leucobase que provoca el cambio a color blanco.

Formacién de coagulo

Las enzimas proteoliticas de los microorganismos
hidrolizan las proteinas de la leche que forma un coagulo
a causa de la renina que precipita a la caseina.

Caseina (leche) = paracaseina

Renina Ca™

Peptonizacién

Se lleva a cabo por la caseinasa que provoca hidrélisis de
la caseina formando un precipitado caseinégeno que se
observa como un liguido claro.
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Formacién de gas
Como resultado de la fermentacion, se libera CO; e H,
pero solo se puede observar si se coloca una campana
de Durham en donde se observa produccion de burbujas.
Lactato > CO, + H, (gases)
Produccion de En el medio de Urea de Christensen, las bacterias S. aureus(-),
ureasa hidrolizan la urea para convertirla en dos moléculas de Proteus(+),
amoniaco a través de la ureasa. Su contenido de rojo Klebsiella
fenol permite observar el cambio de color a rosa intenso pneumoniae (-),
cuando la prueba es positiva. Shigella(-),

NH,-CO-NH,+2H,0 - CO0, + H,0+ 2NH3;—>(NH,),CO,

ureasa

Echerichia(-)

Deteccién de
acido
sulfhidrico,
indol y
movilidad (SIM)

S (4cido sulfhidrico)

Algunas bacterias utilizan el tiosulfato sédico en la
cadena transportadora reduciéndola a acido sulfhidrico,
éste reacciona con el hierro presente en el medio,
formando sulfuro de hierro gracias a la actividad de la
cisteinasa, dando como resultado un precipitado negro.

Bacteria + Tiosulfato de sodio - H,S

H,S + citrato férrico - Sulfuro ferroso

| (indol)

Se emplea para detectar la presencia de enzima
triptofanasa que degrada al triptéfano y produce indol,
acido piravico y NH;". Se requiere reactivo de Kovac, el
cual contiene para-dimetilaminobenzaldehido que
reacciona con el indol, produciendo rosindol en forma de
anillo rojo.

2-Triptofano - Indol + Ac. PirGvico + NH5"

Indol + para-dimetilaminobenzaldehido - Rosindol

Reativo de Kovacs

M (movilidad)

Se juzga por una zona difusa de crecimiento que emana
de la linea de inoculacién debido a los flagelos de
bacterias, principalmente bacilos.

Salmonella typhi
(+), Escherichia coli

)

Salmonella typhi (-),
Enterobacter (-),
Klebsiella (-), E.coli

(+)

Salmonella typhi(+),
E. coli (+/-)

Oxidacion y
Fermentacién
de Glucosa
(Hugh-Leifson
con manitol)

La oxidacion se lleva a cabo en un medio aerdbico (sin
sello de nujol) mostrando cambio de color en el tercio
superior del medio.

La fermentacion es un proceso anaerobico que se lleva a
cabo en un medio con sello de nujol, en donde se
determina positiva la prueba cuando cambia la totalidad
del medio
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Citrato de
Simmons

Indica la capacidad de las bacterias de metabolizar el
citrato. El medio contiene citrato de sodio como fuente
carbono, fosfato de amonio como fuente de fosfato y

nitrégeno y azul de bromotimol como indicador de pH.

Las bacterias que metabolizan citrato y utilizan fosfato,
liberan iones amonio, lo cual, produce una alcalinizacion
del medio (cambia de verde a azul)

Citrato> CO,+ Ac. Férmico + 2 Ac. Acético

Escherichia coli (-),
Edwardsiella (-),
Enterobacter (+),
Klebsiella (+),
Salmonella typhi (+)

MATERIALES Y REACTIVOS
Cepas:

Bacillus subtilis
Escherichia coli

Salmonella typhi
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus mutans

2 Tubos con caldo glucosa y rojo de fenol

2 Tubos con caldo sacarosa y rojo de fenol

2 Tubos con medio SIM

2 Tubos con leche tornasol

2 Tubos con medio agar Citrato de Simmons

1 Tubo con medio manitol Hugh-Leifson con sello de nujol
1 Tubo con medio manitol Hugh-Leifson sin sello de nujol
2 Tubos con agar urea de Christensen

Mechero

Asa bacteriolégica

Portaobjetos

Perdxido de hidrogeno al 3 %

Reactivo de Kovac
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EQUIPO
Refrigerador, incubadora

SERVICIOS
Electricidad
Agua corriente

Gas

PROCEDIMIENTO
Utilizacion de citrato como fuente de carbono

1.

a bk~ w0

Sembrar por estria simple Escherichia coli en un tubo con medio agar Citrato de Simmons.
Sembrar por estria simple Salmonella typhi en un tubo con medio agar Citrato de Simmons.
Incubar a 37° C durante 24 horas.

Observar si hubo cambio de color del medio de cultivo.

Reportar como positivo si es azul o negativo si permanece verde.

Degradacion de leche tornasol

1.
2. Sembrar por estria simple Streptococcus mutans en un tubo con leche tornasol.

3.

4. Observar que bacterias son positivas para fermentacion de lactosa, acidificacion o

Sembrar por agitacion Bacillus subtilis en un tubo con leche tornasol.
Incubar a 37° C durante 24 horas.

alcalinizacion del medio de cultivo, coagulacion, peptonizacion y formacion de gases

Deteccion de acido sulfhidrico, indol y movilidad:

1.
2. Sembrar por estria simple Escherichia coli en un tubo con medio SIM.

3.

4. Adicionar 2 gotas de reactivo de Kovac y observar la apariciéon de un anillo color rojo en la

o

Sembrar por picadura Salmonella typhi en un tubo con medio SIM.
Incubar a 37° C durante 24 horas.
superficie lo que es indicativo de produccion de indol.

Observar que bacterias son positivas para crecimiento fuera de la estria (movilidad) y
formacion de un precipitado negro (sulfuro de fierro).



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD

MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO BIOLOGIA D

l?:i‘
BUCAL Y BASES FARMACOLOGICAS FES
Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Pagina
SGC-FESZ-CD-ML08 22/Enero/2020 0 45/185

Produccién de ureasa

Pow N

Sembrar por estria simple Klebsiella pneumoniae en un tubo con agar urea de Christensen
Sembrar por estria simple Staphylococcus aureus en un tubo con agar urea de Christensen

Incubar a 37° C durante 24 horas.
Observar gque bacterias hidrolizan la urea un cambio de color rosa indica reaccion positiva,
sino presenta cambio serd una reaccion negativa.

Metabolismo de carbohidratos

W

. Sembrar por agitacion Escherichia coli en un tubo con caldo sacarosa y rojo de fenol y un

tubo con caldo glucosa y rojo de fenol.

. Sembrar por agitacion Streptococcus mutans en un tubo con caldo sacarosa y rojo de fenol

y un tubo con caldo glucosa y rojo de fenol.

. Incubar a 37° C durante 24 horas.
. Observar que bacterias metabolizan sacarosa y cuales glucosa como fuente de energia, si el

indicador de pH (rojo de fenol) vira a color amarillo es indicativo de que el carbohidrato se
metabolizé en &cidos organicos, de lo contrario no cambia de color (permanece rojo).

Oxidacién o fermentaciéon de la glucosa

1.

how

Sembrar por picadura Staphylococcus epidermidis un tubo con medio manitol Hugh-
Leifson sin sello de nujol

Sembrar por picadura Straphylococcus aureus un tubo con medio manitol Hugh-Leifson
con sello de nujol

Incubar a 37° C durante 24 horas.

Observar que bacterias metabolizan el manitol en presencia de oxigeno (oxidacién) y cuales
en ausencia de éste (fermentacion).

Actividad de la catalasa

1.

En un porta objetos se divide a la mitad y se colocan dos gotas de peroxido de hidrogeno de
cada lado.

Tomar una muestra Staphylococcus aureus con el asay extender en uno de los lados del
portaobjetos sobre la gota. (Al tomar la bacteria no olvidar esterilizar el asa antes y después).

3. Tomar una muestra Streptococcus mutans con el asa extender del otro lado del
portaobjetos sobre la gota de perdxido de hidrégeno.

4.

Observar que bacterias son positivas para la presencia de la catalasa. La cual se manifiesta

por efervescencia (formacion de burbujas de oxigeno).
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RESULTADOS

En el siguiente formato para el reporte de resultados, marcar (+) si la prueba es positiva o (-) si
es negativa. Ademas coloca imagenes a color de cada una de las reacciones obtenidas.

Citrato de Simmons

Escherichia coli Salmonella typhi
Citrato
Leche tornasol
Bacillus subtilis Streptococcus mutans
Acidificacion
Alcalinizacion
Reduccion del tornasol
Coagulacién
Peptonizacion
Medio SIM
Salmonella typhi Escherichia coli
Acido sulfhidrico
Indol
Movilidad
Medio manitol Hugh-Leifson
S. epidermidis S. aureus
Oxidacién
Fermentacion
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Metabolismo de carbohidratos

Escherichia coli Streptococcus mutans
Sacarosa
Glucosa
Produccién de ureasa
Klebsiella pneumoniae Staphylococcus aureus
Ureasa
Actividad de la catalasa
Staphylococcus aureus | Streptococcus mutans
Catalasa

CUESTIONARIO

1. ¢Cual es la importancia del metabolismo microbiano en las enfermedades bucales?
2. ¢Qué tipo de enzima es la catalasa y como se demuestra su presencia?

3. ¢Cual prueba principal se realizé en laboratorio para distinguir 2 géneros de bacterias
importantes de cavidad bucal?

BIBLIOGRAFIA

Forbes, B.A., Sahm, D.F., Weissfeld, A.S. Diagnoéstico microbiolégico Bailey & Scott. 122 ed.
Buenos Aires: Médica Panamericana; 2009.

MacFaddin, J. F. Pruebas bioquimicas para la identificacion de bacterias de importancia clinica.
32 ed. México: Médica Panamericana; 2003.

Prescott, L., Harley, J., Klein, D. Microbiologia. 52 ed. Madrid: McGraw Hill Interamericana; 2014.
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PRACTICA 5
DEMOSTRACION DE LA ACTIVIDAD DE LA LISOZIMA COMO MECANISMO DE DEFENSA
INESPECIFICO

OBJETIVO

Identificar la actividad antimicrobiana de la lisozima en las diferentes secreciones corporales,
como mecanismo de defensa inespecifico del organismo y de cavidad bucal.

CONOCIMIENTOS PREVIOS
Composicion de la pared celular
Mecanismo de accion de la lisozima

Componentes de la saliva, sudor, lagrima y secrecion nasal

FUNDAMENTO TEORICO

Al ser la cavidad bucal una de las principales vias de entrada microbiana al organismo, es de
suma importancia para el cirujano dentista conocer los mecanismos de defensa inespecificos
presentes en el sistema estomatognatico, asi como sus funciones, incluyendo la lisozima.

Los mecanismos de defensa de nuestro organismo se clasifican en:

- Especificos
- Inespecificos

La cavidad bucal tiene ambos mecanismos de defensa, los cuales como su nombre lo indica son
los encargados de cuidar y preservar la salud y bienestar de nuestro organismo.

Los mecanismos de defensa locales o inespecificos reciben su nombre porque actdan contra
cualquier agente extrafo sin distinguir su tipo y estos se dividen en:



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD

MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO BIOLOGIA

FES

Wi

BUCAL Y BASES FARMACOLOGICAS
Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Pagina
SGC-FESZ-CD-ML08 22/Enero/2020 0 49/185

A. Barreras fisicas o mecanicas.

Mucosas: Las cuales estan constituidas en cavidad bucal por los tejidos que forman una
superficie continua de epitelio plano estratificado que protege a los tejidos profundos
funcionando como una barrera mecanica la cual se ve apoyada para su funcion defensiva
por la descamacion y la queratinizacion.

Flujo salival y movimientos de la boca: los cuales impiden la proliferacion y adherencia de
microorganismos Yy detritus.

Esmalte dental: El cual también es una barrera anatbmica de gran importancia para
defender 6rganos dentarios.

Anatomia y posicién dentaria.

B. Barreras bioquimicas:

Tiocianato

Lisozima

Peroxidasa

Lactoferrina

Mucopolisacaridos
Complemento

Capacidad amortiguadora salival
Fluido gingival

C. Barreras bhioldgicas:

Leucocitos que participan en fagocitosis
Trasudacion de fluido gingival.
Microbiota bucal (Relaciones ecoldgicas microbianas)



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD

MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO BIOLOGIA

BUCAL Y BASES FARMACOLOGICAS FES
Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-CD-ML08 22/Enero/2020 0 50/185

En 1922, Fleming reportd la presencia de una sustancia en la secrecion nasal que causaba
destruccién de Micrococcus lysodeiktucus, esta sustancia fue nombrada lisozima. La cual esta
ampliamente distribuida en los tejidos y fluidos corporales incluyendo la saliva, tejido y fluido
gingival, surco gingival, y a nivel general se encuentra en orina, lagrimas, sudor, calostro, liquido
prostatico, secrecién vaginal, nasal, intestinal y bronquial, etc.

La lisozima es una enzima que actla sobre el peptidoglicano de la pared celular de ciertas
bacterias principalmente Gram positivas. Las fuentes de lisozima en saliva, surco gingival, etc.
son las glandulas pardtida, mandibular, sublinguales y los leucocitos salivales en degeneracion.

Mecanismo de accion:

Formacién de protoplastos: en una solucién diluida, la rotura de la pared libera el protoplasto que inmediatamente se lisa al ser
muy débil la membrana citoplasmitica.

Lalisozima digiere el Entradade agua
peptidoglicano

Peptidoglicano

Membrana

Entradade agua

Fuente: ACTUALIZACION EN Nutricién Vol 14- No 4- diciembre 2013.

MATERIAL Y REACTIVOS

1 caja de agar Soya Tripticaseina

1 tubo con Micrococcus lysodeikticus

1 asa bacteriolégica

1 tubo con 5 discos de papel filtro estériles
1 pinza de curacion

1 mechero

1 gradilla

1 tubo con solucion salina estéril
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EQUIPO
Refrigerador

Incubadora

SERVICIOS

Luz, agua, gas

PROCEDIMIENTO

1. Sembrar con Micrococcus lysodeikticus en forma masiva con el asa bacteriologica la caja

con Agar Soya Tripticaseina.

2. Colocar distribuidos en la caja de Petri previamente etiquetada un disco humedecido con:

a) saliva
b) sudor
c) lagrimas

d) secrecion nasal en caso de no tener, puede sustituirse por orina

e) solucion salina estéril

e Las muestras deben ser de un mismo donador para cada caja (1 por equipo)

3. Incubar a 37° C por 24 horas.

4. Leer y medir halos de inhibicion de crecimiento por accion de la lisozima. Identificar a que

secrecion pertenece cada halo.
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RESULTADOS.

1. Realizar una tabla con los siguientes datos:

Secrecién Halo de inhibicién en
mm.
Saliva
Sudor
Lagrima

Secrecién nasal u
orina

Solucién salina

2. Analizar sus resultados en cuanto a la actividad de la lisozima presente en cada

secrecion y su eficacia.

CUESTIONARIO

¢A qué se le llama mecanismos de defensa inespecificos?

2. Expligue dos mecanismos de defensa inespecificos en cavidad bucal diferentes a la

lisozima.

3. Escriba cual es la importancia de los mecanismos de defensa inespecificos en cavidad

bucal.

Escriba otros usos de la lisozima diferentes al mecanismo de defensa.

5. ¢Explicar la causa por la que se produce la enfermedad parodontal con relacion a los

mecanismos de defensa inespecificos?
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PRACTICA 6
FAGOCITOSIS

OBJETIVO

Identificar la importancia de la fagocitosis a través de la observacion de campos fijos como
mecanismo de defensa inespecifico del organismo.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

Definicion de fagocitosis

Mecanismos de defensa inespecificos y especificos
Células del Sistema Inmune

FUNDAMENTO TEORICO

La fagocitosis es un mecanismo de defensa inespecifico encargado de eliminar agentes
extrafios, se caracteriza por la ingesta de particulas grandes y la llevan a cabo los fagocitos,
células que fueron descubiertas por Elie Metchikoff en 1892. Los neutrofilos y los macrofagos,
son fagocitos y se encuentran ampliamente distribuidos en todos los tejidos del cuerpo. En el
caso de los macrofagos circulan en el torrente sanguineo en un estado inmaduro, llamado
monocito. Cuando estas células llegan a los tejidos maduran y se convierten en macréfagos, los
cuales los podemos encontrar en todos los tejidos y 6rganos del cuerpo (hueso, pulmones,
higado, sistema nervioso, piel, mucosa oral, etc.), dependiendo del sitio donde se encuentren los
macrofagos reciben un nombre especial, por ejemplo, en el pulmén se llaman macréfagos
alveolares.

La presencia de un agente extrafio (bacterias, hongo, etc.), induce la secrecién de quimiocinas,
cuya funcion es atraer a los leucocitos del torrente sanguineo hacia las zonas de infeccion
(quimiotaxis). Los fagocitos son las primeras células en llegar a estas zonas, en donde por
diferentes mecanismos son capaces de reconocer a los agentes extrafios y eliminarlos al llevar
a cabo la fagocitosis. El proceso de fagocitosis involucra varias etapas que a continuaciéon
describiremos:

1) Reconocimiento: Es indispensable que los fagocitos reconozcan y se adhieran a los
microorganismos. Para ello, los macréfagos poseen en su superficie receptores que les
permiten reconocer directamente moléculas presentes en la membrana o pared celular de
las bacterias. Por otro lado, también pueden reconocer a los anticuerpos unidos a las
bacterias (opsonizadas), en este caso se lleva a cabo una fagocitosis mediada por
anticuerpos. Aunque la opsonizacion facilita el proceso de fagocitosis, no es
indispensable para que los fagocitos puedan ingerir las particulas (Fig. 6.1).



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD

MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO BIOLOGIA @i@

BUCAL Y BASES FARMACOLOGICAS FES

Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-CD-ML08 22/Enero/2020 0 55/185

2) Ingestion: La union del macrofago al agente extrafio, induce sefiales que provocan

cambios en la membrana celular del fagocito y que le permite englobar al
microorganismos e ingerirlo. En este proceso el agente extrafio queda contenido en una
vesicula llamada fagosoma (Fig. 6.1).

3) Digestion: Durante esta etapa, se lleva a cabo la muerte y degradacion del

microorganismo, para ello, el fagosoma se fusiona con un lisosoma presente en el
citoplasma del fagocito, el resultado es la formacién de un fagolisosoma, el cual contiene
al microorganismo y un conjunto de enzimas encargadas de matarlo y degradarlo (Fig.
6.1).

4) Excrecion: Después de la digestion del microorganismo, es necesario eliminar los

degradadas son
expulsadas de la

desechos, esto se lleva a cabo mediante la exocitosis.

ETAPAS DE LA FAGOCITOSIS

a)

Opsonizacién ) 1) Reconocimiento
. W M El fagocito reconoce un antigeno
Anticuerpos >
Y p
a ‘5 Y

2) Ingestion
La membrana celular se
pliega rodeando la bacteria
para su inclusion.

El fagolisosoma se funde con

N El antigeno es fagocitado
la membrana plasmadtica.

formando el “Fagosoma“

El fagosoma y lisosoma se fusionan
convirtiéndose en un g
“Fagolisosoma” /

3) Digestion

as enzimas del fagolisosoma degradan al
microorganismo fagocitado.

Figura 6.1: Etapas de la Fagocitosis (elaborado por Juan Carlos Paredes Molsalvo).
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En cavidad bucal la fagocitosis se lleva a cabo principalmente en el surco gingival ya que el
fluido gingival contiene neutrofilos y monocitos. Es importante mencionar que el proceso de
fagocitosis, no solo se encarga de ingerir y destruir particulas extrafias, también participa en la

eliminacién de células muertas de nuestro cuerpo por causas naturales o por dafio.

Opsonizacion

Figura 6.2: Fagocitosis mediada por anticuerpos. Etapas representativas de la fagocitosis de una
bacteria cubierta de anticuerpos (Opsonizada). Se muestra el reconocimiento, la ingestién y
digestion. (Fuente: https://www.youtube.com/watch?v=IN5Lr4qUQQU)

En la siguiente direccion, puedes visualizar en video la fagocitosis realizada por fagocitos vivos:

Microorganismo
, patogeno

) Anticuerpos

Fagocitosis

https://www.youtube.com/watch?v=IN5Lr4qUQQU

MATERIALY REACTIVOS

- Preparaciones fijas de fagocitosis

- Aceite de inmersién

EQUIPO
Microscopio

SERVICIOS
Luz, agua
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PROCEDIMIENTO

e Observar cuidadosamente a 100x (inmersion) las preparaciones fijas identificando los
pasos de la fagocitosis.
¢ Realizar dibujos de las observaciones.

RESULTADOS

e Realizar los dibujos de las observaciones mencionando qué pasos de la fagocitosis
observo e identifique qué células estan participando en la fagocitosis.

CUESTIONARIO

1. Mencione que enzimas y sustancias intervienen en la destruccion de particulas extrafias
durante la fagocitosis.

2. Defina pinocitosis
3. Mencione que células participan en el proceso de fagocitosis

BIBLIOGRAFIA

1. Abul. K. Abbas, Andrew H. Lichman, Shiv Pillai. Inmunologia celular y molecular. 8°

ediciéon Espafa. Editorial Elsevier. 2015

Abbas K. Abul. Inmunologia basica. 5ta edicion Espafa. Editorial Elsevier. 2017

Jawetz, E. Microbiologia Medica. 162 ed. México. Editorial El Manual Moderno S.A. de

C.V.1999

4. Liébana Urefia J. Microbiologia Oral. 2° ed. Espafia. Editorial Mc Graw- Hill
Interamericana de Espafia. 2002.

5. Nolte, W.A. Microbiologia odontolégica. 4° ed. México. Edit. Nueva Editorial Nueva
Editorial Interamericana S.A. de C.V.
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PRACTICA 7
REACCIONES DE AGLUTINACION

OBJETIVO

Identificar a la aglutinacibn como una técnica que permite evidenciar in vitro la interaccion
antigeno-anticuerpo mediante la determinacion de grupos sanguineos.

CONOCIMIENTOS PREVIOS
Concepto de aglutinacion

Reaccion antigeno-anticuerpo
Diferentes grupos sanguineos

FUNDAMENTO TEORICO

La reaccion antigeno-anticuerpo forma parte de los mecanismos de defensa del cuerpo humano.
El conocimiento detallado de este proceso ha permitido su uso en diferentes aplicaciones
clinicas, ya que nos ayuda a identificar la presencia o ausencia de hormonas, antigenos,
anticuerpos, enzimas, células, etc., en diversos fluidos corporales (sangre, orina, saliva, etc.).
Los andlisis de laboratorio basados en la interaccién antigeno-anticuerpo son importantes para
el diagnoéstico de enfermedades, evaluacion de tratamientos o para dar seguimiento a procesos
fisiolégicos normales; ejemplo de lo anterior, son las pruebas para detectar la infeccion con el
VIH o las pruebas de embarazo.

La reaccién de aglutinacion, es la interaccién in vitro de un anticuerpo (aglutinina) con un
antigeno (aglutinégeno), este ultimo localizado en la superficie de una célula o particula,
generalmente este proceso es visible sin ayuda de un microscopio (Figura 7.1). Las reacciones
de aglutinacion se clasifican en dos tipos:

a) Aglutinacién directa: esta reaccion se lleva a cabo cuando de manera natural una célula
o particula insoluble presenta en su superficie uno 0 mas antigenos que reaccionan con
anticuerpos especificos. Por lo tanto, células, bacterias y hongos pueden ser aglutinados
facilmente por los anticuerpos, debido a que en su superficie presentan numerosos
antigenos. Ejemplo de lo anterior, son las pruebas para determinar el grupo sanguineo.
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b) Aglutinacién indirecta: esta reaccion sucede cuando la superficie de células o particulas
inertes se recubren artificialmente con el antigeno de interés. Generalmente se emplean
eritrocitos o particulas de latex, las cuales actian como soporte pasivo del antigeno.

Como ya se menciond la determinacidon de grupos sanguineos es un ejemplo de la reacciéon de
aglutinacion directa, la prueba identifica la presencia o ausencia de antigenos caracteristicos de
los eritrocitos (glébulos rojos de la sangre). De acuerdo a la distribucion de los isoantigenos A 'y
B en los eritrocitos, la sangre de toda persona queda incluida entre los cuatro grupos
denominados A, B, AB y O, segun tengan un antigeno (A o B), o los dos (AB) o carezcan de
ellos (O). Aunado a lo anterior, en 1940 Landsteiner y Wiener determinaron la existencia de otro
antigeno, el factor Rh, denominado asi debido a que también se encuentra en la sangre del
mono Rhesus. Las personas que presentan el factor Rh son Rh positivos (+) y los que no lo
poseen son Rh negativos (-). Lo anterior resalta la importancia de la reaccion de aglutinacion in
vitro, gracias a ella podemos determinar el tipo de sangre de todas las personas. Lo anterior es
fundamental al momento de realizar una transfusién sanguinea, para evitar una reaccién de
hemodlisis, que puede culminar con la muerte del paciente.

La reaccion in vitro se lleva a cabo por la reaccion inmunoldgica entre los eritrocitos presentes
en una gota de sangre y los anticuerpos especificos dirigidos contra el antigeno A (suero anti-A),
antigeno B (suero anti-B) o antigeno D (suero anti-D o anti-Rh). La presencia o ausencia de
aglutinacion, determinara el tipo de sangre.

0\
/O/O

Anticuerpos Aglutinacion
especificos (reaccidén antigeno-anticuerpo)

o: p
o °

Eritrocitos

Figura 7.1 Reaccion de aglutinacién. Los anticuerpos especificos reaccionan con los antigenos
presentes en la superficie de los eritrocitos, lo anterior provoca que los globulos rojos se agrupen y
formen grumos facilmente visibles. (Fuente: Dra. Marta Elena Castro Manrreza)
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MATERIALY REACTIVOS

e Torunda con alcohol

e Lancetas estériles

e Portaobjetos

e Aplicadores de madera

e 1 frasco de suero hemotipificador “A”

¢ 1 frasco de suero hemotipificador “B”

¢ 1 frasco de suero hemotipificador Rh o “D”
e 1 bote con cloro

e Bote rojo de RPBI

EQUIPO

Refrigerador

SERVICIOS

Luz y agua

PROCEDIMIENTO

Desinfectar la yema de un dedo con una torunda empapada en alcohol

Obtener sangre del dedo, a través de una puncién con una lanceta esteéril.

Colocar en un portaobjetos limpio tres gotas de sangre separadas.

En la primera gota de sangre colocar una gota de suero anti-A, en la segunda gota de
sangre, una gota de suero anti-B y en la tercera una gota de suero anti-D.

Mezclar perfectamente con ayuda de un palillo cada gota de sangre con su reactivo, por
separado.

6. Esperar resultados y observar la reaccion de aglutinacion.

PwnPE

o
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RESULTADOS

Dibuja o fotografia tus resultados, con base en las siguientes observaciones:

1. La presencia de grumos en la mezcla en un lapso de minutos, indica la unién antigeno—
anticuerpo (prueba positiva)
2. La ausencia de grumos indica que no existe reaccién de aglutinacion (prueba negativa).

3. Se observara en qué mezcla hubo aglutinacién, reportando como grupo sanguineo “A” si
hubo aglutinacion en el suero anti-A, o como grupo sanguineo “B” si hubo aglutinacion
con el suero anti-B, si aglutina en ambos grupos sanguineos se reporta como grupo
sanguineo “AB”, y si no aglutina grupo sanguineo “O”.

- Si aglutina con el suero anti-D, Rh positivo, si no aglutina Rh negativo.

CUESTIONARIO

1. Defina precipitacion
2. Indique la diferencia entre precipitacion y aglutinacion

3. Mencione por lo menos otra prueba diagndstica que implique una reaccién de
aglutinacion y cudl es su importancia.

4. Dé tres ejemplos de técnicas inmunologicas de aglutinacién en saliva, orina 0 suero,
explique su uso.

BIBLIOGRAFIA

1. Brooks, Butel, Morse. Microbiologia Médica de Jawetz, Melnick y Adelbert. 16° ed. Editorial
el Manual Moderno. México 1999.

2. Negroni Marta. Microbiologia Estomatolégica. Fundamentos y Guia Practica. Editorial
Médica Panamericana. Buenos Aires Argentina, 1999.

3. Tristram G.I. Parslow, Daniel P. Stites, Abba | Terr, John B. Imboden. Inmunologia Basica y
Clinica. 10° ed. Editorial EI Manual Moderno. México 2001.
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PRACTICA 8

FORMACION DE BIOPELICULA DENTAL “IN VITRO”

OBJETIVO

Conocer la capacidad de algunos microorganismos de cavidad oral, para adherirse a superficies
duras en presencia y ausencia de carbohidratos.

CONCEPTOS PREVIOS

Definicién de biopelicula dental

Microorganismos de importancia en la formacién de biopelicula dental.
Microorganismos involucrados en la formacion de biopelicula (supra y subgingival)
Enfermedad bucodental asociadas a la biopelicula.

FUNDAMENTO TEORICO

La caries dental y la enfermedad periodontal comparten un origen comun conocido como
biopelicula, por lo cual el conocimiento y la comprension de los mecanismos involucrados en su
formacion son importantes para el cirujano dentista, ya que le permiten implementar medidas
preventivas y de control.

La cavidad bucal proporciona diferentes sitios para la colocacién y crecimiento microbiano entre
los que se encuentran saliva, labios, mejillas, paladar, lengua, encia y dientes.

Las caracteristicas anatdmicas y la composicion bioquimica de los dientes pueden favorecer la
instalacion y proliferacion de microorganismos (principalmente bacterias) para dar origen la
biopelicula.

La colonizacion microbiana especifica comprende diferentes momentos que incluyen la
adherencia, agregacién, coagregacion, crecimiento y reproduccion de los microorganismos que
se adhieren a la pelicula adquirida.( Figura 8.1)
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Figura 8.1. Secuencia de desarrollo de placa microbiana. Tomado de Seneviratne et al.,
2011

La biopelicula se inicia con la formacion de pelicula adquirida donde participan las
glucoproteinas principalmente derivadas de la saliva y entre las que se encuentran la amilasa,
histatinas, estaterinas, lisozima, anticuerpos (principalmente Ig A), entre otras, que se depositan
sobre la superficie de los dientes a partir de las cargas eléctricas de ambas partes.

La pelicula formada adquiere funciones protectoras al proporcionar lubricacién a las superficies
e impidiendo la pérdida de humedad del tejido.

Sobre la superficie del esmalte, comienza a depositarse una pelicula delgada amorfa. Los
mecanismos que intervienen en la formacion de la pelicula sobre el esmalte incluyen fuerzas
electrostaticas, tipo Van der Walls e hidréfobas. Es por ello, que en la superficie de la
hidroxiapatita que posee grupos fosfato con carga negativa, interactia con proteinas y
glucoproteinas salivales y del fluido crevicular con carga positiva. (Figura 8.2.A)

Una vez que se forma la pelicula adquirida, es colonizada por microorganismos que residen en
la cavidad bucal. Las bacterias se adhieren a las glucoproteinas de la pelicula en forma casi
inmediata. Algunos mecanismos por los cuales las bacterias se unen a las superficies dentales
es mediante receptores especificos de la pelicula mediante moléculas bacterianas especificas
llamadas adhesinas lo que facilita su adherencia y proliferacion.(Figura 8.2.B)
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Las principales adhesinas son:
- capa mucosa,

- capsula

- glucosiltransferasas (GTF),

- proteinas que fijan glucanos,

- proteinas o glucoproteinas que se fijan a la pelicula que recubre materiales como prétesis o
los dientes,

- acidos teicoicos, en forma especial los lipoteicoicos de las paredes celulares bacterianas
- polisacaridos del antigeno O
- fimbrias.

Los receptores son compuestos del hospedero que interactian con las adhesinas, y pueden ser:
a) elementos celulares (glicocalix, proteinas y glucoproteinas de la membrana citoplasmatica)

b) sustancias existentes en el origen del medio celular (fibronectina o0 mucina) y

c) superficies lisas a través de la pelicula adquirida que las recubre.

Algunos autores mencionan que otro factor que permite la union de los microorganismos o las
superficies dentales es la formacion de puentes de calcio con carga positiva, que permiten la
unién de componentes bacterianos con carga negativa a la superficie dental que también posee
carga negativa. (Figura 8.2.C)
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Figura 8.2 Formacion de la biopelicula: 1.A) Muestra la afinidad de las cargas de las
glucoproteinas salivales y su afinidad por el esmalte dental. 1.B) Muestra las sustancias bacterianas y los
receptores especificos para ellas. 1. C) Muestra la unién de las bacterias a la pelicula adquirida mediante
puentes de calcio. Tomado de:

MATERIAL

1 Tubo de ensaye 18x150mm con tapdén de hule con 15 ml de medio base rojo de fenol mas
sacarosa al 5 %

1 Tubo de ensaye 18x150mm con tapdn de hule con 15 ml de medio base rojo de fenol.
1 Tubo de ensayel8x150mm estéril

1 Paquete con 2 hisopos estériles.

Pipeta de 1 ml

Mechero

EQUIPO
Refrigerador
Incubadora.
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SERVICIOS
Electricidad
Agua corriente

Gas

PROCEDIMIENTO O TECNICA

Sembrado de biopelicula:

1.

© N o 0 bk W

Colectar en un tubo de ensaye 18x150mm estéril, 2 ml de saliva de un integrante del
equipo que no se haya efectuado limpieza dental.

Con un hisopo estéril, raspar la superficie de una de las arcadas dentarias con
acumulacion de biopelicula dental.

Sembrar por agitacion la muestra del hisopo en un tubo sin sacarosa.
Adicionar 0.5 ml de saliva al tubo.

Tapar el tubo con un tapon de hule.

Incubar a 37° C durante 24 horas.

Realizar el mismo procedimiento en el tubo con sacarosa a partir del paso 2
Monitorear durante 7 dias la formacién de biopelicula dental de ambos tubos.

NOTA: Los tubos nunca deberan ser agitados, de lo contrario no se observara formacién
de biopelicula.

Este material sera utilizado para la practica siguiente de aislamiento de microorganismos
de la biopelicula dental (practica 9).
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RESULTADOS

Observar la formacién de biopelicula en la pared de los tubos, asi como el cambio del color del
medio.

Formato para el reporte de resultados.

Tubo 1 Tubo 2
Sin sacarosa Con sacarosa

Crecimiento | si no Crecimiento | si no

Acidificacion| si no Acidificacion| si no

Si no

Burbujas si_ || no Burbujas

CUESTIONARIO

1. Mencione ¢ cudles son los microorganismos cariogénicos y cuales los relacionados con la
enfermedad periodontal?

2. Mencione ¢a qué se debe el cambio de color del medio en los tubos sembrados y la
produccion de burbujas?

3. Explique ¢qué es y a que se debe la formacion de una pelicula blanca alrededor del
alambre en su experimento? Si no se forma explique sus causas.

4. ¢Qué es el calculo dental?
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PRACTICA 9

AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS DE BIOPELICULA DENTAL

OBJETIVO

Identificar los microorganismos presentes en la biopelicula a través de medios de cultivo,
diferenciando su morfologia colonial y microscépica en cada uno de ellos.

CONCEPTOS PREVIOS
e Funcion de los polimeros extracelulares.
e Fases de la formacion de la biopelicula dental.
e Microorganismos asociados a caries dental y enfermedad periodontal.

e Mecanismos anaerobios en la formacién de biopelicula dental

FUNDAMENTO TEORICO

La biopelicula dental se define como una comunidad microbiana que se encuentra sobre la
superficie dental, formando una placa embebida en una matriz de polimeros de origen
bacteriano y salival. Fue descrita por primera vez en 1898 por Black, como una masa microbiana
gue recubria las lesiones cariosas.

El término biofilm o biopelicula fue definido por Costerton en 1978, como una comunidad
bacteriana inmersa en un medio liquido, caracterizada por bacterias que se encuentran unidas a
una superficie, embebidas en una matriz extracelular que contiene una concentracién suficiente
de nutrientes para sostener las necesidades metabdlicas de la microbiota.

La biopelicula es un medio donde se realiza intensa actividad metabdlica por parte de los
microorganismos que en ella se encuentran dando por resultado alteraciones en los tejidos
duros y blandos de la cavidad bucal donde se localiza, por lo que se considera el principal
agente etiolégico en el desarrollo de la gingivitis, caries dental y enfermedades periodontales.

La biopelicula se clasifica segun su localizacién en supragingival y subgingival, segun sus
propiedades en adherente y no adherente, y por su potencial patogénico en cariogénica y
peridontopatogénica.
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La biopelicula supragingival esta constituida principalmente por microorganismos Gram positivos
capaces de fermentar azUcares produciendo acidos que desmineralizan los tejidos duros del
diente; esta placa se puede extender hacia el surco gingival y entrar en contacto con la encia
denominandose placa marginal.

La biopelicula que se encuentra en el interior del surco gingival es la que recibe el nombre de
biopelicula subgingival y esta constituida principalmente, por microorganismos de tipo anaerobio
proteoliticos Gram negativos periodontopatogénicos.

Segun Marsh, Streptococcus sanguis es el primer microorganismo en colonizar la pelicula
adquirida y posteriormente se une a Actinomyces viscosus lo cual es prerrequisito para la
posterior colonizacibn de especies como Veillonella y Fusobacterium. Otras bacterias
involucradas en el proceso de colonizacion son estreptococos del grupo viridans (Streptoccus
mutans, Streptococcus oralis y Streptoccus mitis), Actinomyces sp. Neisserias sp.

Se han descrito coagregaciones entre S. sanguis con A. viscocus y entre Capnocytophaga
ochracea con A. viscosus. También entre especies Gram positivas con Gram negativas como
Streptococcus sp. 0 Actinomyces sp. con Prevotella sp. y Porphyromonas sp, Capnocytophaga
sp, Fusobacterium nucleatum, Eikenella corrodens, Veillonella sp, y entre especies Gram
negativas como Prevotella melaninogenica con F. Nucleatum. En las ultimas fases de formacion
de la placa, es probable que predomine la coagregacion entre especies Gram negativas
anaerobias como F. nulceatum con Prevoltella gingivalis, este fendmeno provee las condiciones
para la interaccion patogénica caracteristica de las infecciones periodontales.

La matriz intercelular de la placa dental madura, esta formada por productos microbianos,
células (epiteliales y leucocitos), materiales organicos (polisacaridos, proteinas y glucoproteinas)
e inorganicos (calcio y fésforo) derivados de la saliva y el fluido gingival (crevicular). Esta matriz
intercelular es el medio donde se producen las interacciones metabdlicas entre las diferentes
especies microbianas.

Durante la fase de colonizacion primaria de los microorganismos existe multiplicacién activa,
posteriormente, existe una disminucién en la velocidad de crecimiento de algunos de ellos y se
incorporan otros que son transportados por los mismos mecanismos que utilizaron los primeros
colonizadores de la pelicula adquirida.

La etapa de colonizacion secundaria y terciaria se caracteriza por el aumento del grosor de la
biopelicula, las zonas mas profundas se hacen mas anaerobias por lo que las bacterias aerobias
practicamente desaparecen, se observa multiplicacion de algunas bacterias ya existentes y los
fendmenos de agregacion y coagregacion, de esta manera la estructura de la biopelicula cambia
significativamente con el incremento de formas bacilares.
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La sintesis de polisacaridos extracelulares especialmente mutanos, por estreptococos del grupo
mutans, contribuyen de manera importante a la integridad de la placa, estos polisacaridos
extracelulares junto con dextranas y levanas, formando microcolonias. Es importante mencionar
gue después de pasado cierto tiempo los estreptococos a partir de la glucosiltransferasas
habran tenido la oportunidad de producir mayor cantidad de polisacéridos adherentes por lo que
los lactobacilos disponen ya de mallas mas complejas para quedar retenidos.

En la fase de maduracién de la biopelicula se detecta Treponema denticola en las zonas mas
profundas donde el potencial de oxidoreduccion es muy bajo. Al envejecer la biopelicula, las
capas mas internas, tendran menos aporte de oxigeno y nutrientes. Los productos de desecho
se acumulan y hay una reduccién gradual de microorganismos vivos, por lo cual, en algunos
estudios microscopicos se observa la existencia de espacios vacios por autolisis de algunas
bacterias.

MATERIAL y REACTIVOS

1 Tubo de ensaye 18 x 150mm con 15 ml. de medio base rojo de fenol mas sacarosa al 5%
mas placa microbiana y saliva.

1 Caja de Petri con agar sangre

1 Caja de Petri con agar Staphylococcus- 110

1 Caja de Petri con agar Rogosa

1 Caja de Petri con Agar Streptococcus- mitis- salivarius (SMS)
1 Mechero

Porta objetos

Asa bacteriolgica

Paquete con 2 hisopos

1Equipo de Gram

EQUIPO
Microscopio
Incubadora

Refrigerador
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SERVICIOS

Luz, agua, gas

PROCEDIMIENTO

1. Sin agitar, tomar muestra con un hisopo estéril (donde hubo formacion de biopelicula dental)
del tubo con medio de sacarosa 5% + biopelicula + saliva y sembrar por estria cruzada, para el
aislamiento de microorganismos en los siguientes medios de cultivo:

a.
. Agar Staphylococcus-110 (medio selectivo para Staphylococcus)

b
C.
d. Agar Streptococcus-mitis salivarius (SMS). (medio selectivo para Streptococcus)

ESQUEMA:

Agar sangre (medio enriquecido)

Agar Rogosa (medio selectivo para Lactobacillus).

Er

— @ N

Incubar a 37°C durante 24 horas.

. Realizar un frotis de la placa microbiana formada, tomando la muestra con un hisopo
estéril, en un porta objeto limpio y desengrasado, fijar al calor y tefir mediante la técnica

Gram.

4. Observar al microscopio con los objetivos 40x y 100x.
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RESULTADOS

1. Reportar si hay crecimiento en los 4 medios de cultivo.

2. Si hubo crecimiento, registrar en una tabla la descripcion de la morfologia colonial en
cada uno de los medios, ademas del tipo de hemodlisis en el medio de agar sangre. (ver
anexo 1)

3. llustrar la observacion del frotis de biopelicula en el objetivo 100x. Describir la morfologia
microscopica observada.

CUESTIONARIO

. ¢ Qué papel juegan los microorganismos anaerobios en la biopelicula dental?
. ¢ Qué papel se atribuye a Veillonella, dentro del biopelicula dental?

1
2
3. ¢Por qué se considera necesario evitar el desarrollo de la biopelicula dental?
4. Sien alguno de los medios de cultivo, no hubo crecimiento, explique por qué.
5

. Mencione las medidas preventivas para el control de la biopelicula dental supra y
subgingival.

BIBLIOGRAFIA
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PRACTICA 10

DETERMINACION DEL NUMERO DE BACTERIAS PRESENTES EN SALIVA

OBJETIVO

Determinar la presencia asi como el nimero aproximado de bacterias viables presentes en la
saliva humana.

CONOCIMIENTOS PREVIOS
Definicién de microbiota

Cantidad de bacterias presentes en saliva

FUNDAMENTO TEORICO

El conocimiento de que existen microorganismos en la cavidad bucal, es de fundamental
importancia para el cirujano dentista, al igual que conocer el tipo de microbiota que existe, ya
gue dependiendo del tipo de flora que se instala, esta puede ser considerada como factor de
riesgo para patologias en la cavidad bucal.

La presente practica facilitara al alumno el aislamiento de microorganismos en saliva y le
permitira a través de la técnica de Gram identificar de manera general, su clasificacion y
morfologia

La saliva como un fluido corporal tiene principalmente dos funciones: digestién y proteccion.

1. Digestidon: Los alimentos solidos y semisolidos son disueltos en la saliva como un
prerrequisito para el comienzo de la digestion. La amilasa es una enzima que hidroliza el
almidon y es el mayor componente proteico de la saliva.

Las secreciones mucinosas y serosas que conforman la saliva se encargan de lubricar
las estructuras orales con lo cual ayudan a la masticacion, deglucion y fonacion.

2. Actividad protectora: Los amortiguadores (Buffers) salivales evitan los cambios extremos
del pH ocasionados por alimentos acidos o productos bacterianos.

También la saliva contiene enzimas antimicrobianas que pueden ocasionar gran impacto al
desafio o ataque bacteriano, aunque a la flora microbiana normal de cavidad oral no la
perjudique.
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Algunos componentes minerales de la saliva juegan papeles importantes en los mecanismos de
proteccion de los dientes ante los ataques de &cidos que provocan la desmineralizacién y
remineralizacion del esmalte.

Las secreciones mucionosas son muy importantes para la proteccion de las membranas
mucosas evitando la deshidratacion.

Aproximadamente 700-800 ml. De saliva son secretados y tragados por dia, siendo la saliva un
factor importante en la conservacion del agua para el organismo.

Al mismo tiempo como la saliva pasa por todas las regiones de la cavidad bucal como son los
carrillos, lengua, dientes, surco gingival, entre otros, realiza un barrido parcial de la flora
microbiana que se aloja en cada una de estas zonas, por lo que es muy facil encontrar en un
cultivo de saliva a microorganismo como: estreptococos, peptoestreptococos, veillonella,
corynebacterium, neiserias, nocardia, fusobacterium, bacteroides, actinomyces, lactobacilos,
espiroquetas, levaduras, protozoarios y otros.

Al realizar un cultivo de saliva obtenemos un nimero aproximado de bacterias presentes en
cavidad bucal, pero esto no quiere decir que al realizar el cultivo vamos a tener la certeza del
tipo de microorganismos de la flora microbiana bucal.

Al realizar estudios de la flora microbiana bucal, nos vamos a encontrar con varios problemas,
pues la flora microbiana presenta cambios progresivos hasta que madura y aun asi seguira
cambiando a causa de la edad, cambios hormonales, problemas sistémicos, dieta, incluso la
hora de la toma de la muestra de saliva nos va a variar el resultado o conteo microbiano en un
mismo individuo, es por esto que da cifras exactas de niumero de bacterias en saliva no es
conveniente, por eso se dan aproximaciones en cuanto a cantidad y tipo de microorganismos
existentes en cavidad oral.

Nolte, menciona que en 1 ml de saliva de un adulto podemos encontrar aproximadamente 6,000
millones (6 x 10 9)) de bacterias.

Para el estudio de bacterias de cavidad bucal, se han utilizado principalmente dos técnicas el
frotis directo y el cultivo en placa.

El frotis directo nos va a decir que tipo de bacterias estamos viendo al microscopio mas no el
namero de ellas.

El cultivo en placa nos va a determinar el nimero de colonias o (CFU) unidades productoras de
colonias que se encuentran en 1 ml. de saliva, aunque si recordamos lo que se refiere Nolte, es
imposible cuantificar seis mil millones una caja de Petri, por lo que se hace necesario la
utilizacion de diluciones decimales antes de la siembra.

Antes de realizar la siembra debemos tomar en cuenta otros factores como son en que medio
vamos a sembrar y con qué técnica.
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Referente al medio de cultivo debemos tener bien claro si queremos cuantificar el total de
bacterias 0 si queremos solo un tipo de ellas; en este caso queremos conocer el total de
bacterias por lo tanto, vamos a utilizar un medio de cultivo como el Agar Soya Tripticasa, que es
un medio rico para el crecimiento de todas las bacterias.

Respecto a la técnica, vamos a utilizar el vaciado en placa, porque solo utilizaremos 1 ml. de
saliva y esta técnica favorece la diseminacion de las bacterias en todo el Agar. Recordamos que
vamos a cuantificar no a aislar.

MATERIAL
1 tubo estéril para colectar la saliva 18x150mm

2 pipetas de 1ml estériles

3 cajas de Petri estériles 100x15mm

1 matraz Erlenmeyer (1000 mL) con Agar Soya Tripticasa
6 tubos de 13x100mm con 4.5ml de solucion salina estéril
1 equipo de tincion de Gram

Hisopos estériles

Portaobjetos

Mechero

Tripié con rejilla de asbesto

Guante de asbesto

EQUIPO
Microscopio

Refrigerador

Incubadora

SERVICIOS

Luz, agua, gas
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PROCEDIMIENTO

1. Recolectar un mililitro de saliva aproximadamente, en un tubo de ensaye estéril.

PREPARACION DE LAS DILUCIONES

1. Preparar seis diluciones decimales de saliva colectada con la primer pipeta, en
condiciones de esterilidad de la siguiente manera:

Tubo 1 ...0.5ml. de saliva + 4.5ml. de sol. salina=1:10 (10-1)

Tubo 2 ...0.5ml. de dilucion 1:10+4.5ml. sol. salina=1:100 (10-2)

Tubo 3 ...0.5ml. de dilucién 1:100+4.5ml. sol. salina=1:1000 (10-3)
Tubo 4 ...0.5ml. de dilucion 1:1000+4.5ml. sol. salina=1:10000 (10-4)
Tubo 5 ...0.5ml. de dilucién 1:10000+4.5ml. sol. salina=1:100000 (10-5)
Tubo 6 ...0.5ml. de dilucion 1:100000+4.5ml.sol salina=1:000000 (10-6)

2. Con la segunda pipeta, pipetear 1.0 ml. de las tres ultimas diluciones (tubos 6, 5y 4) en
tres cajas de petri estériles previamente etiquetadas con los tubos correspondientes (caja
4 para tubo 4 etc.). Comenzar con la dilucién del tubo 6.

3. Adicione a cada caja 15 o 20 ml. de agar soya tripticasa previamente fundido y a
temperatura de aproximadamente 37°C., homogenizar el medio con la saliva y dejar
solidificar.

Incubar a 37°C por 24 h.

5. Contar el numero de colonias en las placas, en caso de ser demasiado el crecimiento en
las cajas, dividir en cuatro y contar las de un cuadrante multiplicar el resultado por cuatro
y asi tenemos el resultado de toda la caja, después multiplicar este resultado por la
inversa de la dilucidén correspondiente, y obtener de esta forma el nimero de bacterias
por mililitro de saliva.

Ejemplo: 36 colonias en el tubo 6
36 x 1000 000 = 36 000 000 UFC

FROTIS

1. Hacer un frotis de la saliva residual del tubo de ensaye sin diluir con un hisopo estéril,
fijarlo al calor y tefiirlo con la Técnica de Gram.
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TECNICA DE GRAM

1. Cubrir el frotis con Cristal Violeta ............. 60 seg.

2. Lavar con agua

3. Aplicar Lugol ... e 60 seg.

4. Lavar con agua

5. Decolorar con Alcohol-Acetona.............. 2-4 segq.

6. Lavar con agua

7. Cubrir con Safranina al 0.5% .............cceee.e. 30 segq.

8. Lavar con agua, dejar secar y observar al microscopio, con aceite de inmersion.
RESULTADOS

1.

Reporta el nimero de bacterias por ml. de saliva o unidades formadoras de colonias por

ml. de saliva.

Reportar el tipo de microorganismos Gram + y Gram — y forma bacteriana que

predominan en la saliva.

CUESTIONARIO

1. ¢ Qué importancia cree que tenga el hallazgo de un niamero de bacterias por mililitro de

2. Enliste por lo menos cinco caracteristicas mas importantes de la saliva.

saliva superior al normal en un paciente?

3. ¢ Cual es el pH normal en saliva y que problemas sistémicos lo pueden variar?

4. Expliqgue brevemente de qué forma ayuda la saliva en las siguientes funciones: Fonacion,

Deglucion y Masticacion.
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PRACTICA 11
IDENTIFICACION DE ALGUNOS FACTORES DE RIESGO PARA CARIES
DENTAL

OBJETIVO

Analizar la importancia de la multifactorialidad del proceso carioso a partir de la relacion de la
prueba de Matsukubo y los indices epidemiolégicos de IHOS y CPOD, para lograr la
identificacién de pacientes con riesgo de caries.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

1. Definicion de caries
2. Factores necesarios para el proceso carioso

FUNDAMENTO TEORICO

La caries dental es un proceso infeccioso, complejo, transmisible y multifactorial, ampliamente
diseminada en la poblacion, que por sus caracteristicas de evolucion, se considera una de las
principales enfermedades que son la causa de la pérdida de los érganos dentarios. De aqui el
interés de los profesionales de la salud bucal en prevenirla y prueba de ello, son todas las
acciones que hasta la fecha se promueven de forma general a la poblacion en diferentes
servicios de salud y las campafas nacionales de salud bucal organizadas por la Secretaria de
Salud.

En México, el Sistema de Vigilancia Epidemioldgica de Patologias Bucales (SIVEPAB) 2017,
registr6 un CPOD promedio de 6.1 en pacientes de 18 afios y se incrementa al doble entre los
35 a 44 aios (12.5) y al triple en los adultos mayores de 65 a 74 afos (18.1). A los 18 afios,
80% de la carga del indice corresponde al componente cariado, en los adultos jovenes de 35 a
44 afos el componente caries aumenta (51.6%) Al estratificar por demarcaciones demogréficas
se observa que el CPOD fue de 12.6 para las zonas metropolitanas y 11.5 para las otras zonas
urbanas. En los grupos de edad de menores de 1 afio a 10 afios, el indice de caries promedio
fue de 3.66 de los cuales 3.34 fueron cariados, 0.06 perdidos y 0.26 obturados.
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Paul Keyes establecio tres factores, a lo que se conoce como la Triada de Keyes, en donde
deben interactuar simultdneamente para determinar la etiopatogenia de la caries dental:
huésped (microorganismos), hospedero y sustrato. Aun cuando estos elementos se presenten
en un momento especifico, no se producira una lesién cariosa sin un cuarto factor de riesgo, el
tiempo (Newbrun, 1976).

Factor huésped

Existen diversas bacterias bucales de importancia en el proceso carioso. Los colonizadores
iniciadores en la formacién de la biopelicula bucal son estreptococos como S. sanguinis, S.
mitis, y para la biopelicula cariogénica, se presentan S. mutans, L. acidophilus, A. viscosus, A.
naeslundii y Veillonella ssp., entre muchas mas.

En esta practica con relacion al numero de bacterias, se llevara a cabo el recuento de
estreptococos mutans en saliva por la técnica de Matsukubo y Col. Modificada. Esta técnica ha
recibido gran aceptacion, y a nivel comercial, ya existen pruebas para hacer el recuento no solo
de estreptococos sino también de lactobacilos en saliva, que se pueden llevar a cabo en el
consultorio dental, lo que facilita al profesional, llevar a cabo esta prueba como un medio
predictivo con relacién al proceso de caries en un individuo y aplicar o prescribir medidas
preventivas.

Factor hospedero

Cuando hablamos del hospedero, se pueden mencionar varios factores relacionados que
intervienen en la susceptibilidad a presentar lesiones cariosas como genéticos, habitos
dietéticos, anatomia, posicidon y composicion dental, cantidad, caracteristicas y composicion de
la saliva, asi como habitos higiénicos, presencia de aditamentos o restauraciones adecuadas o
inadecuadas, entre otros.

La presencia de enfermedades sistémicas pueden estar relacionadas por si mismas (como la
diabetes) o por su tratamiento (como la hipertension) con el riesgo de padecer caries. Por
ejemplo en el caso de la diabetes, existe una descompensacion del balance hidrico, lo que hace
que la cantidad de saliva que normalmente se secreta por dia, se disminuya, situacion que
favorece la instalacion y metabolismo de microorganismos en las superficies dentales para la
produccion de caries; en el caso del tratamiento de pacientes que padecen hipertension arterial,
requieren de la toma periddica de antihipertensivos y se ha comprobado que algunos de ellos,
producen resequedad bucal, lo que al igual que en el caso anterior, favorece la instalacion y el
metabolismo microbiano en las superficies dentales con la subsecuente desmineralizacion de
los mismos.
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Factor sustrato

La concentracion y tipo de carbohidratos ingeridos, la frecuencia, asi como la presencia continua
de éstos en la cavidad bucal, aumentan la posibilidad de lesiones cariosas ya que descienden el
pH salival de manera constante.

La sacarosa es un disacarido que al ser metabolizada por las bacterias, se disocia formando
glucosa y fructuosa. Por una parte, la glucosa puede ser metabolizada a través de la glucdlisis
para proporcionar energia a las bacterias, mediante la formacién de &acido piravico que
posteriormente, entra a Ciclo de Krebs y a la fosforilacion oxidativa. Por otra parte, la fructuosa
entra a la glucdlisis por otra ruta, donde la fructoquinasa cataliza la fosforilacion de este
carbohidrato convirtiéndolo en gliceraldehido, el cual, posteriormente, es convertido en
gliceraldehido 3-fosfato para continuar con esta ruta metabdlica.

Tanto la glucosa, como la fructuosa, son utilizadas por las bacterias para formar glucanos y
fructanos, que sirven como polimeros extracelulares pegajosos que permiten la adherencia de
las bacterias a las superficies dentarias e incluso, a otras bacterias para dar la coagregacion
bacteriana en la formacion de la biopelicula dental, aunque también sirve como reserva de
energia.

Finalmente, las bacterias bucales como estreptococos y lactobacilos, fermentan estos
carbohidratos para producir acido lactico que desmineraliza el esmalte dentario.

Factor tiempo

Los carbohidratos sirven de sustrato para que las bacterias lleven a cabo una fermentaciéon y por
lo tanto, produccion de polimeros intracelulares que desmineralizan los dientes, por lo que
requieren permanecer durante un tiempo determinado en la cavidad bucal.

-

4 B

Sustrato

Factores necesarios para el proceso carioso
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MATERIAL Y REACTIVOS

1 Punta de pipeta Eppendorf limpia

1 Tubo con caldo mitis salivarius con bacitracina y telurito de potasio
1 Mechero

1 Tubo de kahn limpio

1 gradilla

EQUIPO
Refrigerador
Incubadora

SERVICIOS

Luz, agua, gas

PROCEDIMIENTO

1. Una persona del equipo (de preferencia la misma a la que se le tomé la muestra de
placa microbiana), colocara una muestra de saliva pequefia en el tubo de Kahn.

2. Tomar de la muestra de saliva, 100 microlitros y sembrarlos en el tubo de caldo mitis
salivarius.

3. Incubar a 37°C durante 24 horas con una inclinacién de 60° aproximadamente.

Después de 24 horas, colocar el contenido del tubo escurriéndolo bien y de una sola
intencién en un recipiente esterilizable.

5. Frente a una fuente de luz adecuada, se procede a contar el nUmero de colonias en
las paredes del tubo, reportando los resultados de la siguiente manera:



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD

MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO BIOLOGIA D

el
BUCAL Y BASES FARMACOLOGICAS JFES
Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Pagina
SGC-FESZ-CD-ML08 22/Enero/2020 0 84/185
Porcentaje Ndmero de colonias en las Cruces Correspondencia
para el paredes del tubo
cariograma
0 No aparecen colonias en las paredes - No infectado (no existe S.
del tubo mutans identificable en la
saliva)
25 Si el nUmero de colonias es menor + Baja infeccibn (menos de
de 10 30,000 células de S. mutans
en saliva)
50 Si el nimero de colonias es mayor a ++ Moderada infeccibn (entre
10 pero menor de 100 30,000 y 100,000 células de S.
mutans en saliva)
75 Si el ndmero de colonias es mayor +++ Alta infeccion (mas de 100,000
de 100 pero menor de 300 células de S. mutans en saliva,
pero menos de 1, 000 000)
100 Si el nimero de colonias es mayor | ++++ | Mas de 1,000 000 de células
de 350 dandole al tubo la apariencia de S. mutans en saliva)
de un cristal nevado

Levantar el IHOS a la persona que dono la muestra de saliva.

Levantar el indice CPOD a la persona que doné la muestra de saliva.

Interrogar al donador acerca del padecimiento de enfermedades sistémicas y si
actualmente se encuentra bajo tratamiento y en caso de ser afirmativo cual es el

medicamento que esta tomando y en que dosis.

RESULTADOS

Reportar los datos obtenidos y relacionarlos para identificar el riesgo de caries que presenta el

paciente.
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CUESTIONARIO

1. Diga a qué se debe que los estreptococos se adhieran a las paredes del tubo.

2. En el caso de que la prueba se hubiera realizado en un nifilo de 10 afios de edad, cuya
denticién mixta se encuentra presente y el resultado del cariograma fuera de alto riesgo
para caries, ¢ .cual seria su actitud profesional con el paciente?
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PRACTICA 12

DETERMINACION DE LA ACCION DESINFECTANTE DE ALGUNAS SOLUCIONES DE USO
COMUN

OBJETIVO

Determinar la accion desinfectante de algunas soluciones de uso comun a través de una prueba
in vitro para observar su actividad antibacteriana.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

Definicién de bactericida y bacteriostatico.

Métodos de desinfeccion de uso comun y del area de la salud.

Flora bacteriana presente en instrumentos de atencién dental y su importancia de desinfeccion.

Concepto de desinfeccion y esterilizacion.

FUNDAMENTO TEORICO

El uso de agentes quimicos como medio de prevenir infecciones se introdujo por primera vez en
el campo de la medicina. En 1847, Ignaz Semmelweis not6 la muy alta frecuencia de muerte
por fiebre puerperal en la clinica y creyd que los médicos y practicantes eran los responsables
por contaminar a los pacientes, lo cual disminuyo bastante la mortalidad al introducir el uso de
una solucion clorinada mezclada con limén. Joseph Lister en 1867, el padre de la cirugia
aséptica, introdujo el uso de soluciones acuosas de fenol para tratamiento de heridas y para
desinfectar el material quirdrgico, también para desinfectar la piel antes de operar.

La exposicién de los microorganismos a concentraciones bajas, moderadas o altas, de agentes
germicidas producen varios efectos que van del estimulo a la muerte. Esta variacion en la
actividad de los agentes germicidas sobre los microorganismos se refiere al espectro
desinfectante, el cual puede ser separado en 3 zonas de acuerdo con el efecto del germicida. A
extremadamente bajas concentraciones el agente pude no afectar al microorganismo. A
concentraciones ligeramente mas altas puede haber una estimulacion del crecimiento. A
concentraciones mayores se obtiene inhibicién del crecimiento.

Una bacteria se considera muerta si es incapaz de multiplicarse en un ambiente 6ptimo. Cuando
los microorganismos se exponen a ciertos agentes quimicos como los mercuriales organicos por
periodos cortos, pueden ser revividos si se cultivan en un medio que contenga grupos sulfhidrilo
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libres, por tanto la accibn de los mercuriales bajo estas condiciones, se considera
bacteriostatica. Un agente bacteriostatico es el que inhibe la reproduccion microbiana. Un
agente bactericida es el que tiene una accion irreversible que resulta en muerte de la célula
microbiana. Los germicidas y desinfectantes actlan como agentes bactericidas si se usan en
concentraciones adecuadas, mientras que los antisépticos pueden ser bactericidas o
bacteriostaticos. La diferencia basica entre estos dos tipos de accion esta determinada por la
concentracion y tiempo de exposicion.

Las propiedades deseables de agentes quimicos recomendados para desinfeccion son:

1. Habilidad para destruir a los microorganismos a bajas concentraciones en pocos minutos,
poseer amplio espectro microbiano.

Permanecer estables en agua y otros vehiculos sin perder su poder de matar.
Que no sean toxicos para los tejidos (relativamente).

Buen poder de penetracion a superficies donde se apliqgue y que no se combine con la
materia organica.

5. Que no sean corrosivos y que no tifan.

AGENTES QUIMICOS

ALCALIS ACIDOS

Son activamente bactericidas, la presencia de moléculas no disociadas altamente permeables
promueve la penetracion del acido dentro de las células.

SALES:

El cloruro de sodio se ha usado por muchos afios como preservativo de carnes y pescados por impedir el
crecimiento bacteriano.

METALES PESADOS:

Entre ellos Hg ™" y Ag® encabezan la lista, siendo efectivos a menos de 1 ppm. Su accion
antimicrobiana se debe a la combinacién del i6n metalico con ciertas proteinas de la célula
microbiana; estas se inactivan, precipitan y finalmente producen la muerte.
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HALOGENOS (I0DO)

Se combina irreversiblemente con proteinas, es un agente oxidante, es bactericida y se utiliza en la
desinfeccion de piel o para heridas menores

AGENTES ALQUILANTES

Como el formaldehido o el 6xido de etileno que reemplaza el débil enlace H de los grupos - NH
2 y - OH abundantes en proteinas.

Las reacciones del formaldehido son en parte reversibles, para la alta energia de los puentes
epoxido de etileno permiten reacciones irreversibles. Esto agentes alquilantes en contraste con
otros desinfectantes son tan activos contra esporas como con células vegetativas.

FENOL:

Su accion bactericida involucra la lisis celular. Los compuestos fendlicos son mas activos
mezclados con jabones que incrementan su solubilidad y promueven su penetracion

ALCOHOLES:

La accion desinfectante de los alcoholes alifaticos incrementa con la longitud de su cadena. Su
mecanismo de accion consiste en la desnaturalizacion de proteinas por inhibicibn de la
produccion de metabolitos esenciales. Aunque el alcohol etilico ha recibido mayor uso es mejor
el alcohol isopropilico ya que es menos volatil y no estd sujeto a las restricciones del alcohol
etilico por poderse ingerir. Es mas efectivo en la solucién acuosa al 50 o 70% que absoluto.

PEROXIDO DE HIDROGENO:

Su nivel de desinfeccién es alto. La accién antimicrobiana se debe fundamentalmente a la
oxidacion de los componentes de la célula microbiana.

El peroxido de hidrégeno en concentraciones del 6% y 10% posee altos niveles de actividad
bactericida y esteriliza quimicamente en inmersién durante 30 minutos, aunque en esas
concentraciones es irritante para los tejidos y corrosivo para el instrumental.

En solucién al 3% aun cuando su accion es limitada por la presencia de materia organica e
inhibida por la catalasa de las bacterias y los tejidos, es Gtil en la antisepsia de las heridas y
elimina mecéanicamente restos de tejidos y microorganismos atrapados en ellas por el burbujeo
gue genera la liberacion de oxigeno.
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MATERIAL y REACTIVOS

Yodo 5%

Benzal 6%

Alcohol 70%

Fenol 10%

Peréxido de hidrogeno al 3%

Jabon liquido de manos

2 Cajas de Petri con agar nutritivo

1 tubo con discos de papel filtro estériles
1 asa bacterioldgica

1 gradilla

CEPAS
Salmonella typhi

Staphylococcus aureus

EQUIPO

Incubadora, refrigerador

SERVICIOS

Luz, agua y gas

PROCEDIMIENTO

1. Sembrar masivamente con una asa estéril Salmonella typhi , en una caja de agar nutritivo
etiquetar con el nombre de la cepa, y la otra caja con Staphylococcus aureus,

2. Humedecer 1 disco de papel filtro, con una de las soluciones desinfectantes
proporcionadas.
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3. Colocar el disco humedecido sobre una porcion de la caja sembrada masivamente.
Realizar el paso 2 y 3 con cada una de las soluciones y repartir los discos alrededor de la

caja, etiquetando previamente con el nombre de cada solucion.

4. Incubar durante 24 horas a 37°C. Observar si hubo inhibicién de crecimiento bacteriano.

RESULTADOS

Reportar el tamafio del diametro en milimetros, del halo de inhibicion que se presenta en las

cajas de Petri.

MICROORGANISMO

YODO

BENZAL |H;0-
3%

FENOL |JABON

ALCOHOL

Salmonella typhi

Staphylococcus
aureus

Concluya acerca de la accion de los agentes quimicos utilizados de acuerdo a sus resultados

CUESTIONARIO

1. ¢Qué es el coeficiente fendlico y cuél es su utilidad?

2. ¢Cual es la diferencia entre agente bactericida y bacteriostatico?

3. ¢Qué caracteristicas debe tener un desinfectante para esterilizar instrumental y cuales

para desinfectar piel?
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PRACTICA 13

ESTRUCTURA EUCARIOTICA DE HONGOS
OBJETIVO

Establecer las caracteristicas estructurales de los organismos eucariotes mediante la
observaciéon de preparaciones fijas y su crecimiento en cultivos puros para diferenciarlos de los
microorganismos procariotes.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

Diferencia entre organismos procariotes y eucariotes

Concepto de hongo

Clasificacion clinica de los hongos

Hongos de importancia en cavidad oral y la enfermedad que producen

FUNDAMENTO TEORICO

Los hongos se encuentran dentro del reino Fungi de acuerdo con la clasificacion de Whittaker,
las propiedades de mayor relevancia de este reino son que todos los organismos estan
compuestos por células eucariotas (el material genético se encuentra rodeado por una
membrana), se nutren por absorcidén. Los hongos se pueden agrupar de dos formas (Ver Figura
13.1), hay hongos unicelulares (como levaduras) o multicelular (hongos filamentosos).

Los protozoarios, se encuentran ubicados en el reino protista segun la clasificacién de Whittaker,
son organismos microscépicos, unicelulares eucariotas, que viven en ambientes acuosos, se
pueden reproducir de forma asexual y sexual, cuentan con cromosomas mdultiples y aparato
mitotico. En la tabla | se encuentran las principales diferencias entre organismos eucariotes
(hongos y protozoarios) y procariotes (bacterias).

) PROCARIOTAS EUCARIOTAS
CARACTERISTICAS

Glucopéptidos en la pared celular + -
Esteroides en la membrana celular - +
Mesosomas + -
Membrana nuclear - +
Division celular - +

Cromososmas UNO SOLO MULTIPLES
Complejo dna-histonas - +
Organelos citoplasmaticos - +
Nucleolo - +

Tabla I. Principales diferencias entre células procariotas y eucariotas.
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~clculo Mitocondrias Cuerpos
endoplasmico A . cisternales

* = Vacuolas
> Aparato de

Ribosomas

> i
Pared celular

Membrana
celular

Figura 13.1 Diferencias entre hifa A y levadura B, tomada de Bonifaz A. Micologia
Médica Basica Mc Graw Hill-Interamericana. 2012.

Las caracteristicas generales de los hongos son organismos eucariontes con nucleos
organizados, con membrana nuclear bien definida, son aerobios, presentan organelos
citoplasmaticos (mitocondrias, sistema endomembranoso, dictiosomas,). Los hongos poseen
una pared celular que su principal componente es la quitina (N-acetilglucosamina) y tiene como
funcién principal dar rigidez al hongo, la membrana celular esta compuesta principalmente de
ergosterol.

Los hongos se pueden clasificar de acuerdo con el aspecto macroscépico que presentan y se
pueden dividir en cuatro grupos:
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A) Hongos macroscoépicos o setas B) Mohos u hongos filamentosos

C) Levaduras u hongos de D) Actinomicetos o bacterias
crecimiento limitado filamentosas de crecimiento
limitado y rocoso

Tabla Il Clasificacién de su crecimiento segun la apariencia de crecimiento macroscopico. Tomadas
Bonifaz A. Micologia Médica Basica Mc Graw Hill-Interamericana. 2012.

Los hongos macroscopicos y filamentosos estan compuestos por unidades fundamentales
llamadas hifas (filamento), las hifas se caracterizan por tener una pared rigida que su principal

componente es la quitina. Cuando un grupo de hifas se unen entre ellas reciben el nombre de
micelio o talo (Ver tabla Il).
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El micelio se puede clasificar de muchas maneras, puede presentar o no divisiones, al micelio
gue presenta divisiones se le conoce como micelio septado o tabicado, mientras que al micelio
gue no presenta divisiones se le conoce como micelio cenocitico o no tabicado.

El micelio se puede dividir de acuerdo con su funcion que desempefia, hay dos funciones
fundamentales que debe de llevar acabo el micelio, son la captacion de nutrientes y la
reproduccion del hongo, el micelio encargado de la absorcion y transformacion de nutrientes se
le conoce como micelio vegetativo o de nutricién, mientras que el micelio encargado de soportar
las estructuras y formas de reproduccion se le conoce micelio reproductivo.

Otra de las caracteristicas importantes del reino Fungi es que se puede reproducir de forma
sexual o asexual, hay diferencias importantes entre las dos formas de reproduccion en los
hongos, la reproduccién sexual (teleomérfica) se caracteriza por el intercambio de material
genético por lo tanto esta forma de reproduccién tiende a facilitar procesos como evolucion y
mejora de propiedades, la reproduccién sexual producird estructuras llamadas esporas (Ver
tabla 1l), son tres las esporas sexuales (Ascosporas, Basidiosporas y Zigosporas), los hongos
qgue tienen la capacidad para reproducirse de forma sexual se le conoce como hongos
meiosporicos.

Esporas Descripcion
Sexual

Se forman dentro de una bolsa o asca
que resulta de la fusion sexual de dos
células especializadas. Cada asca

Ascosporas tiene 4 a 8 esporas, propias de los
Ascomycetes

Propias de las setas u hongos M OREK D0
macroscopicos, son estructuras o [os]
- unicelulares y haploides; se forman de Pl el 0 B ‘
Basidiosporas o & & & &
una bolsa o basidio, de la que nacen -0 .
esterigmas  que producen las SRR IR .
basidiosporas.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD l/

. . 5",‘.,;‘1‘321
MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO BIOLOGIA i; @
BUCAL Y BASES FARMACOLOGICAS JFES
Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-CD-ML08 22/Enero/2020 0 96/185

Se forman por la unién de dos hifas
Zigosporas  sexualmente diferenciadas, donadoras
(+ o major) y receptoras (- 0 minor),
aungue son iguales en su morfologia ‘

Tabla Il Estructuras de reproduccion de origen sexual.

La reproduccién asexual o anamorfica tiene como objetivo primordial el mantenimiento de la
especie, los hongos que se producen por medio de esta forma de reproduccién son hongos
genéticamente idénticos al progenitor, no se lleva intercambio genético y se llevaba a cabo por
mitosis (hongos mitosparicos), la forma de reproduccion asexual producira estructuras llamadas
conidios (Ver tabla 1V).

Las estructuras de reproduccion tanto sexuales como asexuales difieren mucho en forma, color,
tamafo, el nimero de nucleos. La morfologia microscépica de origen (sexual o asexual), son las
caracteristicas principales y de mayor relevancia para la clasificacion de los hongos, pero es
mucho mas relevancia en los hongos de origen asexual, muchas de las estructuras de
reproduccién serdn uUnicas en algunas especies. Algunas especies tienen la capacidad de
producir hasta cuatro diferentes estructuras de reproduccion.

ESTRUCTURA DE IMAGEN
REPRODUCCION ASEXUAL

Artroconidios: Son conidios que
se forman de la fragmentacion
de las hifas, se caracterizan por
ser hifas terminales que al
madurar se separan, la forma de
estos conidios es singular, son
de forma cuadrada o}
rectangulares con una pared
gruesa.

Artroconidios de Coccidioides immitis.
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Blastoconidios: Son conidios que
se forman por la gemacion de
una levadura y se le conoce
como pseudomicelio.

Clamidioconidios: Son conidios
gue se crean del engrosamiento
de las hifas, pueden ser
intercalares o terminales, no se
concideran estructuras de
reproduccion, sino de restencia,
este tipo de estructuras se van a
lograr observar cuando el hongo
se desarrolle en condiciones
adversas.

Aleuroconidios: Son conidios
gue se forman directamente de

las hifas, pueden ser
unicelulares
(microaleuroconidios) o]

pluricelulares
(macroaleuroconidios)

Microaleuroconidios de Thicophyton tonsurans (izq.)
Macroaleuroconidios de Microsporum canis (der.)
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Esporangioesporas o]
endoesporas:  Son  conidios
formados dentro de una
membrana o esporangio, cuando
las esporas alcanzan su
madurez, la membrana se
debilita y se rompe.

Esporangioesporas de Mucor sp.

CONIDIOS

Microconidios: Son  conidios
unicelulares y se presentan de
diferentes formas, por lo regular
crean cadenas.

Macroconidios: Son
pruricelulares, polimorfos y de
mayor tamafio que los
microconidios.

Microconidios de Penicillium sp. (izq.)
Macroconidios de Histoplasma capsulatum (der.)

Tabla IV Estructuras de reproduccion asexual imagenes tomadas de Bonifaz A. Micologia Médica
Basica Mc Graw Hill-Interamericana. 2012.

Las levaduras son muy facilmente de distinguir de los hongos filamentosos, la principal
diferencia es que las levaduras tienen un crecimiento cremoso o bacteriforme, muchas de las
especies de hongos levaduriformes no se pueden distinguir a simple de las bacterias.

Dentro de los hongos levaduriformes hay una especie patdégena en particular que sobresale de
las demas especies, Candida albicans es una levadura que esta compuesta por cuerpos
unicelulares ovalados que pueden producir pseudomicelio. Estas bacterias son dimoérficas
porque pueden estar en una fase levaduriforme y una fase filamentosa (clamidioconidios).
Generalmente se reproduce por gemacion.
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Fase filamentosa (clamidioconidios) de Candida
albicans

Do

Fase levaduriforme de Candida albicans

Tabla IV Candida albicans fenémeno de dimorfismo

La estructura de los protozoarios es muy simple ya que son organismos unicelulares, que estan
comprenden una gran cantidad de subphylum, hay dos principales subphylum que tienen mayor
importancia en cavidad bucal y son los subphylum Mastigophora y Sacodina.

Trofozoito de Entamoeba gingivalis, posee
un nucleo y un gran nimero de vacuolas. :

Figura 1 Entamoeba gingivalis
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ORGANISMO MORFOLOGIA ENFERMEDAD EN CAVIDAD
ORAL
HONGOS
Microsporum sp. Macroconidias fusiformes al final de la

Trichophyton sp .

Epidermophyton sp.
Candida albicans

Geotrichum sp.

Criptococus sp.

Coccidiodes immitis
Blastomomyces dermatitidis

Paracoccidiodes brasiliensis

Histoplasma capsulatum

Aspergillus sp.

hifa

Microconidias en forma de racimo de
uvas.

Macroconidias multiseptadas en grupos
Levadura con blastoconidios y produccion
de pseudomicelio

Células rectangulares

Levadura monofasica

Difasico, levaduriforme y micelio septado,
artroconidios

Dimorfico, levaduriforme. micelio septado
y produccidn de blastoconidios

Dimorfico, levaduriforme (multigemante),
micelio septado y produccién de
blastoconidios

Dimorfico, levadurifome y micelio septado
con macroconidias

Oportunista, vesicula, fialides y conidios

Dermatitis labial

Algodoncillo

Infeccion cronica de
amigadalas

infeccion oportunista, ulcera
del paladar, lesiones
granulomatosas en lengua.
Papiloma labial y dlceras,
granulomas.

Ulceras en mucosas oral

Granuloma dental después de
extraccion.

Ulcera de borde indurado en

lengua, apice dental vy
paladar.
Lesion en seno maxilar,
sinusitis, paladar blando,
epiglotis.

Tabla V se muestran los principales organismos eucariéticos y su relacién con patologias de la cavidad bucal.
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Algodoncillo en nifio (Candida albicans),

Algodoncillo en adulto (Candida albicans)
enfermedad frecuene en los nifios.

Asociado a VIH, en los adultos el
algodoncillo no se debe presentar

Esporangioesporas

T Esporangios

Conidios

Hifas no
tabicadas

R ‘
SN N

Micelio vegetativo

Clamidoconidia

Tabique
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MATERIAL Y REACTIVOS
Preparaciones fijas de las siguientes cepas de hongos:

Trichophyton sp  (Micelio y clamidosporas)
Microsporum sp  (Micelio y macroconidias)
Geotrichum sp  (Micelio y artrosporas)

Aspergillus sp  (Micelio, cuerpo fructifero, conidias)
Alternaria sp  (Micelio y macroconidias)

Cepa de Candida sp

Micro cultivo de Penicillium sp
1 tubo con crecimiento de una cepa de hongos por mesa
2 Portaobjetos

1Cubreobjetos

Asa bacteriolégica

1 pinza de curacion

1 mechero

1 gradilla

1 frasco con azul de metileno
1 equipo de Gram

Formol 10%

EQUIPO

Microscopio
Refrigerador

SERVICIOS
Luz, agua, gas.

PROCEDIMIENTO

1. Observar al microscopio con el objetivo de 40X, las preparaciones fijas de hongos.

2. Observacion macroscopica de la morfologia colonial de los tubos con crecimiento de una
cepa de hongos. (Sin abrir)

3. A partir del microcultivo, practicar la tincion simple:

a. Con una pipeta Pasteur, desechar el glicerol y substituirlo por formol al 10%. Dejar
actuar por 1 hora.
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b. Colocar una gota de azul de metileno en el centro de un portaobjeto limpio y
desengrasado.

c. Con unas pinzas, separa el cubreobjetos del microcultivo

d. Colocar el cubreobjeto sobre la gota de colorante y presionar un poco sobre el
cubreobjetos con el fin de eliminar las burbujas de aire. .

e. Observar al microscopio con los objetivos 10X y 40X.

f. A partir del porta objetos, se puede obtener otra preparacion, quitando el medio de
cultivo del porta objetos con una aguja de diseccion.

g. Colocar una gota de colorante en el centro del crecimiento y colocar un cubre objeto
limpio y presionar.

h. Observar al microscopio

Ejemplo de microcultivo
(Foto: cortesia de QFB. Patricia Vidal Millan, QFB. Pablo Juarez de los Santos)

4. Observaciéon de un hongo levaduriforme (Candida sp)

a. Enun porta objeto limpio, colocar una gota de agua con el asa.

b. Cerca del mechero, tomar una asada del cultivo Candida sp. y homogenizar en la
gota de agua, extendiendo procurando hacer un frotis delgado.

c. Dejar secar al aire y fijar al calor, pasando dos o tres veces al portaobjetos por la
flama del mechero.( rpido)

d. Realizar la tincién de Gram.

e. Dejar secar al aire y observar al microscopio con el objetivo de 100X.

RESULTADOS

1. Colocar las imagenes de la morfologia microscopica de los hongos observados,
seflalando cuales son levaduras, tipos de esporas y micelio.

2. Describa la morfologia macroscopica del hongo sefialdndola en la fotografia que
obtenga de los tubos con crecimiento.
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CUESTIONARIO

=

2. ¢ Qué es un microcultivo y para qué se utiliza?

Principal diferencia entre un moho y una levadura

3. ¢Qué es un protozoario y cuales son los de importancia odontoldgica?

4.  ¢Qué es una Tincion simple y cual es su utilidad?

5. Compare entre las bacterias, hongos y parasitos que observé ¢cuales son sus

diferencias?

BIBLIOGRAFIA

1. Liébana Ureia J. Microbiologia oral. 22 ed. Madrid Espafia. Editorial Mc Graw Hill. 2002:
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Barcelona. 1996: 707-733
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5. http://www.cdeea.com/identificacion.htm
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PRACTICA 14
MANEJO DE MATERIAL DE VIDRIO EN EL LABORATORIO

OBJETIVO:

Reconocer y manejar en forma adecuada el material de vidrio del laboratorio por el alumno para
el buen desarrollo de las practicas de bioguimica

FUNDAMENTO TEORICO.

Para la realizacion de las practicas en este laboratorio, es necesario recordar los nombres de los
diversos instrumentos y equipo, asi como también, su funcion, cuidados y modo de empleo, ya
gue dependera de la habilidad, interés y buen uso que del material se haga, los resultados de
las mismas.

El material de vidrio es delicado y requiere de una adecuada utilizacion, ademas del
conocimiento de que para realizar una mezcla de soluciones, se utiliza ya sea un matraz
volumétrico, que también nos sirve para medir una determinada cantidad de solucion, o bien se
puede emplear un matraz Erlenmeyer en caso de requerir ademas de mezclar, contener una
determinada solucién

Cuando se requieran medidas exactas, entonces se podran utilizar tanto pipetas, como
probetas, entre otros.

El manejo de datos exactos en el laboratorio, estd dado por la precision con la que se miden las
diversas sustancias con las que se realizan los procedimientos de laboratorio; la utilizacion del
material de vidrio en forma adecuada permite en gran medida obtener datos confiables.

Los estudios de laboratorio en los que se ven reflejados estos resultados pueden ser: biometria
hematica, quimica sanguinea, concentracion de algunas enzimas séricas, e identificacion de
algunos componentes dentales, entre otros.

Estos instrumentos estan hechos con materiales que soportan determinada presion y
temperatura; por lo que se debe reconocer el material adecuado para realizar cada practica.
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Pipetas. Son cilindros de vidrio de pequefio diametro y con abertura en sus dos extremos. Se
pueden encontrar diversos tipos, dentro de los cuales estan:

Volumeétricas, éstas pueden ser aforadas por vertido, tienen un bulbo y limitan el volumen con
una marca superior, pueden presentar una marca inferior, el extremo inferior termina en punta y
el superior tiene un ensanchamiento con el fin de que los liquidos no alcancen la boca, se
pueden encontrar en diferentes tamafos de acuerdo a su capacidad.

Serologicas. Consisten en un tubo de vidrio de didmetro uniforme marcado a intervalos
regulares. Los intervalos entre las marcas de calibracién dependen del volumen de la pipeta. Se
llenan introduciendo la punta en el liquido y succionando por el otro extremo, con el pipeteador
girando la rueda se logra un manejo preciso en la aspiracion y dispensacion de liquidos con el
dedo y presionando la palanca lateral se logra un rapido dispensado del contenido completo.
También se pueden pipetear por medio de succion de perillas de seguridad, las cuales por
efecto de contraccién, expulsan el aire de la pipeta y al dilatarse succionan el liquido,

Para vaciar las pipetas, se colocan en forma vertical tocando con la punta la pared de la vasija
receptora y se mide el volumen observando la base del menisco de una marca a otra o hasta él
limite requerido. Liquido en la punta, nunca se debe soplar para expulsar.

Buretas.- Es un recipiente de vidrio parecido a la pipeta graduada; puede estar graduada en
cm® 0 en 1/10 de cm®, con una llave de paso y pinza en su parte inferior. Se utiliza para medir en
forma exacta cantidades variables de liquido. Para trabajar con ella primero se debe verificar
gue este perfectamente limpia y seca, colocarla en un soporte universal con unas pinzas para
bureta con la punta hacia abajo y verificar que la llave esta cerrada. Se deben llenar por la parte
superior agregando el liquido mediante un embudo; al igualar a 0 se debe tener cuidado de que
el desagiie de la bureta esté libre de burbujas y las lecturas se deben hacer unos 30 segundos
después de haber extraido el liquido. Al igual que con las pipetas, la lectura se hace siempre
con la parte inferior de menisco.

Matraz Aforado o volumétrico.- Es un recipiente en forma de pera, con base plana cuello
largo, en el cual se encuentra la marca o aforo, de su capacidad, a diferencia de los otros
utensilios volumétricos, no emite sino que contiene el volumen indicado. Los matraces
volumétricos estan calibrados para contener el volumen especificado a una temperatura dada,
generalmente a 20°C. Un buen matraz tendra un cuello estrecho, tapdn esmerilado y una marca
de nivel en el cuello, la cual permita ajustar bien el menisco para aforarlo exactamente. Todas
las lecturas se hacen con la parte inferior del menisco.
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Cuando se prepara una solucion, es importante asegurarse de que los sélidos estén
completamente disueltos antes de aforar el matraz.

Si un matraz aforado se calienta, deja de ser un aparato volumétrico para convertirse
simplemente en un recipiente.

Matraz Erlenmeyer.- A diferencia del matraz volumétrico, este tiene la forma de un cono de
base inferior y punta amplia. Se emplea mucho para hervir liquidos, ya que tiene una superficie
grande de calefaccion en la base, con lo que se logra que la ebullicion sea mas rapida. También
se emplean en titulacion y para preparar soluciones ya que por su forma, facilita la agitacion sin
que se derramen los liquidos tan facilmente.

Probeta.- Es un cilindro de vidrio de un didametro grande, sostenida por una base cilindrica o
hexagonal que puede ser de vidrio o de plastico. Su capacidad esta dada por la ultima
graduacion, puede ser desde 5ml hasta 2000ml a 20°C Nos sirve para hacer mediciones rapidas
con exactitud, sirve para trasvasar liquidos rapidamente. Es graduada para medidas de
volumen, cuya escala esta dividida segun el volumen de la probeta. Para no cometer error de
lectura se colocan en forma vertical y paralela a los ojos del observador.

No se pueden usar en lugar de las pipetas o buretas, puesto que solamente miden el volumen
aproximado.

Tubos de ensayo.- Los tubos de ensayo se utilizan en la practica para diversos tipos de
analisis. No se deben calentar por el fondo, sino cerca de la superficie del liquido y en forma
inclinada para que éste no salga proyectado. Se les puede calentar directamente a la flama,
retirandolos peridodicamente para agitarlos y deberan estar secos por su cara exterior, ya que de
lo contrario se romperian con suma facilidad. Para sostener los tubos se utilizan distintos
materiales, segun el caso: pinzas, gradillas o soportes de pie.

Vaso de precipitado.- Los vasos de precipitado o “beakers conocidos también como vasos de
Berlin”, son los equivalentes en el laboratorio a las ollas en la cocina. Sirven para mdultiples
propdsitos tales como contener, calentar, enfriar, disolver, mezclar, hacer reaccionar, entre
otros. Estos recipientes son muy Utiles y versatiles pero deben protegerse de los golpes
accidentales, su principal causa de deterioro. Aunque tienen una graduacion, su precision es
muy baja; se trata simplemente de vasos de vidrio con borde superior al estilo de jarra para
facilitar el vertido de su contenido. Sus capacidades varian ampliamente desde los 50 hasta 5
000 ml.; son de forma cilindrica.
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TermOometro de Mercurio.- Se utiliza para medir la temperatura de un cuerpo o recinto y
determinan temperaturas comprendidas entre 30 y 300°C, limites impuestos por la temperatura
de solidificacion y punto de ebullicién del mercurio (- 38.8°C/+357 °C). Algunas causas de error
en la medida de la temperatura con termémetros de mercurio:

1) Envejecimiento del vidrio

2) La resistencia que opone el capilar al movimiento del mercurio.
3) Evaporacion del mercurio cuando las temperaturas son altas.
4) La falta de tiempo para que la columna se estabilice.

5) Error debido a una falsa lectura o errores de paralaje.

Mecheros.- La calefaccion es una de las operaciones mas frecuentes en los trabajos
de laboratorio, por lo cual la utilizacion del gas como medio de calefaccidén es el mas
generalizado y comodo.

Existen diversos mecheros como el Bunsen y Fisher. Generalmente son metalicos, la
altura y dimension de los mismos varian desde los pequefios hasta los 18 6 20 cm. De
altura.

El mechero Fisher, se emplea para temperaturas muy elevadas. La temperatura
méaxima de la llama se logra regulando la entrada de aire de manera que sea algo
mayor que la requerida, para producir llama no luminosa es aconsejable usar una rejilla
metalica con tela de asbesto sobre un tripié cuando se calienta directamente un
recipiente.
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MATERIAL Y REACTIVOS

1 pipeta de 0.1 ml
1 pipeta de 1.0 ml
1 pipeta de 5.0 ml
1 pipeta de 10.0 mi

4 tubos de ensayo de 13 x 100
4 tubos de ensayo de 18 x 150

1 gradilla

1 perilla de seguridad

1 vaso de precipitado de 50 mi

1 vaso de precipitado de 100 ml

1 matraz Erlenmeyer de 50 mi

1 matraz de Erlenmeyer de 100 ml

1 probeta de 100 ml

1 matraz aforado de 100 ml

1 embudo de vidrio

1 pinzas para tubo de ensayo

1 bureta de 50 ml

1 soporte universal

1 piseta
Reactivos:

Cloruro de sodio

Solucion Azul de metileno de concentracién 10 mg/ml.

Acido clorhidrico 0.1 M
Hidréxido de sodio 0.1 M
Solucién Fenolftaleina

Agua destilada
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SERVICIOS

Luz, Agua

PROCEDIMIENTO

1.

Pipetear diversas cantidades de agua en los tubos de ensayo, y en la probeta, de
acuerdo a las instrucciones del profesor.

Disolver los solutos segun indique el profesor utilizando pequefas cantidades de
cloruro de sodio, adicionando agua en cantidades diferentes a los diversos matraces
y vasos disponibles. Anote sus resultados.

Realizar una titulacion, utilizando la bureta llena con acido clorhidrico 0.1M colocada
en un soporte universal, adicionandolo gota a gota en un matraz Erlenmeyer que a
su vez contenga 15 ml de hidréxido de sodio 0.1M y 2 gotas de reactivo de
fenolftaleina bajo las instrucciones del profesor.

Realizar un aforo a 100 ml con 2 ml de azul de metileno en un matraz aforado.

RESULTADOS

Reportar los resultados enfatizando las caracteristicas de los diversos materiales
empleados.

Realizar el esquema de la titulacién y reportar la cantidad de acido clorhidrico
utilizado en la titulacion.

Esquematice el aforo del matraz con azul de metileno.

CUESTIONARIO

1.- ¢ Cual es el error de paralaje?

2.- ¢ Qué es una titulacion?

3.- ¢, Cuales son las diferencias entre los matraces y vasos de precipitados?
4.- ¢ Cudl es la forma adecuada para manejar una pipeta? (Haga un dibujo)

5.- ¢ Qué tipo de material se emplea para la fabricacion del material de vidrio
utilizado en el laboratorio?
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PRACTICA 15

MANEJO DEL EQUIPO DE LABORATORIO

OBJETIVO

Identificar las partes y el funcionamiento del equipo de laboratorio para el manejo adecuado y
mantenimiento preventivo, que le permita al alumno realizar sus préacticas de laboratorio.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

Para el desarrollo de la practica es necesario que desarrolles los siguientes conceptos:

» Longitud de onda » Sensibilidad
» Tarar » Exactitud

FUNDAMENTO TEORICO

La presente practica permite al alumno integrar la funcion del laboratorio con los conceptos
tedricos, ya que establece un vinculo de lo formativo a lo operativo, le permite reconocer la
importancia del laboratorio clinico, como apoyo para integrar un diagnostico.

Ademas de ubicar y reconocer los diferentes equipos de laboratorio.

Durante la atencion a los pacientes el uso de auxiliares de diagnostico, tales como los analisis
clinicos de laboratorio juega un papel primordial en el establecimiento del diagndstico, plan de
tratamiento.

En el caso del cirujano dentista para la realizaciéon de procedimientos quirlrgicos es necesario
solicitar biometria hematica o bien determinacion de quimica sanguinea, ambos estudios se
realizan mediante la toma de muestra sanguinea, para posteriormente separar sus contenidos.

Para poder procesar dichas muestras, el laboratorio clinico se basa en los siguientes métodos
de andlisis instrumental:

» Meétodos Opticos de andlisis.

» Métodos electrométricos.
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Dentro del método 6ptico de andlisis podemos mencionar la espectrofotometria.

Espectrofotometro

El espectrofotometro es una fuente luminosa, que permite la cuantificacion de biomoléculas, la
cual se orienta en forma especifica sobre una superficie receptora (celdillas fotoeléctricas), que
puede seleccionar la frecuencia o longitud de onda de dicha luz, ademas, cuenta con una celda
o camara en donde se coloca la muestra a medir (porta muestras) esta muestra tiene un color
determinado que deberd de corresponder a la longitud de onda elegida para su lectura,
siguiendo en forma lineal se encuentra un detector que mide la cantidad de la luz que logra
pasar a traves de la muestra, para ser medida y registrada.

De lo anterior se reconoce entonces una cantidad de luz absorbida (la que se encuentra dentro
de la muestra), y una cantidad de luz transmitida (aquella que logra pasar a través de la
muestra); la cantidad de luz absorbida depende directamente de la concentracién de la
sustancia que vamos a medir o registrar, a esta se le denomina absorbancia, por otra parte la
fraccion de luz que logra cruzar a través de la muestra se le denomina transmitancia.

Lector Digital

-
-
-

Fuente de Luz /’/IO j P A A
\ (:H_i >—\ A 02l

Detector

Monocromador Cubetade |
espectrofotometria

Figura 15.1 Funcionamiento del espectrofotometro
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Para que sea posible medir entonces una sustancia, se requiere de una coloracion especifica,
ya coloreada dicha solucion deberd de cumplir con una ley denominada de “Lambert y Beer”,
en la cual se refiere que: “La cantidad de luz absorbida por una sustancia es directamente
proporcional a la concentracién del compuesto colorido de dicha sustancia”

El espectrofotémetro tiene dos escalas de medicion una para la absorbancia y otra para la
transmitancia, la caracteristica de la escala de la transmitancia es que siempre serd menor al

valor de 100, en el caso de los analdgicos, ya que los espectrofotometros digitales dan el
resultado directo.

Pantalla digital

Celda

Figura 15.2 Partes del espectrofotometro
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POTENCIOMETRO

Otro método de analisis son los electrométricos ejemplo de ello la potenciometria para el cual se
emplea el potenciémetro, que es un aparato para medir la fuerza eléctrica de las substancias,
dada por la difusién de los iones hidrégeno, al portar carga eléctrica dichos iones reciben el
nombre de hidrogeniones.

Las partes del potenciometro se reconocen facilmente tiene un brazo moévil que porta dos tubos,
uno de los tubos presenta su terminacion con un bulbo sellado y en su interior contiene una
solucion acida estable, sensible a los cambios de hidrogeniones que transmite su carga a través
de un alambre de platino.

El otro tubo tiene una terminacién porosa que se pondra en contacto con la solucién a medir, y
en el interior se encuentra un bulbo de mercurio con una pasta de calomel, que también
transmite los cambios de cargas eléctricas a través de un hilo de platino que se encuentra
sumergido en una solucién de cloruro de potasio.

Al sumergir ambos electrodos en una solucion problema se establece un circuito eléctrico que
capta la movilizacién de hidrogeniones de la solucion problema, a través del electrodo poroso,
transformando la energia quimica en energia eléctrica para poder medir dicha energia en una
celda eléctrica y registrar el resultado.

Con el potenciometro podemos medir el pH de la saliva, del sudor, de la sangre, la orina, asi
como también de los medicamentos y poder entender mas facilmente su aplicacién clinica o
bien estados patoldgicos que alteran a las funciones organicas con los cambios de pH.

-

Figura 15.3 Potenciémetro
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CENTRIFUGA CLINICA

Asi mismo en el analisis clinico de laboratorio se emplea la Centrifuga clinica, utilizada para la
separacion de sustancias de diferentes densidades por medio de una fuerza giratoria llamada
fuerza centrifuga la cual imprime a la mezcla un movimiento de rotacién que origina una fuerza,
produciendo la sedimentacién de los sélidos es decir los de mayor densidad por ejemplo la
sangre.

Se emplea la velocidad centrifuga que aunada al peso de cada sustancia que se coloca dentro
de ella, sirve para separar sus componentes dada la aceleracion provista por un motor y medida
en un vastago central en la parte superior de la centrifuga.

Para su utilizaciébn es necesario recordar que el peso de las suspensiones a centrifugar se
incrementa hasta en 716 veces, por lo que es sumamente peligroso su manejo en forma
inadecuada.

Por lo menos se debera de recordar que para introducir las soluciones a centrifugar debe
observar lo siguiente:

a) Introducir las suspensiones en un tubo de ensayo que a su vez deberd de
colocarse dentro de una camisa metdlica, siempre serd en pares y colocando dichas
camisas en polos opuestos.

b) Se deberan de tarar las camisas ya con los tubos dentro de ellas, utilizando una
balanza granataria de dos platillos para que queden perfectamente equilibrados. Puede
utilizar agua como equilibrante.

C) Se debera de colocar en el fondo una base de algodon o de hule para impedir la
fractura de los tubos.
d) Nunca abrir la tapa cuando esté en funcién el motor.

Figura 15.4 Centrifuga clinica
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BALANZA ANALITICA

Finalmente para llevar a cabo los andlisis clinicos es necesario cuantificar la cantidad de masa
por lo que se requiere el uso de la balanza analitica.

Este equipo nos permite pesar cantidades minimas de sustancias, que pueden ser de gramos,
decigramos, centigramos, miligramos y diezmilésima de gramo. Constan de un sistema de
amortiguadores que son sumamente sensibles, las mas actuales ya son digitales y facilita el
trabajo.

Dentro de los cuidados que debemos de tener para su manejo estan:

a) Mantenerla libre de polvo.

b) Debe de estar colocada sobre una base que evitara la vibracion.

c) Se debe de verificar que esté nivelada antes de pesar.

d) Se debe de evitar el error de paralaje al momento de nivelar y de la lectura del peso.
e) No pesar sustancias corrosivas o volatiles

Figura 15.5 Balanza analitica
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MATERIAL Y REACTIVOS

Material:

6 Tubos de ensayo 18X150
4 Tubos de ensayo de 13X100

Pisetas

1 Pipeta de 5 ml

Celdas para espectrofotometro

Reactivos:

e Carbonato de calcio (CaCos3)

e Solucion de Azul de metileno de concentracion 10mg/ml

e Solucion buffer para calibrar potenciometro (pH 7, pH10)

e Solucion problema (saliva)

EQUIPO

Balanza granataria de dos platillos

Centrifuga clinica
Espectrofotbmetro

Potenciometro

SERVICIOS

Luz y agua
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PROCEDIMIENTO
ESPECTROFOTOMETRO

Construir una curva de calibracion, mediante la utilizacion del espectrofotometro de la
siguiente manera:

% Seleccionar la longitud de onda a 450 nm. Calibrar el espectrofotdmetro, colocando en
la celda el tubo 1 (blanco) a 100 % de transmitancia y 0 % de absorbancia.

% Pipetear en cada tubo de ensayo lo siguiente:

Tubo N° agua (ml) azul de metileno (ml)

1 5.0 — —— -
2 4.5 0.5
3 4.0 1.0
4 3.5 15
5 3.0 2.0
6 2.5 2.5

* Realizar la lectura de la absorbancia de cada uno de los tubos vaciando el contenido de
cada uno de ellos en orden creciente en la celda del espectrofotometro.

% Anotar los resultados y construir la grafica en un sistema cartesiano (ver ANEXO 3)
POTENCIOMETRO
% Calibrar el potenciémetro bajo la asesoria del profesor.

% Medir el pH de saliva 6 de una solucion problema.

% Anotar los resultados.

CENTRIFUGA CLINICA

% Hacer una suspension con los 10mg de carbonato de calcio pesados en la balanza
analitica mas 10ml de agua.

% Adicionar dicha suspension en 4 tubos 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 ml respectivamente.

% Tarar los tubos para preparar e introducir a la centrifuga.
% Centrifugar a 2000 revoluciones por minuto (RPM), durante 3 minutos.

% Apagar la centrifuga, sacar los tubos y observar el resultado.
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RESULTADOS

Anotar cada uno de los resultados obtenidos en el desarrollo de la practica y discutirlos con sus
comparieros de equipo y profesor.

CUESTIONARIO

¢A qué se refiere la Ley de Lambert y Beer?
¢A qué se llama curva de calibracion 6 patron?
¢ Como se hace una solucion patron?
Escriba dos ejemplos de condiciones que modifican el pH del cuerpo humano.
. ¢Cuadles son los diferentes pH de: saliva, bilis, sangre arterial, sangre venosa, jugo
gastrico?

arwnE
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PRACTICA 16

CAPACIDAD AMORTIGUADORA DE LA SALIVA
OBJETIVO

Identificar la capacidad amortiguadora de la saliva y analizar el papel que juega en la produccion
de caries.

FUNDAMENTO TEORICO

Las soluciones amortiguadoras (buffer) en los organismos se distribuyen en  diversos
compartimentos. En el extracelular se concentran la mayoria, dado que debe mantener el pH
estable, lo que facilitara el equilibrio del pH, intracelular. Dicho equilibrio se denomina
HOMEOSTASIS, para mantenerla, el organismo utiliza soluciones de carbonatos, fosfatos y
proteinas, en lo que se refiere a la sangre, saliva, sudor y otras secreciones.

En esta practica se estudia la capacidad amortiguadora en saliva debido a su relacién con el
ambito profesional.

Se debe recordar ademas que las soluciones amortiguadoras citadas existen en los sistemas
pulmonar y renal siendo este ultimo de mayor importancia.

De acuerdo a la teoria de la caries de mayor difusion y aceptacion, los alimentos ricos en
sacarosa, favorecen la produccion de la enfermedad dentocariosa, asi como también, la mala
higiene y/o técnicas de aseo bucal defectuosas, que no eliminan adecuadamente la fuente
alimenticia de las bacterias cariogénicas.

La saliva es el primer mecanismo inespecifico de defensa de la cavidad bucal, ademas posee un
sistema de regulacion para evitar los cambios bruscos de pH. Este sistema es mas evidente en
los procesos de masticacion, que cuando no existe estimulacion, sea olfatoria, visual o gustativa.

La saliva estimulada por sus componentes es un sistema amortiguador muy efectivo, dicho
sistema de proteccion, puede alterarse cuando se afecta el estado de hidratacion del individuo
(falta de consumo de agua, diarrea, fiebre, entre otros), o bien cuando se esta realizando algun
estudio y las condiciones de recoleccidon y manutencion salival no son las adecuadas.

Diversos estudios reportan que los individuos con mayor capacidad amortiguadora en saliva,
sSon menos propensos a la caries.
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Las caracteristicas fisicoquimicas de la saliva basal y estimulada son diferentes de acuerdo a su
composicion bioquimica, por ejemplo, la saliva basal contiene mayor cantidad de carbohidratos
gue la saliva estimulada, en tanto ésta Ultima presenta abundantes proteinas y mayor cantidad
de agua.

La saliva basal se produce principalmente en las glandulas submandibulares y sublinguales, en
tanto que la estimulada en las paroétidas.

El flujo salival es mayor durante la fase de estimulacion cerebral, al igual que algunos de sus
componentes.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

e Define pH
e Importancia del pH en el proceso carioso
e En que pH se desarrollan las bacterias cariogénicas

MATERIAL
1 Probeta de 50 ml
2 Vasos de precipitado de 50 mi
1 Bureta de 50 ml
1 Soporte universal con pinzas
1 Tira de parafina o un trozo de cera toda estacion

1 Agitador de vidrio

REACTIVOS

1. Acido clorhidrico 0.05N

2. Solucién buffer pH 7 o disponible
EQUIPO

Potenciometro
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SERVICIOS
Luz y agua

PROCEDIMIENTO

e Al inicio de la préactica un (a) alumno (a), de cada equipo colectara saliva en un vaso de
precipitado de 50 ml durante 15 minutos.

e En una bureta, medird exactamente la cantidad producida y anotard el volumen total,
vertiéndola nuevamente en el vaso de precipitado. (saliva basal)

e El mismo donador de saliva, repetira la recoleccion, pero masticando ahora un trozo de cera
0 una tira de parafina. Durante 15 minutos, midiendo y registrando el volumen recolectado.
(saliva estimulada)

Primero, el profesor ajustara y calibrara el potenciémetro
Medira el pH inicial de cada una de las salivas
Realizard una titulacion de volimenes equivalentes con cada una de las salivas recolectadas.

e Para la titulacion, los alumnos adicionaran 1 ml de &cido clorhidrico 0.05N a la saliva basal
recolectada, agitdndola con agitador de vidrio.

e Medir el pH resultante previo enjuague del electrodo con agua destilada; repetiran este paso
hasta llegar a un pH de 3.0.

e Alllegar al pH de 3.0 anotaran el volumen total del acido utilizado.

Pipetear la misma cantidad de saliva estimulada que de saliva basal recolectada; por ejemplo:
si de saliva basal se obtuvo 7 ml y de saliva estimulada 25 ml solo pipeteara 7 ml.

Repetiran el procedimiento a partir de la adicion del &cido clorhidrico, previo enjuague del
electrodo con agua destilada.

Nuevamente anotaran el volumen de acido clorhidrico utilizado para llegar al pH de 3.0.

e Levantaran el IHOS y CPO de los alumnos donadores de saliva, participantes en el grupo
anotaran los resultados, y compararan los resultados de la capacidad amortiguadora y su
relacion con el proceso carioso.

e Calcular el volumen de saliva producido por minuto, por hora y por dia de cada una de las
muestras de saliva obtenidas para la practica.
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RESULTADOS

Anotar los resultados en un cuadro comparativo entre saliva basal y estimulada de todo el
grupo, resaltando los resultados de CPO e IHOS.

pH Acido clorhidrico

Equipo incial (ml)

pH final CPO IHOS

1 Saliva basal

(ml)

Saliva estimulada (ml)

2 Saliva basal
(mi)

Saliva estimulada (ml)

3 Saliva basal
(ml)

Saliva estimulada (ml)

4 Saliva basal
(ml)

Saliva estimulada (ml)

5 Saliva basal
(ml)

Saliva estimulada (ml)

6 Saliva basal
(ml)

Saliva estimulada (ml)

Analizar y concluir que paciente es mas susceptible a caries, respecto la capacidad
amortiguadora de su saliva

Comparar el resultado del volumen de saliva obtenido por dia con el reportado en la literatura y
efectuar un andlisis, relacionandolo con el proceso de caries.

CUESTIONARIO

¢, Qué es una solucién amortiguadora?
¢ Cudles son los rangos del pH “normal” de la saliva basal y estimulada?

¢, Qué componentes de la saliva son los que producen el efecto amortiguador?
Escribe otros ejemplos de sistemas amortiguadores en el organismo.

Pw dMPE

Escribe otras condiciones que alteren el pH del organismo ademéas de las citadas.
¢, Cual es la relacion directa de caries y capacidad amortiguadora de la saliva

oo
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PRACTICA 17

RETENCION DE AZUCARES REDUCTORES EN LA BOCA

OBJETIVO

Comprobar la retencion de azlcares reductores en la cavidad bucal mediante la utilizacion del
reactivo de Benedict y relacionarlo con la salud bucal del paciente y el proceso carioso.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

Que entiende por azucares reductores
Qué importancia tienen los azucares reductores en el proceso carioso

Como es el metabolismo de los azucares reductores

FUNDAMENTO TEORICO

La retencidon de azucares en la cavidad bucal, es sin duda alguna un factor de riesgo para caries
dental, ya que provee a los microorganismos el sustrato idoneo para la sintesis de acidos que
desmineralizan los tejidos dentales. En esta practica, se pondra de manifiesto la retencion de
azucares en cavidad bucal, por medio de la utilizacién de la solucion alcalina de Benedict.

La glucosa es el azucar reductor mas abundante en el organismo. Su concentracién en
la sangre esta sometida a un cuidadoso mecanismo de regulacion en individuos sanos y, en
personas que padecen diabetes, aumenta sustancialmente.

El impacto de los azlcares reductores en el humano al glucosilar a las proteinas, puede ser
nocivo a la salud.

Se llaman azlcares reductores a todos aquellos que presentan grupos aldehidos o cetdnicos
libres y pueden ser determinados por medio de la utilizacion de iones cupricos en soluciones
alcalinas.

Al hacer reaccionar con el hidroxido de cobre son oxidadas hasta acidos, manteniéndose el
mismo numero de atomos de carbono en la molécula (reaccion 1). Mientras que las cetosas
quedan divididas en acidos con cadenas de carbono mas cortas (reaccion 2).
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El aumento del nimero de grupos reductores presentes en el azucar, aumentan la velocidad y el
grado de oxidacion.

De hecho la intolerancia a la lactosa corresponde a un problema de elevacién de azlcares
reductores, generando diversas molestias intestinales, como diarrea y meteorismo.

ALDOSA
D — GLUCOSA ACIDO GLUCONICO
H-C=0 COOH
| |
H-C-OH H-C-OH
| (2+) (1+) |
HO-C-H | HO-C-H

| medio |
H-C-OH +2Cu (OH), > 2H, 0+ Cu, O+ H-C-OH

| alcalino l |
H-C-0OH color H-C-0OH
| rojo |
H- C|: —OH H- |C —OH
H H
Reaccion 1

La presencia de carbohidratos entre ellas glucosa en cavidad bucal, favorece el metabolismo
microbiano, ya que nos sirve como sustrato para su alimentacion y para la produccion de
compuestos de gran importancia que pueden tener relacion con enfermedades bucales.
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Este grupo aldehido es oxidado facilmente a acido carboxilico en pH neutro por enzimas y
agentes oxidantes moderados. Esta propiedad se utiliza para detectar y cuantificar
monosacaridos, especialmente la glucosa en fluidos biol6gicos como la sangre, la orina y en
este caso identificarse en saliva.

El acido monocarboxilico que se forma, se conoce como un &cido aldehido (p.e el acido
glucémico de la sangre).

CETOSAS Reaccién 2

D — FRUCTOSA CH,OH (CHOH), COOH H
+
C H,OH CH,OHCOOH" Ac. glicdlico
| .
H-C - OH
| @ CH,OH (CHOH) ;COOH
H—C—OH +8Cu(OH)2 medio .
| Alcalino -
HO-C-H HCOOH Acido férmico

cwo l

| 4 CU,O - (14)
,H—-C-OH + 8 H,0

Estas reacciones son importantes como una prueba cualitativa muy Gtil para establecer la
presencia o ausencia de azucares reductores mediante la estandarizacién cuidadosa de la

técnica.
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La prueba de Benedict es una reacciones de oxidacion, que nos ayuda al reconocimiento de azlcares
reductores, es decir, aquellos compuestos que presentan su OH anomérico libre, como por ejemplo la
glucosa, lactosa o maltosa o celobiosa, en la reaccidbn de Benedict, se puede reducir el Cu2+ que
presenta un color azul, en un medio alcalino, el_ién cuprico (otorgado por el sulfato clprico) es capaz de
reducirse por efecto del grupo_aldehido del azticar (CHO) a su forma de Cu*. Este nuevo ion se observa
como un precipitado rojo ladrillo correspondiente al 6xido cuproso (Cu,O), que precipita de la solucion
alcalina con un color rojo-naranja, a este precipitado se lo considera como la evidencia de que existe un
azucar reductor.

MATERIAL Y REACTIVOS:
Material:
8 Tubos de ensaye 18 X 150
1 Vaso de precipitado de 50ml
1 Pipeta de 10 ml

Masking tape

Reactivos:
1. Solucién de azucar (glucosa, fructosa o galactosa).

2. Solucion cualitativa de Benedict


http://es.wikipedia.org/wiki/Ion
http://es.wikipedia.org/wiki/Aldeh%C3%ADdo
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EQUIPO
Bafio maria o (Plancha de calentamiento y bazo de precipitado de 1000ml)

Vortex

SERVICIOS

Agua, luz.

PROCEDIMIENTO

Etiquetar por lo menos 5 tubos de ensaye con masking tape en la porcion mas superior de cada
uno, colocando el equipo y el nimero de tubo. Una vez etiquetados, se le adicionaran 5 ml de
Solucién de Benedict.

Un alumno integrante del equipo procederd a enjuagarse la boca con 10ml. de solucion de
azucar durante un lapso de 20 segundos y el momento en que la solucidn sea expulsada de la
boca, se tomara como tiempo 0 (cero).

De manera inmediata, se colocard una muestra de saliva directa de la boca en el primer tubo,
se agita en el Vortex, posterior a esto se calienta a durante 5 minutos a bafio Maria.

A intervalos sucesivos de tres minutos, el mismo donador colectara saliva directa de la boca,
colocandola en los siguientes tubos, que de igual forma, deberan ser agitados con el Vortex y
calentados durante 5 minutos en bafio Maria.

Una vez transcurridos los 5 minutos, se retiran del bafio Maria y se observan.

La presencia de azUcar se determina por el cambio de color, que puede adquirir desde un tono
rojizo, naranja, amarillo y verde, dependiendo de la cantidad de azlcares presente en el
momento de la reaccion.

La prueba se detiene cuando habiendo transcurrido los 5 minutos en bafio Maria, no exista
cambio de color, quedando en el mismo tono azul del reactivo de Benedict.

Nota: Durante el experimento no debera tomarse agua.
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RESULTADOS

El tiempo final se establece cuando no haya cambio de coloracion en la relacion. Registre el
tiempo requerido para la desaparicion de azucares de la saliva.

Es necesario levantar los indices CPOD e IHOS del donador de la muestra de saliva para
relacionar los resultados de la practica con la posibilidad de tener un factor de riesgo para caries
dental.

CUESTIONARIO

Resolver el siguiente cuestionario
1.- Escriba tres alimentos que contengan azucares reductores.
2.-Mencione si los disacaridos pueden ser azlucares reductores y ¢,por qué?

3.-Explique como influyen las técnicas de cepillado dental y enjuagues bucales en la retencién
de azucares reductores de cavidad bucal.

4.- Escriba qué importancia tiene con relacién al proceso carioso la presencia de azUcares en
cavidad bucal.

5.- Cual es la relacion de los azUcares reductores con la reaccion de Maillard
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PRACTICA 18

IDENTIFICACION DE AMINOACIDOS CONSTITUYENTES DE LA COLAGENA
OBJETIVO

Identificar algunos aminoacidos que constituyen a la colagena, destacando las funciones
gue esta cumple en cavidad bucal.

CONCEPTOS PREVIOS

Para llevar a cabo la practica satisfactoriamente el alumno debera tener conocimientos
basicos sobre: Aminoacidos, proteinas y sus estructuras. Metddos de separacion de
proteinas

FUNDAMENTO TEORICO

La colagena es una proteina compleja de tipo fibroso, en su composicion de
aminoacidos, el principal de ellos es la glicina, ya que se encuentra en cada tercer
aminodacido. Ademas, posee dos aminoacidos que no se encuentran en otras proteinas;
hidroxiprolina e hidroxilisina, la composicion de la colagena varia de acuerdo al tipo y
funcion de la misma.

Los aminoacidos son las unidades estructurales de las proteinas, se unen mediante
enlaces peptidicos, ademas, se pueden observar a otros aminoacidos no constituyentes
de proteinas. Las proteinas son biomoléculas, con diversas funciones, que van desde la
conformacion de las membranas celulares a la enzimatica, la funcién biol6gica
dependera de su estructura.

La colagena es una proteina que estad constituida en su tercera parte por glicina y se
encuentra distribuida en todo el tejido conectivo del organismo. Se han llegado a
identificar y describir mas de 20 tipos diferentes siendo los tipos I, II, lll, IV y V los mas
conocidos.

La colagena es un componente principal de la matriz extracelular de la mayoria de los
tejidos su estructura basica esta dada en grupos repetidos de tres aminoacidos (Glicina-
X-Y). En donde X y Y con mayor frecuencia es prolina, hidroxiprolina, y en menor
frecuencia lisina e hidroxilisina. Existen 19 tipos de colagena con caracteristicas
estructurales basadas en su composicion molecular y presentes en diversos tejidos. La
colagena Tipo I, V y Xl se encuentra en el ligamento parodontal y camara pulpar; en la
dentina se localiza la colagena tipo I.
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Por otra parte, la colagena es un reservorio de cationes, aniones y pequefias moléculas.
Se ha utilizado como un andamio en ingenieria de tejidos, debido a que el
entrecruzamiento y superposicion de sus fibras da lugar a espacios denominados zonas
hole, los cuales permiten el depdsito, crecimiento y maduracion de precursores
minerales en la formacién de tejidos mineralizados.

Al hidrolizar a la colagena se obtienen sus aminoécidos, mismos que identificaremos
mediante la utilizacion de un método de separacién selectiva por medio de sus pesos
especificos, dicho método consiste en la utilizacion de una placa con gelatina formada
con silice, en esta placa mediante adsorcion los diferentes aminoacidos correran hacia la
parte superior, utilizando como vehiculo una solucién de acido acético, butanol y agua; a
este método se le conoce como cromatografia de capa fina. La cual tiene dos fases, una
fija que se da en la parte sélida y una movil que se realiza dentro de una camara de
cromatografia, en donde se impregna la placa con los solventes citados anteriormente,
dichos solventes de acuerdo a la polaridad de los aminoacidos los transportaran y cada
aminodcido se detendra de acuerdo a su peso molecular.

A la distancia especifica que recorre cada aminoacido u otro compuesto se le
denomina Rf, este valor se calculara utilizando la siguiente formula:

Distancia del origen al centro de la mancha.(mm)

Distancia del origen al frente de disolvente.(mm)

Existen otros tipos de cromatografia para la identificacion de sustancias, de mayor y
menor exactitud, complejidad y metodologia.

Tales estudios en la clinica se emplean por ejemplo: para la deteccion de farmacos en
sangre (antidoping), para separar solutos de liquidos, (separacion de proteinas del
suero), determinacion de la pureza de sustancias o0 bien determinacién de la
composicién de materiales.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD

MANUALDE LABORATORIO DEL MODULO BIOLOGIA
BUCAL Y BASES FARMACOLOGICAS

Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Pagina
SGC-FESZ-CD-MLO08 22/Enero/2020 0 134/185

MATERIAL
1 Lamina para cromatografia (cromatograma) 10X8 cm.

1 Regla (debera traerla el equipo).
6 vasos de precipitados de 50 mL. por grupo
6 capilares
Parafilm
REACTIVOS

Soluciones de aminoacidos
Solucién problema
Solvente

Ninhidrina

EQUIPO

Camara de cromatografia
Estufa

SERVICIOS

Luz y Agua

PROCEDIMIENTO

1. Con un lapiz, marcar a una distancia de 2 cm del borde de la placa, una linea, muy
suavemente y sin tocarla con los dedos u otro material.

2. Dividir dicha linea en 6 puntos equidistantes.

3. Colocar 1 gota de cada muestra (aminoacidos de referencia o muestra problema), dejar
secar la gota adicionada y aplicar otra gota, es necesario repetir este proceso hasta
completar 3 gotas en cada punto. Es indispensable anotar en su libreta, el sitio en que se
coloco cada muestra.

4. Una vez terminado el procedimiento anterior, introducir los cromatogramas (placas) en la
camara de impregnacion que contiene la mezcla de solventes (agua, butanol y acido
aceético). Para distinguir las placas, es necesario marcarlas en extremo superior derecho
con el nombre del equipo.

5. Sellar la camara y permitir la migracion de los solventes, por lo menos hasta que cubran
las 2/3 partes de la placa (1 hora).
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Transcurrido el tiempo y/o distancia, extraer la placa y marcar hasta donde haya llegado
el frente de la mezcla de solventes.

Secar la placa en estufa.

Colocar la placa en una camara de extraccibn o en una zona bien ventilada.
Posteriormente, rociar en toda la placa la Ninhidrina (este reactivo es muy toxico).

Secar nuevamente la placa en la estufa. Apareceran unas manchas, debe circularlas,
marcar el centro de cada una, identificar el color y anotarlo. Ademas, medira la distancia
del centro de la mancha hasta el punto en donde coloco inicialmente los aminoacidos vy el
problema, anotando el resultado en mm.

10.Calcular el Rf de cada mancha, anotando el nombre del aminoacido correspondiente, en
el caso del problema puede aparecer mas de una mancha, por lo que debera de anotar
los aminoacidos reconocidos mediante este método.

© ©oN o

RESULTADOS

Anotar los resultados obtenidos en el cromatograma, especificando los aminoacidos
contenidos en la solucion problema.

CUESTIONARIO

¢ Cudles son las funciones de la colagena en el organismo?

¢, Cuales otros tipos de cromatografia existen?

¢ En qué sitios de la cavidad bucal existe colagena?

Escribe 3 ejemplos mas de los tipos de colagena y su localizacion.

¢ Cudles son las funciones de la colagena en los tejidos dentarios?

¢, Cual es la diferencia entre hidrélisis y desnaturalizacion?

. Mencione las consecuencias clinicas en cavidad oral de un error en la sintesis de
colagena.

NogkkwpE
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PRACTICA 19

ACTIVIDAD DE LA AMILASA SALIVAL
OBJETIVO

Identificar la actividad enzimatica de la amilasa salival sometiéndola a diferentes pH
para analizar su importancia en el proceso digestivo.

CONOCIMIENTOS PREVIOS
Concepto de enzima,

Factores que modifican la actividad enzimatica

FUNDAMENTO TEORICO

La saliva es un fluido biolégico de gran importancia, ya que, ademas de mantener la
homeostasis en la cavidad oral, es un medio perfecto para monitorear la salud en general, es
secretada por las glandulas salivales menores y mayores debido a que esta compuesta de una
variedad de proteinas, enzimas, hormonas, anticuerpos, constituyentes antimicrobianos y
citocinas, muchos de los cuales pasan de la sangre a la saliva, a través de sistemas de
transporte intra y extracelular.

Dentro del contenido proteico de la saliva, el componente de mayor concentracion es la a-
amilasa, secretada por las glandulas salivales ademas de otra amilasa secretada en el pancreas
y, ambas de caracter enzimatico. La variabilidad en la concentracién o actividad de la a-amilasa
salival o la pancreética permite detectar anomalias en los 6rganos que la producen.

La a-amilasa encontrada en la saliva humana (AASH) es la suma de la secretada por las
glandulas salivales y de la secretada por el pancreas la cual, por mecanismos de transporte
celular, entra a formar parte de la saliva. Para fines didacticos de la practica se considerara la
amilasa producida por las glandulas salivales

La AASH tiene multiples funciones biolégicas: como enzima cumple un papel importante en la
digestion inicial de almidon, el glucogeno y otros polisacaridos, porque cataliza la hidrdlisis de
los enlaces a-1,4-glucosidicos, lo cual resulta en la configuracion a-anémerica de los
oligosacaridos. Al ser la proteina de mayor abundancia en la saliva, hace parte de la pelicula
adquirida y de la placa dentobacteriana; adicionalmente, se une con alta afinidad a un selecto
grupo de estreptococos orales.
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Se ha encontrado que su concentracion se eleva, lo cual refleja un aumento en la actividad del
sistema nervioso simpatico, por lo cual se ha propuesto como un biomarcador sensible a
cambios en el organismo humano que estan relacionados con el dolor y estrés.

La actividad enzimética se modifica por las variaciones de temperatura, concentraciones de
sustrato y modificaciones en el pH, en el caso de la cavidad bucal, estos factores se hacen
evidentes con los cambios de dieta (se modifica el pH), con el tipo de respiracion (el respirador
bucal modifica la temperatura oral), o bien una deficiente técnica de cepillado (incremento del
sustrato), por lo que sera necesario evidenciar como afecta a la actividad enzimatica la
modificacion de alguno de estos factores.

La enzima a-amilasa salival humana (ASH), es una de las enzimas clave de tipo hidrolasa y la
mas abundante en la saliva humana. Inicia la digestion de carbohidratos complejos en la cavidad
bucal, es responsable de romper los enlaces glucosidicos en el almidén tales como, la amilosa y
amelopectina (eritrodextrina y acrodextrina), hasta llegar a maltosa.

Para determinar la degradacion del almidon en laboratorio, es necesario hacer evidente dicha
hidrélisis, por lo que se realizara una reaccién colorida utilizando lugol, ya que el almidén al
reaccionar con el yodo produce un color morado 6 azul oscuro.

La hidrolisis que realiza la amilasa salival, se vera afectada por las diversas soluciones de pH
(soluciones buffer). De acuerdo con la teoria, las proteinas se desnaturalizan o hidrolizan
cuando son sometidas a cambios de pH, por lo que la velocidad de accion es diferente para
cada pH utilizado.

A la velocidad de funcién de cada enzima se conoce como indice de actividad enzimatica
(IAE). dicha velocidad se calcula mediante la siguiente formula:

IAE= 1/t x 100

Donde t es el tiempo correspondiente que tarda la amilasa en degradar totalmente el almidon
hasta la maltosa, y en la practica se demuestra llegando al punto acrémico, este punto se
reconoce cuando al adicionar la solucion de almidon +buffer + saliva diluida, ya no hay cambio
de color con el lugol.
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Ejemplo
Hora de inicio de reaccion (al
agregar lugol): tiempo 0
Se adicion6 cada x tiempo
Se convierten los 3 min a segundos Tiempo transcurrido de inicio
| -z
1 (3 x 60seg =180seg) de r,ea_cuon a_punto
acromico: 3min, 30 segundos
A 180 seg se suman los 30 seg
restantes del tiempo transcurrido 1
IAE= ----- *100

Imagen 1: Cortesia C.D.E Virginia Rocha

MATERIAL

3 Placas de porcelana

9 tubos de ensaye 20 x 150
1 gradilla

3 pipetas Pasteur

1 pipeta de 10 mL por equipo
1 pipeta de 1 mL por equipo

8 matraces de 100 mL por grupo

8 pipetas de 5 mL por grupo

210 seg

Se divide 1 entre los segundos totales
(210)=0.0047 y este resultado se
multiplica por 100 dando como resultado
IAE en pH 5=0.47 seqg
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REACTIVOS

Solucién de almidén al 0.9%

Reactivo de lugol
Soluciones buffer de pH 3, 5, 6,6.5, 7, 8, y 10

Muestra de saliva diluida 1:10

SERVICIOS
Luz y Agua

PROCEDIMIENTO

1 Un integrante de cada equipo adicionara 1 ml de saliva en 1 tubo de ensaye cada
uno, el primero debe diluir su saliva adicionando 9 ml mas de agua destilada,
etiquetando el tubo (1:10) y mantendra su temperatura aproximadamente en 37° C,
en su mano.

2 Mientras, otro integrante etiquetard los tubos de ensaye con los pH
correspondientes de 3, 5, 6, 6.5, 7, 8 y 10 y a los que adicionard 3.0 ml de cada
solucion buffer.

3. A cada tubo de solucion buffer se le adicionan 2 ml de solucién de almidén al 0.9%.

Se deben mantener los tubos a la temperatura de 37° C aproximadamente, sea en
bafio maria o calor corporal.

5 Preparar una placa de porcelana para cada saliva, adicionando 2 gotas de reactivo
lugol.

6. Adicionar 1 ml de la saliva diluida a la solucién buffer a medir, inmediatamente se
mezcla con la pipeta Pasteur y se adicionan 2 gotas en una de las cavidades de la
placa de porcelana, tomandose como tiempo inicial (0), se adicionara con intervalos
de 30" a cada cavidad de la placa en orden secuencial, hasta llegar al punto
acromico, anotando el tiempo total para cada solucion.

*Los pH de 5, 6, 6.5y 7 se realizaran cada 30” pH 5y 8 cada minuto y los de 3, y 10 Cada
3 minutos.
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RESULTADOS

El color azul, indica la presencia de almidén y la actividad de la enzima, se observa con
los cambios de coloracion que se dan a lo largo del tiempo, al agregar en cada
intervalo, la muestra de saliva hasta llegar al punto acrémico ( color amarillo del lugol).

Calcular el IAE de acuerdo a la formula y graficar en ejes cartesianos, ( ver ANEXO 3) anotando
el pH 6ptimo para cada saliva medida y haciendo un cuadro comparativo de todo el grupo.
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PRACTICA 20

ANALISIS CUANTITATIVO DE PROTEINAS EN DIENTE
OBJETIVO

Analizar los componentes organicos de diente a través del método de Folin-
Ciocalteu para comprobar la presencia de proteinas.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

Sistema de unidades, conversiones y sistema cartesiano

Porcentaje de componentes organicos en cada estructura dentaria
Porcentaje de componentes inorganicos en cada estructura dentaria
Porcentaje de proteinas en esmalte y dentina

Tipo de proteinas presentes en cada estructura dentaria y su funcién

FUNDAMENTO TEORICO

El 6rgano dentario tiene estructuras constituidas por material organico e
inorganico, en diversas proporciones y cada uno de estos varia dependiendo de la
estructura, por ejemplo: el esmalte contiene un 99% de material inorganico y 1%
de material inorganico, en tanto que la dentina y el cemento, poseen del 70 al
80% e material inorganico y 20 al 30 % de material organico y la pulpa posee un
predominio de material organico.

La funcion de la materia organica es basica, ya que es el molde estructural para la
formacion del diente, es necesario entonces conocer su composicion, su funcién y
como participa en la formacion del 6rgano dentario.

La composicion de los érganos dentarios en cada individuo varia por diversos
factores tales como: sus caracteristicas genéticas, nutricionales, edad, y raza,
entre otros, incluso cada 6rgano dentario presenta variaciones de uno a otro, por
ejemplo: canino, molar, incisivo.
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Ademas dentro de los componentes organicos, se citan variaciones importantes
de acuerdo a la edad del paciente, es mayor su contenido en los mas jovenes
(diente en desarrollo) que en los adultos (diente maduro).

En el esmalte dentario, el porcentaje de proteinas es minimo pero entre ellas se
encuentra la amelogenina, parvabimina, enamelina, ameloblastina y tuftelina.

Por otro lado, las proteinas de la dentina se encuentran en mayor proporcion
entre las que se destaca la presencia de colageno tipo |, sialoproteinas, proteina
GLA, glicoproteinas y proteoglucanos.

El promedio porcentual de proteina en diente también varia si es un 6rgano
cariado o no. En el caso de los dientes sanos se han reportado las siguientes
cantidades de proteinas.

° Esmalte 0.2%
° Dentina 20.0%
° Cemento 22.0%

El factor anterior puede modificar los resultados de la practica, ya que los dientes
gue se han molido para preparar son cariados o sanos y son diferentes (incisivos,
caninos, premolares o molares.

En la presente practica, se podra de manifiesto la presencia de proteinas en el
diente por la técnica de Lowry con el uso del reactivo de Folin-Ciocalteau (RFC).
La reaccion de las proteinas con el RFC ocurre en dos etapas: 1) Reaccién con
cobre en medio alcalino y 2) Reduccion del reactivo de Folin-Ciocalteu por la
proteina tratada con cobre.

Este método es mas sensible a la cuantificacién que la reaccion con ninhidrina o
gue la reaccion de Biuret.

MATERIAL y REACTIVOS
Material:

8 Tubos de ensayo de 18 x 150
1 Gradilla

1 Pipeta de 10 ml

2 Pipetas de 5ml

4 Pipetas de 1 ml
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e 1 Piseta con agua destilada
e Papel milimétrico
e Calculadora

Reactivos:

Solucién alcalina (Na,CO3 al 4%, CuSO, al 2%, tartrato de NaK al 4%)
Reactivo de Folin-Ciocalteu (RFC) diluido 1:2

Estandar de proteina de huevo de [1mg/ml]

Hidréxido de sodio 1.5N

Solucion “O” por grupo (preparada de 7 a 15 dias previos a la practica con
4.5 — 5¢g de diente molido pesado en la balanza analitica + 25ml de HCI al
6N en un matraz volumétrico de 100ml)

EQUIPO

e Espectrofotdmetro
e \Vortex

SERVICIOS
e Agua

e Luz

PROCEDIMIENTO

1. Aforar la solucién “O” preparada con anterioridad a 100ml.

2. De esta solucion pipetear 5.0ml y transferir a un matraz aforado de 100ml,
adicionar 5.0ml de Hidroxido de sodio 1.5N, homogeneizar esta solucion y
anotar las caracteristicas fisicas, aforar esta solucién y etiquetar como
solucion “C” (solucion problema).
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3. Preparar una serie de 7 tubos etiquetando del 1 al 7 de la siguiente manera:

Tubo | Agua |Estandarde| Solucién
destilada | proteina(ml) “‘C”
(ml) (problema)

(ml)
1 1.0 -- --
2 0.9 0.1 --
3 0.8 0.2 --
4 0.7 0.3 -
5 0.6 0.4 -
6 0.5 0.5 --

7 0.5 -- 0.5

8 -- -- 1.0

4. Adicionar 5 ml de solucion alcalina a cada tubo y mezclar. Dejar reposar a
temperatura ambiente durante 15 minutos.

5. Adicionar 0.5 ml de RFC y mezclar después de cada adicién (no adicionar
RFC a mas de un tubo, sin mezclar inmediatamente, ya que se podria
alterar el curso de la reaccion).

6. Dejar reposar los tubos a temperatura ambiente durante 30 minutos para
desarrollo del color.

7. Calibrar el espectrofotometro con el tubo 1 a 0% de absorbancia con una
longitud de onda de 660 nm y proceder a leer todos los tubos. En caso de
requerir la recalibracion del espectrofotdmetro se debera utilizar
nuevamente el tubo 1.

A partir de los resultados obtenidos se debe calcular los equivalentes de proteina
en la muestra de diente y contrastarlos con el porcentaje referido en la bibliografia.

Para la realizacion de conversiones y calculos puedes apoyarte en las tablas del
sistema de unidades, sistema cartesiano y ejemplo de problema de componentes
de diente que se encuentran como anexos de este manual.
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RESULTADOS

Determinar los miligramos de diente que presenta la solucion “O”

Determinar los miligramos de diente que presenta la solucion “C”

Determinar los miligramos de diente que presentan los tubos problema (7 y

8)

4. Una vez realizada la curva patrén, determinar la concentracion de proteinas
en cada uno de los tubos problema (7 y 8).

5. Reportar la concentracién en mg de proteina en la solucion “C” asi como el
porcentaje.

6. Reportar la concentracién en mg de proteina en la solucién “O” asi como el

porcentaje.

wnh e

CUESTIONARIO
1.- ¢ Cual es la funcion de las proteinas en el diente?

2.- ¢, Cuales son las proteinas que encontramos en diente y cual de ellas se
encuentra en mayor cantidad?

3.- ¢ Cudles son las concentraciones de proteinas citadas en diversas
bibliografias?

4.- ¢En qué otras estructuras del Sistema Estomatognético se encuentran las
proteinas?
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e Bhagaban, N.V.: Bioquimica 22 edicion, Editorial Interamericana, México, 1978.
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disease. 42 editions. Ed. The Williams 7 “. Co., Baltimore U.S.A. 1976

e Jenkins, G.N.: Fisiologia y Bioquimica Bucal, 12 edicion, Editorial Limusa,
México, 1983.

e Voet, D., Pratt, C.: Fundamentos de Bioquimica: la vida a nivel molecular, 42
edicion. Ed. Médica Panamericana, México, 2016.

e Williams. Elliot: Bioquimica dental basica y aplicada, 22 edicion. Editorial Manual
Moderno, México 1990
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PRACTICA 21

ANALISIS CUANTITATIVO DE CARBOHIDRATOS EN DIENTE

OBJETIVO

Analizar los componentes organicos de diente a través de un método colorimétrico
para comprobar la presencia de carbohidratos.

CONOCIMIENTOS PREVIOS
Porcentaje de carbohidratos en esmalte y dentina

Tipo de carbohidratos presentes en cada estructura dentaria y su funcién

FUNDAMENTO TEORICO

La funcion de los carbohidratos en el diente es la de constituir la matriz orgénica.
Entre estos, se pueden encontrar hexosas simples como glucosa, manosa,
galactosa, xilosa y fucosa; azlcares &acidos como &cido glucurénico y
glucoproteinas.

En la dentina, el acido hiauroénico, sulfato 4 de condroitin y sulfato 6 de condroitin
son los carbohidratos que se encuentran en mayor cantidad.

La presencia de carbohidratos en diente dependen de la composicion de los
organos dentarios en cada individuo que varia por diversos factores tales como:
sus caracteristicas genéticas, nutricionales, edad, raza, sexo, e incluso el tipo de
diente, esto debido a su anatomia y tamafio. La concentracion de carbohidratos en
las estructuras dentales es mucho menor que la de proteinas ya que se encuentra
aproximadamente en 0.5% o incluso menos.

Ademas, dentro de los componentes organicos se citan variaciones importantes
de acuerdo a la edad del paciente, ya que es mayor en los dientes jovenes (en
desarrollo) que en los adultos (diente maduro).

De acuerdo a la teoria de formacién de caries de Miller, se produce una
desmineralizacion acida del diente, lo que nos indica que los microorganismos de
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la biopelicula dental, pueden utilizar la materia organica como sustrato para la
produccion de acidos, en especial los carbohidratos como la sacarosa, lo cual
favorece la desmineralizacién del esmalte y su posterior cavitacion.

En la presente practica se realizara un método colorimétrico, el cual depende de la
formacion de color al utilizar fenol en &cido sulfarico concentrado. Los
carbohidratos al ser calentados con acidos minerales sufren deshidratacion para
formar furfural en la pentosas e hidroxifurfural en la hexosas. Estos derivados
furfurales se condensan con los fenoles para dar un reactivo colorido estable y
facil de identificar por espectrofotometria.

MATERIAL Y REACTIVOS
Material:
8 Tubos ensayo
1 Gradilla
2 Pipeta de 10 ml
1 Pipeta de 5 ml
3 Pipetas de 1 m|
1 Bureta de 50 ml
1 soporte universal con 2 pinzas para bureta
1 embudo de vidrio
1 Matraz erlenmeyer de 50 ml
1 Matraz aforado de 100 ml
1 Piseta con agua destilada
1 Disco de papel filtro
Reactivos:
e Solucién de Fenol al 80%
e NaOH al 1.5N
e Estandar de glucosa [0.1mg/ml]
e H,SO, concentrado

e Solucién “O” (misma de la practica anterior)
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EQUIPO
e Vortex

e Espectrofotometro con celdas de vidrio

SERVICIOS
e Agua

e lLuz

PROCEDIMIENTO

1. Por grupo, pipetear 15ml de la soluciéon “O” vy transferir a un matraz
Erlenmeyer de 50ml, adicionar 15ml de NaOH al 1.5N, homogeneizar esta
solucién y anotar las caracteristicas fisicas.

2. Con ayuda de un embudo y papel filtro, filtrar esta solucion en un matraz
aforado de 100ml y etiquetar como solucién “C” (problema).

3. Etiquetar los tubos de ensaye del 1 al 8 y prepararlos de la siguiente

manera:
Tubo Agua Estandar de Solucién “C”
destilada (ml) glucosa(ml) | (problema) (ml)
1 2.0 -- --
2 1.9 0.1 -
3 1.8 0.2 --
4 1.7 0.3 --
5 1.6 0.4 --
6 1.5 0.5
7 15 -- 0.5
8 1.0 - 1.0
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4. Posteriormente, adicione a cada tubo 0.1ml de fenol al 80%, mezclando
inmediatamente en el vortex.

5. Adicione por la pared de cada tubo 4ml de acido sulfarico concentrado
contenido en una bureta y mezclar nuevamente con precaucion en el vortex
para la produccion de color.

6. Dejar reposar durante 20 a 30 minutos.

7. Transcurrido el tiempo, calibrar el espectrofotémetro a una longitud de onda

de 490 nm utilizando el tubo 1 como blanco a 0% de absorbancia. Si es
necesario, debera recalibrarse el aparato para evitar errores de desviacion.
Continuar la lectura de la absorbancia de los tubos 2 al 8.

A partir de los resultados obtenidos se debe calcular los equivalentes de
carbohidrato en la muestra de diente y contrastarlos con el porcentaje referido en
la bibliografia.

Para la realizacion de conversiones y calculos puedes apoyarte en las tablas del
sistema de unidades, sistema cartesiano y ejemplo de problema de componentes
de diente que se encuentran como anexos de este manual.

RESULTADOS

1. Determinar los miligramos de diente que presenta la solucién “O”

2. Determinar los miligramos de diente que presenta la solucion “C”

3. Determinar los miligramos de diente que presentan los tubos problema 7 y 8

4. Una vez realizada la curva patrén, determinar la concentracion de
carbohidratos en cada uno de los tubos problema (7 y 8).

5. Reportar la concentracién en mg de carbohidratos en la solucién “C” asi
como el porcentaje.

6. Reportar la concentracion en mg de carbohidratos en la solucion “O” asi

como el porcentaje.
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CUESTIONARIO
1. ¢ Cual es la funcion de los carbohidratos en el diente?

2. ¢Cuales son los carbohidratos que se encuentran en diente y cual es el mas
abundante?

3. ¢Cudles son las concentraciones de carbohidratos en diente citadas en
diversas bibliografias?

4. ¢En qué otras estructuras del sistema estomatognatico se encuentran
carbohidratos?

BIBLIOGRAFIA

o Bohinski, R.C.: Bioguimica. Editorial Fondo Educativo Interamericano. 1978
o Burnett, G.W.: Scherp, HW.: Schuster, G.S.: Oral Microbiology and Infectius
dissease. 42 edition. Ed. The Williams 7 W. Co., Baltimore U.S.A. 1976.

o Diaz Zagoya, Hicks.: Bioguimica 22 ed. Editorial Interamericana McGraw-Hill,
México, 1995.

o Jenkins, G.N.: Fisiologia y Bioquimica Bucal, Editorial Limusa, México, 1983.

o Voet, D., Pratt, C.: Fundamentos de Bioquimica: la vida a nivel molecular, 42
edicion. Ed. Médica Panamericana, México, 2016.

o Williams Elliot.: Bioquimica Dental Basica y Aplicada 22 ed. Editorial El

Manual Moderno, México, 1990.
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PRACTICA 22

ANALISIS CUANTITATIVO DE FOSFORO EN DIENTE

OBJETIVO

Analizar los componentes inorganicos de diente a través del método
fotocolorimétrico de molibdato para comprobar la presencia de fosforo.

CONOCIMIENTOS PREVIOS
Porcentaje de fosforo en esmalte y dentina

Importancia del fosforo en la formacion de la hidroxiapatita

FUNDAMENTO TEORICO

El fésforo es uno de los componentes inorganicos del diente mas abundante, ya
gue forma parte estructural de las apatitas junto con el calcio, es ademas, uno de
los constituyentes organicos mas importantes dada su participacion en las
reacciones para la produccién de energia formando ATP.

El fosforo es un oligoelemento que participa en la contraccion muscular, formando
parte de los enlaces en las cadenas de ADN y ARN, asi como también en la
formacion de enzimas de ciclos catabdlicos indispensables como la glucdlisis
(fosfofructocinasa), ademas de la formacion del AMP ciclico , que participa como
segundo mensajero, en varios procesos bioquimicos.

La composicion de los érganos dentarios, se distribuye en material organico e
inorganico, siendo comparativamente mayor el inorganico, el depdsito de sales
minerales, depende directamente del fdsforo, por lo que su carencia y/o
disminucién, modifica la estructura rigida de las estructuras dentales.

Ademas, participa como parte de los sistemas amortiguadores de la saliva y
sangre en forma de fosfato.
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La concentracion de fosforo varia en la porcion organica del diente, como en la
matriz amorfa, también se encuentra en diferente cantidad en forma de cristales
de hidroxiapatita y fosfato de calcio. El promedio de fosforo presente en diente es
de aproximadamente 13 a 17%.

En esta ocasion, se realizara la determinacion del fésforo mediante la utilizacion
de un reactivo de molibdato. El fosforo reacciona con el molibdato de amonio
produciendo una sal de fosfomolibdato de amonio, la cual es sometida a una
reaccion de reduccion utilizando el &cido amino naftol sulfénico, formando un
complejo colorido denominado azul de molibdeno.

PO4 + (NH4)s Mo7 O4. 4H2,0 —(NHa)3 [P(M03010)4] + &cido aminonaftol sulfénico —» AZUL DE MOLIBDENO

MATERIAL Y REACTIVOS
Material por equipo:

e 8tubos de ensaye

e 1 gradilla

e 1 pipeta de 10ml

e 3 pipetade 5 ml

e 3 pipetade 1 ml

e 2 matraces aforados de 100ml
e 1 Piseta con agua destilada

Reactivos:

¢ Reactivo de molibdato

e Acido amino naftol sulfonico

e Estandar de fosforo [10ug/mil]

e Solucién “O” (misma utilizada en la practica anterior)

EQUIPO

e Espectrofotometro
o Vortex
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SERVICIOS

e Agua
o Luz

PROCEDIMIENTO

1. Pipetear 10ml de la solucion “O” y transferirlos a un matraz volumétrico de
100ml, aforar y etiquetar como solucion “A”.

2. Tomar 1ml de la solucion “A” y transferir a otro matraz volumétrico de
100ml, aforar y etiquetar como solucion “B” (problema).

3. Etiquetar los tubos de ensaye del 1 al 8 y prepararlos de la siguiente

manera:
Tubo | Estandar de P en | Solucién problema | Agua destilada
ml (solucién “B”) en ml en ml
1 -- -- 5.0
2 0.5 - 4.5
3 1.0 -- 4.0
4 2.0 -- 3.0
5 3.0 -- 2.0
6 4.0 -- 1.0
7 -- 2.0 3.0
8 -- 2.5 2.5

4. Adicionar a cada tubo 1.0ml del reactivo de molibdato y mezclar.
5. Agregar 0.4ml de acido amino naftol sulfénico, mezclar inmediatamente y
dejar reposar.
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6. Después de 5 minutos pero antes de 20 minutos, leer la absorbancia de los
tubos en el espectrofotbmetro a 66nm de longitud de onda, previamente
calibrado con el tubo 1 a 0% de absorbancia.

A partir de los resultados obtenidos se debe calcular los equivalentes de fosforo en
la muestra de diente y contrastarlos con el porcentaje referido en la bibliografia.

Para la realizacion de conversiones y calculos puedes apoyarte en las tablas del
sistema de unidades, sistema cartesiano y ejemplo de problema de componentes
de diente que se encuentran como anexos de este manual.

RESULTADOS

Determinar los miligramos de diente que presenta la solucion “O”
Determinar los miligramos de diente que presenta la solucion “A”
Determinar los miligramos de diente que presenta la solucion “B” (problema)
Determinar los miligramos de diente que presentan los tubos problema 7 y 8
Una vez realizada la curva patrén, determinar la concentracion de fosforo
en cada uno de los tubos problema (7 y 8).

aghrwhPE

6. Reportar la concentracién en mg de fésforo en la solucién “B” asi como el
porcentaje.

7. Reportar la concentracién en mg de fésforo en la solucién “A” asi como el
porcentaje.

8. Reportar la concentraciéon en mg de fosforo en la soluciéon “O” asi como el
porcentaje.

CUESTIONARIO

1.- ¢ Cual es la funcion del fosforo en el organismo?

2.- ¢, En qué tipo de reacciones del organismo se encuentra el fésforo?
3.- ¢ Cual es su importancia biologica?

4.- ; Cudl es la participacion del fosforo en las estructuras dentales?
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PRACTICA 23

ANALISIS CUANTITATIVO DE CALCIO EN DIENTE, SALIVA Y ORINA

OBJETIVO

Analizar los componentes inorganicos de diente, saliva y orina a través del método
de O-cresoftaleina para comprobar la presencia de calcio.

CONOCIMIENTOS PREVIOS
Porcentaje de calcio en esmalte y dentina

Importancia del calcio en la formacién de la hidroxiapatita

FUNDAMENTO TEORICO

El calcio es uno de los iones de mayor importancia dentro de las funciones
organicas, es necesario en funciones de mineralizacion, coagulacion, transporte,
mantener la estabilidad y selectividad de la membrana celular.

En el caso de la mineralizacion dental, es importante ya que el momento en el que
se forman los complejos de fosfatos, se induce la precipitacion de complejos
insolubles de fosfato calcico (apatitas).

El calcio, esta presente fundamentalmente en la leche y derivados como el queso,
yema de huevo, aguas duras y vegetales; en menor proporcion en lentejas,
frijoles, nueces, higos, coliflor y esparragos. Ademas en el caso de los alimentos
marinos, estos contienen mucho calcio, en especial en aquellos alimentos
desecados.

El calcio es el mineral mas abundante en el organismo, se distribuye ampliamente
en las estructuras 6seas y en los dientes, en los recién nacidos y lactantes, se
encuentra en forma de fosfato de calcio amorfo y con el crecimiento se transforma
en fosfato de calcio cristalino (hidroxiapatita).

El calcio forma con la orto-cresoftaleina en solucién alcalina, un complejo colorido.
El método no necesita desproteinizacion, pues el pH alcalino de la solucion
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amortiguadora, solubiliza las proteinas plasmaticas y permite la liberacion del
calcio ligado a las proteinas.

La formacién del complejo colorido es inmediata y no necesita ningan tiempo de
espera para efectuar la lectura colorimétrica.

La presencia de 8-hidroxiquinoleina elimina la interferencia del magnesio hasta
concentraciones de 10 mg/dl. La inclusién de cianuro de potasio en la solucién
amortiguadora, elimina la interferencia de metales pesados.

Calcio + O-Cresolftaleina mmmmmm) Calcio-Complejo Cresolftaleina
(color purpura)

MATERIAL Y REACTIVOS
Material por equipo:

10 Tubos de ensayo de 13 x 100mm
1 Gradilla

5 Pipeta de 10 ml

1 Pipeta de 1 ml

6 Pipetas de .2 ml

2 Matraces aforados de 100 ml

1 vaso de precipitado de 50m|

1 Piseta con agua destilada

Reactivos:

Patrén de Calcio [10 mg/dl]

HCl al 5%

Reactivo Amortiguador

Reactivo de color

Solucién “O” (misma utilizada en la practica anterior)
Orina

Saliva
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EQUIPO

e Espectrofotometro
e \Vortex

SERVICIOS

e Agua
e Luz

PROCEDIMIENTO

1. Tomar 10 ml de solucion “O” y transferirla a un matraz aforado de 100ml,
etiquetandola como Solucién “A”.

2. De esta solucién pipetear 10ml y transferirla nuevamente a un matraz aforado de
100ml, etiquetandola como solucién “B” (problema).

3. Realizar una dilucién de la muestra de orina de 1:10, utilizando un mililitro de
orina y 9 mililitros de agua destilada.

4. Todos los tubos deberan ser lavados con HCI al 5% y ser enjuagados
inmediatamente con agua destilada y etiquetados del 1 al 10.

5. Preparar una serie de tubos de la siguiente manera:

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Reactivo de| 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25
color (ml)

Reactivo 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25
amortiguador
(ml)
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6. Agitar en el vortex y dejar reposar durante 5 minutos. Adicionar las siguientes
soluciones a cada tubo.

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Patrén - 0.05 |0.10 |0.15 |0.20 |- - - -
de calcio
(ml)

Solucién | - - - - - 0.05 |0.10 |- -
“B” (ml)
Saliva - - - - - - - 0.10 |-
(ml)
Orina - - - - - - - - 0.05
1:10 (ml)
Agua 0.25 |0.20 |0.15 |0.10 |0.05 |0.20 |0.15 |0.15 |0.20
destilada

7. Agitar con el vortex y leer a 550nm en el espectrofotémetro, calibrando a 0% de
absorbancia con el tubo 1.

A partir de los resultados obtenidos se debe calcular los equivalentes de calcio en
la muestra de diente, saliva y orina y contrastarlos con el porcentaje referido en la
bibliografia.

Para la realizacion de conversiones y calculos puedes apoyarte en las tablas del
sistema de unidades, sistema cartesiano y ejemplo de problema de componentes
de diente que se encuentran como anexos de este manual.

RESULTADOS

Determinar los miligramos de diente que presenta la solucion “O”
Determinar los miligramos de diente que presenta la solucion “A”
Determinar los miligramos de diente que presenta la solucién “B”
Determinar los miligramos de diente que presentan los tubos 6y 7

Una vez realizada la curva patron, determinar la concentracion de calcio en
cada uno de los tubos problema (6, 7, 8y 9).

Reportar la concentracion en mg de calcio en la solucion “B” asi como el
porcentaje.

7. Reportar la concentraciéon en mg de calcio en la solucion “A” asi como el
porcentaje.

akrwnNPE
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8. Reportar la concentracion en mg de calcio en la solucion “O” asi como el
porcentaje.
9. Reportar la concentracién en mg de calcio en saliva asi como el porcentaje.
10. Reportar la concentracién en mg de calcio en orina asi como el porcentaje.

CUESTIONARIO

1.- Escriba tres funciones béasicas del calcio ademas de las citadas en la presente
practica

2.- Diga como interviene el calcio en la coagulacion sanguinea

3.- ¢Cuadl es la cantidad de calcio que requiere diariamente un adolescente, un
paciente pediatrico y un adulto (hombre y mujer)?

4.- ;Cual es la concentracion de calcio en las diferentes estructuras dentales?

5.- Diga qué relacién tiene la calmodulina con el calcio.

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA Y/O BIBLIOGRAFIA

* Gitlman, H.J: Anal. Biochem. 18, 521 (1967)

* Henry, R.J.: Clinical Chemistry, Principles and Technics. Harper & Row
Publisher. New York (1974)

* Martin, E.E.: Hazards of Medication. A manual on drug interactions,
incompatibilities, contraindications and adverse effects, Lippincott,
Philadelphia (1971)

* Mooredhead, W.R. and Briggs A.G.: Clin. Chem. 20,1458 (1974)

» Williams Elliot.: Bioquimica Dental Basica y Aplicada 2a ed. Editorial El
manual Moderno, México, 1990.
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PRACTICA 24

ANALISIS CUANTITATIVO DE UREA EN DIENTE, SALIVA Y ORINA

OBJETIVO

Analizar los componentes organicos de diente, saliva y orina a través de un
método espectrofotocolorimétrico para comprobar la presencia de urea en diente,
saliva y orina.

CONOCIMIENTOS PREVIOS
¢, Qué es la urea?
¢, Como se forma la urea?

Importancia de la urea en la cavidad bucal

FUNDAMENTO TEORICO

En la cavidad oral, el amoniaco producido a través de la hidrolisis enzimética de la
urea salival parece un factor importante en la inhibicion del desarrollo de caries
dentales. La ureolisis llevada a cabo por bacterias, puede ser un factor en la
promocién de la formacién de calculo y puede contribuir a la progresion de la
enfermedad periodontal mediante el aumento de los procesos inflamatorios.

Un nuevo enfoque en la investigacion en caries se centra en el hecho de que la
generacion de alcali a partir de sustratos salivales, tales como urea y arginina,
puede desempefiar un papel importante en el pH de la biopelicula, la homeostasis
y en la inhibicion de caries. Las dos fuentes principales de generacion de éalcali en
la placa dental y saliva son a través de la hidrolisis de la urea por las enzimas
ureasa y el metabolismo de la arginina por el sistema de la arginina desaminasa
(ADS).

Se ha descrito que los sujetos con 6rganos dentarios resistentes a caries tienen
una biopelicula mas alcalina. En contraste, el riesgo de caries puede estar
asociado con la pérdida de potencial de generacion de alcali. La urea puede ser
encontrada en las secreciones de las glandulas salivales en concentraciones
similares a las del suero, oscilando entre 10.4 — 41.6 mg/dL.
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Por lo tanto, el amoniaco producido a partir de urea por ureolisis puede ser un
importante factor enddgeno inhibidor de la microbiota acidogénica y la caries en
desarrollo, mediante la neutralizacion de acidos y la estabilizacion de la microbiota
oral.

En esta préactica la urea va a reaccionar con la diacetimonoxima en presencia de
tiosemicarbazida en medio acido formando un derivado diazinico de color rosa
puarpura. La concentracion de urea presente en la muestra es proporcional a la
intensidad del color formado.

El método propuesto es altamente especifico para la urea. El producto formado
en la reaccidbn carabamido-diacetilo es estabilizado por la accion de
tiosemicarbazida y por el ion férrico, que disminuye su fotosensibilidad e inhibe la
interferencia de la hidroxilamina, linealizando la reaccion.

MATERIAL Y REACTIVOS
Material por equipo:

11 Tubos de ensayo de 13 x 100 mm
1 Gradilla

2 Pipeta de 10 m|

2 Pipetas de 5ml

5 Pipetas de 0.1ml

4 Vasos de precipitados de 1lt

1 Vaso de precipitado de 50ml

1 Matraz aforado de 100 ml

1 Piseta con agua destilada

Reactivos:

Patrén de Urea: [80 mg/dL]
Reactivo acido
Reactivo de color
Solucion “O” (misma utilizada en la practica anterior)
Orina
Saliva
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EQUIPO

e Espectrofotometro
e \Vortex
¢ Planchas de calentamiento

SERVICIOS

e Agua
o lLuz

PROCEDIMIENTO

1. Pipetear 10ml de la solucion “O” y transferirlos a un matraz volumétrico de
100ml, aforar con agua destilada y etiquetar como solucién “A”(problema).

2. Realizar una dilucién 1:10 de la orina.

3. Etiquetar los tubos del 1 al 10 y afadir a cada uno de ellos 2.5 ml de
reactivo de color.

4. Posteriormente preparar los tubos de la siguiente manera:

Tubo | Patrén | Saliva | Orina Solucién Agua

de (ml) | diluida | problema | destilada
urea (2:10) (solucién (ml)
(mi) mi A”) mi

1 -- -- -- -- 0.04

2 0.01 -- -- -- 0.04

3 0.02 -- -- -- 0.03

4 0.03 -- -- -- 0.02

5 0.04 -- -- -- 0.01

6 0.05 - -- - -

7 - 0.02 -- -- 0.02

8 -- 0.04 -- -- --

9 - -- 0.01 -- 0.03

10 - -- -- 0.02 0.02
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5. Una vez que se han preparados los tubos, colocar 2.5ml de reactivo acido a
cada uno de ellos.

6. Mezclar en el vortex y colocarlos en bafio de agua en ebullicion durante 10

minutos.

Al concluir el tiempo, transferirlos a agua fria durante 3 minutos.

Leer en espectrofotometro a 520nm de longitud de onda utilizando el tubo 1

para calibrar a 0% de absorbancia. La coloracién es estable por 60 minutos.

© N

A partir de los resultados obtenidos se debe calcular los equivalentes de urea en la
muestra de diente, saliva y orina y contrastarlos con el porcentaje referido en la
bibliografia.

Para la realizacion de conversiones y calculos puedes apoyarte en las tablas del
sistema de unidades, sistema cartesiano y ejemplo de problema de componentes
de diente que se encuentran como anexos de este manual.

VALORES DE REFERENCIA

Sangre - suero: 15 — 40 mg/dL.

Saliva: 10.4 — 41.6 mg/dL

Saliva estimulada: .6 — 30 mg/dL.

Orina: 25 — 43 g/24 hrs.

Rango normal de orina de 24 hrs: 800 — 2000 mL.

RESULTADOS
1. Determinar los miligramos de diente que presenta la solucion “O”
2. Determinar los miligramos de diente que presenta la solucion “A”
3. Determinar los miligramos de diente que presenta el tubo 10.
4. Una vez realizada la curva patrén, determinar la concentracion de urea en
cada uno del tubo problema (7, 8, 9y 10).

5. Reportar la concentracion en mg de urea en la solucién “A” asi como el
porcentaje.

6. Reportar la concentracion en mg de urea en la solucion “O” asi como el
porcentaje.

7. Reportar la concentracién en mg de urea en saliva asi como el porcentaje.

8. Reportar la concentracion en mg de urea en orina asi como el porcentaje.
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CUESTIONARIO

1. ¢Cuales son las concentraciones de urea citadas en diversas bibliografias?
2. ¢Cudl es el papel de la urea en la formacién del calculo dental?
3. ¢Cudl es el papel de la urea en la halitosis?

BIBLIOGRAFIA

e Burne RA, Marquis RE. Alkali production by oral bacteria and protection
against dental caries. FEMS Microbiol Lett. 2000 Dec 1; 193(1):1-6.

e Reyes E, Martin J, Moncada G, et al. Caries-free subjects have high levels
of urease and arginine deiminase activity. Journal of Applied Oral Science.
2014; 22(3):235-240.

e Morou-Bermudez E, Burne RA. Analysis of urease expression in
Actinomyces naeslundii WVUA45. Infect Immun. 2000 Dec;68(12):6670-6.
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CRITERIOS DE EVALUACION

Para tener derecho a evaluacion ordinaria, al alumno debera tener 80% de
asistencia como minimo en las practicas de laboratorio. La evaluacion de
laboratorio es determinada para cada alumno con base en:

e El trabajo desarrollado durante la practica
e La entrega del reporte de practica asi como su contenido
e La evaluacién formativa

—

10% Asistencia

10% Diagrama de flujo

Laboratorio 30% 30% Reporte de practica

7] 30% Examenes parciales

20% Mapa conceptual de conocimientos
previos

El reporte de practica debera ser entregado en la siguiente sesion de laboratorio,
en el momento de tomar la asistencia en el mismo manual de practicas.

Resultados: Describir, dibujar, esquematizar, elaborar tablas y graficas y/o
realizar los calculos de los resultados de los procesos o reacciones que se
llevaron a cabo en la préactica. Interpretar los resultados obtenidos y
cotejarlos con la bibliografia, asi como la resolucion del cuestionario.

La evaluacion de los reportes de practica utilizaran los siguientes criterios:

Apartado Puntaje
- Resultados 2.5
- Analisis de 2.5
resultados
- Conclusiones 2.0
- Cuestionario 2.0
- Bibliografia 1.0
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Las evaluaciones formativas se llevaran a cabo con examenes parciales de
laboratorio (tres para microbiologia y dos para bioguimica), tomando como
calificacion aprobatorio 6 (seis). En caso de no obtener esa calificacion minima, el
alumno tendra la oportunidad de realizar una primera y segunda vuelta. Para
tener una calificacion promediable, es necesario que todos los examenes de
laboratorio sean aprobatorios.

Es indispensable una calificacion aprobatoria en laboratorio para que pueda ser
promediable con la calificacion de teoria ya que cualquiera de no ser asi, el
alumno automaticamente reprobara el modulo.
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REGLAMENTOS DE LOS LABORATORIOS

Reglamento de laboratorio de Microbiologia L-111y L-112

1.

Toda persona que permanezca en el laboratorio deberd portar una bata
blanca de algoddn y manga larga, completamente abotonada.

La asistencia a las practicas de laboratorio es obligatoria y por lo tanto, se
pasara asistencia al inicio de la sesion.

No se permitird la entrada a ningun alumno después de haber transcurrido
15 minutos del inicio de la practica.

El grupo en general, es responsable de mantener limpio y en buen estado el
equipo y material del laboratorio durante la practica.

Para el trabajo en el laboratorio, los integrantes del grupo formaran equipo
con el numero de personas que designe el profesor responsable.

Todos los alumnos que integran el equipo debera limpiar el &rea de trabajo
con desinfectante, asi como lavar el material que sea suministrado para la
realizacion de la practica, antes de ocuparlo y al término de la actividad
cuando sea indicado por el profesor o responsable del laboratorio.

El material necesario para desarrollar la practica debera ser solicitado en el
interlaboratorio, utilizando un vale impreso expresamente para tal fin y
adjuntando a éste, la credencial del alumno que firma el vale.

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

Todo material que sea devuelto al interlaboratorio deberd estar completo y
sin dafos.

10.En el caso de ser material que requiera ser guardado en el interlaboratorio

para su posterior observacion, debera ser etiquetado con una leyenda que
incluya nimero de equipo, grupo y fecha; asi como presentarse a la lectura
de resultados en el periodo de tiempo establecido por el profesor.

11.Las cepas que son utilizadas para el desarrollo de las practicas deberan ser

manipuladas a una distancia no mayor de 20 cm del mechero y desecharlas
segun las indicaciones del personal responsable del interlaboratorio.

12.Si por alguna razon, el material que se devuelve 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 daflado o faltante;
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teniendo como limite dos semanas para reponer dicho material. Cumplido
es tiempo, si no se ha repuesto el material, no se le permitira el acceso al
laboratorio a todos los integrantes del equipo deudor.

13.El alumno sélo podra utilizar los aparatos que hay en el laboratorio durante
el transcurso de la practica y bajo supervisién de un profesor.

14. Cada equipo debera traer para cada una de las practicas, el material que
indique el profesor como es:

a. Un rollo de masking tape

b. Jabdn para manos

c. Toallas desechables para secarse las manos

d. Algodoén

e. Benzal

f. Marcador indeleble

g. Papel seda

h. Asa bacteriologica

I. Material adicional que se requiera para cada practica

15.Se debe mantener limpio el laboratorio y se prohibe hacer uso inadecuado
de las instalaciones.

16.Se prohibe fumar, maquillarse, ingerir alimentos y/o bebidas en el interior
del laboratorio.

17.Durante su estancia en el laboratorio se prohibe la utilizaciéon de aparatos
electronicos debido a que se utiliza material biolégico ya que puede
provocar su contaminacion.

18.Se prohibe el paso al laboratorio, a cualquier persona ajena.

19.Al finalizar cada practica, los alumnos deberan lavarse las manos para
evitar infecciones.

20.Las personas que no respeten las indicaciones de este reglamento se
haran acreedoras a las sanciones que determinen los profesores o las
personas responsables de laboratorio.
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Reglamento de laboratorio de Bioquimica L-223 y L-224

1. Toda persona que permanezca en el laboratorio debera portar una bata
blanca de algoddn y manga larga, completamente abotonada.

2. La asistencia a las préacticas de laboratorio es obligatoria y por lo tanto, se
pasara asistencia al inicio de la sesion.

3. No se permitird la entrada a ningun alumno después de haber transcurrido
15 minutos del inicio de la practica.

4. EIl grupo en general, es responsable de mantener limpio y en buen estado el
equipo y material del laboratorio durante la préactica.

5. Para el trabajo en el laboratorio, los integrantes del grupo formaran equipo
con el nimero de personas que designe el profesor responsable.

6. Todos los alumnos que integran el equipo debera lavar el material que sea
suministrado para la realizacion de la practica, antes de ocuparlo y al
término de la actividad.

7. El material necesario para desarrollar la practica debera ser solicitado en el
interlaboratorio, utilizando un vale impreso expresamente para tal fin y
adjuntando a éste, la credencial del alumno que firma el vale.

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

9. Todo material que sea devuelto al interlaboratorio debera estar completo y
sin dafos.

10.Las sustancias quimicas que son utilizadas para el desarrollo de las
practicas deberadn ser manipuladas con precaucion para evitar accidentes
de quemadura y desecharlas segun las indicaciones del personal
responsable del interlaboratorio en el area para su disposicion.

11.Si por alguna razon, el material que se devuelve al interlaboratorio esté
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;
teniendo como limite dos semanas para reponer dicho material. Cumplido
es tiempo, si no se ha repuesto el material, no se le permitira el acceso al
laboratorio a todos los integrantes del equipo deudor.

12.El alumno sélo podra utilizar los aparatos que hay en el laboratorio durante
el transcurso de la practica y bajo supervisién de un profesor.

13. Cada equipo debera traer para cada una de las practicas, el material que
indique el profesor como es:

a. Un rollo de masking tape
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b. Jabdn para manos
c. Toallas desechables para secarse las manos
d. Marcador indeleble
e. Material adicional que se requiera para cada practica
14.Se debe mantener limpio el laboratorio y se prohibe hacer uso inadecuado
de las instalaciones.
15.Se prohibe fumar, maquillarse, ingerir alimentos y/o bebidas en el interior
del laboratorio.
16.Se prohibe el paso al laboratorio, a cualquier persona ajena.
17.Al finalizar cada practica, los alumnos deberan lavarse las manos para
eliminar cualquier residuo quimico con el que pudieron estar en contacto.
18.Las personas que no respeten las indicaciones de este reglamento se
haran acreedoras a las sanciones que determinen los profesores o las
personas responsables de laboratorio.
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MANEJO DE RESIDUOS
Residuos generados por Residuos

cultivos y cepas

Una vez sembrado el medio
de cultivo y realizada la
lectura de estos entregar al
interlaboratorio

En el interlaboratorio se
llevara el proceso de
esterilizacién y lavado de los
tubos de ensaye y cajas de
Petri utilizados

}

Los residuos estériles se
eliminan al drenaje o
basura municipal

Residuos generados por
punzo cortantes y material
con sangre y residuos
auimicos

Se colocaran en un bote rojo
que se encuentra en el area
destinada para RPBI marcada
en el laboratorio L111y
L112

La disposicion final y el
tiempo que estan los

residuos en el laboratorio
dependen del servicio de

recoleccion

generados sin
sangre y de basura
municioal

Son depositados en el
bote de basura
municipal y liquidos en
drenaje

Los residuos quimicos
se colocaran en un
frasco color dmbar con
tapon de baquelita
etiquetado en el
espacio para su
disposicion en el
laboratorio siguiendo
las indicaciones de
etiquetado que marca
el poster del sitio de
disposicion en el
laboratorio L224
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ANEXOS
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ANEXO 1

Morfologia Colonial

Tamafio se mide en mm
L
Forma o
puntiforme circular filamentosa irregular rizoide fusiforme

Elevacion L =5 ,—/.\\ 7 i\i /5 /\Q

plana elevada convexa concava  monticulada umbonada umbilicada
. | :
o
Bordes VWM n V/
| v u ﬂf\ /«
L —— — &/X : _J—J'
entero ondulado erosionado filamentoso lobulado rizado
Superficie lisa, rugosa
Brillo transparente, traslicida, opaca
Color blanca, amarilla, negra, verde tornasol, etc.
Aspecto viscosa, humeda, gelatinosa, lechosa, butirosa, gelatinosa, pulvinada, etc.
Hemolisis a-hemolisis (parcial), B-hemolisis (total), y-hemdlisis (no hemadlisis).

Elaborado por: Pamela Montserrat Rios Hernandez
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ANEXO 2

SISTEMA DE UNIDADES

El Sistema Internacional de Unidades (SI) incluye unidades fundamentales de longitud,
masa, tiempo, entre otras, y como unidades derivadas al area, volumen y velocidad. A
continuacién se presentan las unidades del sistema internacional y sus equivalencias con
multiplos y submultiplos.

Masa > Gramo (g)

Volumen - Litro (I)

Prefijo Simbolo Valor Equivalencia en
unidades
Tera T 1x10°° Billon
Giga G 1x10° Mil millones
Mega M 1x10° Millén
Kilo k 1x10° Mil
Hecto h 1 x 10° Cien
Deca da 1x10 Diez
Unidad 1 1 Uno
Deci d 1x10" Décima
Centi c 1x10? Centésima
Mili m 1x10° Milésima
Micro H 1x10° Millonésima
Nano n 1x10”° Mil millonésima
Pico p 1x10™ Billonésima
Femto f 1x10™" Mil billonésima
Atto B 1x10™" Trillonésima

Ejemplo de conversidn
¢, Cuantos microgramos hay en 3.475mg?

Sabemos que 1 pg equivale a 1 x 10°, mientras gue 1mg equivale a 1 x 107, es decir que 1mg es
1000 veces mayor a 1ug, entonces 1mg = 1000ug.

1lmg <—=—— 1000ug

3,475mg / X 3.475mg(1000 pg) / 1mg = 3475pg
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ANEXO 3
SISTEMA CARTESIANO

El sistema cartesiano se genera como resultado de la interseccion de dos rectas
perpendiculares entre si formandose cuatro regiones que reciben el nombre de
cuadrantes. Cada cuadrante estd delimitado por un componente horizontal (X) y uno
vertical (Y) con las siguientes caracteristicas:

- El punto de interseccion de las dos rectas perpendiculares recibe el nombre de
origen.

- Lalinea horizontal recibe el nombre de eje de la X o de las abscisas.

- Lalinea vertical recibe el nombre de eje de la Y o de las ordenadas.

- Los puntos gue se representan se dan por pares de valores (X, Y)

EjeY

Eje X
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ANEXO 4
EJEMPLO DE PROBLEMA DE COMPONENTES DE DIENTE
1. Leer el procedimiento de la practica

Aforar la solucién “O” preparada con anterioridad a 100 ml. De esta solucion pipetear 5.0 ml y
homogeneizar esta solucién y anotar las caracteristicas fisicas, aforar esta solucion y etiquetar
como solucién “C”.

Preparar una serie de 7 tubos etiquetando del 1 al 7 de la siguiente manera:

Tubo | Agua destilada Estandar de Solucion “C”

(ml) proteina (ml) (ml)

1 1.0 0 -

2 0.5 - 0.5

3 - - 1.0

4 0.9 0.1 -

5 0.8 0.2 -

6 0.7 0.3 -

7 0.5 0.5 -

2. Obtener la cantidad de diente en todas las soluciones problema

Cada grupo tritur6 5 6 6 dientes naturales y posteriormente se pesé el polvo obtenido. Para
ejemplificar se utilizara 5.3826g de diente.

- La solucién original “O” tiene un peso de 5.3826g de diente con un volumen de 100ml ya
gue en el procedimiento se indicd que deberia ser aforado. Es necesario convertir el peso
del diente de gramos a miligramos (esto se puede realizar mediante una regla de tres).

19 - 1000mg 5.3826x1000/1= X = 5382.6mg de diente en Sol “O”
5.3826g - X Volumen = 100m||

- De la solucién “O” se pipeted 5.0ml de su contenido y se vertié en otro matraz aforado de
100ml. Ahora se debe determinar la cantidad de diente que fue transferido al segundo
matraz tomando como referencia los valores obtenidos de la solucion “O”.

5382.6mg diente Sol “O” --- 100ml 5x5382.6/100=
X - 5ml X = 269.13mg de diente en segundo matraz|

- A esta solucidén se le agregan 5.0ml de hidroxido de sodio al 1.5N, se homogeneiza, se
afora y se le denominara “C”.

Sol “C” = 269.13mg de diente]
Vol = 100ml
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- De la solucion “C” se pipetea 0.5ml para preparar el tubo problema nimero 2, mientras que
al tubo niimero 3 se le adiciona 1.0ml de esta misma solucién. Utilizando los valores de la
solucion “C”, se debe determinar la cantidad de diente de los tubos problema.

Tubo 2
269.13mg diente Sol “C” --- 100ml 0.5x269.13/100=
X --- 0.5ml x = 1.34mg diente en tubo 2|
Tubo 3
269.13mg diente Sol “C” --- 100ml 1.0 x269.13/100=
X - 1.0ml x = 2.69mg diente en tubo 3|

3. Realizar una curva patrén con los datos obtenidos con el espectrofotémetro

Para realizar una curva patrén es necesario tener un cuadro con dos: el primer dato son los
miligramos de proteina que contiene cada tubo y que se obtienen mediante una regla de tres
utilizando el estandar (STD) que se encuentra en los reactivos de cada préactica. Para este
ejercicio, el STD = 1mg/ml. El tubo 1 no contiene proteina, mientras que el 2 y 3 al no conocerlo lo
debemos obtener de la curva patron.

_ _ Tubo 4
Tubo | Proteina | Proteina STD 1mg -- 1ml
(ml) (mg) X - 0.1ml
; 0 0 0.1x1/1=  x=0.1mg
3 - -
4 0.1 0.1 Tubo 5
5 0.2 0.2 STD 1mg -—- 1ml
6 0.3 0.3 X - 0.2ml 0.2x1/1= x=0.2mg
7 0.5 0.5
Tubo 6
STD 1Img --- 1ml
X - 0.3ml 0.3x1/1= x=0.3mg
Tubo 7
STD 1Img --- 1ml
X -~ 0.5ml 0.5x1/1= x =0.5mg

En este ejemplo hay equivalencia entre los miligramos y mililitros de proteina, lo cual no sucederéa
en otros ejercicios (carbohidrato, calcio, fésforo y urea), por lo tanto, sera indispensable realizar las
reglas de tres para transformar el STD de mililitros a miligramos.
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El segundo dato se obtiene al realizar la préactica a través del resultado del espectrofotometro. Para
continuar con este ejercicio, los resultados de absorbancia (Abs) se ejemplifica con los siguientes:

Tubo Estandar de Abs
proteina (mg)

1 0 0
2 - 0.14
3 - 0.27
4 0.1 0.10
5 0.2 0.21
6 0.3 0.30
7 0.5 0.49

Una vez que se han obtenido dos datos para cada tubo, es posible continuar con la gréfica que se
realizara en papel milimétrico utilizando todos los tubos, excepto 2 y 3. Los miligramos de proteina

se grafican en el eje de la “X” y la absorbancia en el eje de la “y”. (marcado con puntos azules)

Abs

0.5

0.4

03

0.2 Tubo 2 =0.14mg Prot.

0.1 Tubo 3 =0.27mg Prot.

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 | mgProt



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD

RS

MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO BIOLOGIA le

BUCAL Y BASES FARMACOLOGICAS vl i
Cadigo Fecha de elaboracién o revision Versién Pagina
SGC-FESZ-CD-ML08 22/Enero/2020 0 182/185

Una vez que estdn ubicados los datos en la gréfica, se deben unir todos los puntos mediante una
linea recta. En caso de que nos puntos no se encuentren alineados entonces se trazard una linea
pasando por la mayoria de los puntos o sin tocar ninguno pero cerca de todos ya que esto
eliminard el error de pipeteo durante la practica. (linea continua color verde)

Al tener la curva patrén, ya es posible obtener los miligramos de proteina de los tubos problema al
traspolar el dato existente de absorbancia. Esto se realiza trazando una linea horizontal iniciando
en la Abs del tubo 2 y concluyendo en la curva patrén, después se hace una linea vertical de la
curva patréon hacia el eje de la "x", y ahi se obtendra la cantidad de proteina del primer tubo
problema. El segundo tubo problema se obtiene de la misma manera. (lineas discontinuas color
morado)

4. Determinar la concentracion de proteina en las soluciones y tubos problema, asi como el
porcentaje

Con los resultados obtenidos anteriormente en el numeral 2 y en la grafica del tubo 2, se
determinara la concentracién vy el porcentaje de proteinas de la solucion “C” y “O” mediante
reglas de tres.

Tubo 2

1.34mg diente tubo 2 --- 0.14mg proteina tubo 2 269.13x0.14/1.34=

269.13mg diente Sol “C”  --- X \x =28.11mg proteina Sol “C”
269.13mg diente Sol “C”  ---  100% 28.11x100/269.13=

28.11mg proteina Sol “C” --- X ’x =10.44% proteina Sol “C”
1.34mg diente tubo 2 --- 0.14mg proteina tubo 2 5382.6x0.14/1.34=

5382.6mg diente Sol “0”  --- X ]x =562.36mg proteina Sol “0”
5382.6mg diente Sol “0” ---  100% 562.36x100/5382.6=
562.36mg proteina Sol “O” --- X \x =10.44% proteina Sol “O”

La igualdad de los porcentajes es indicativo de la correcta resolucion del problema. Otra manera
de corroborar el resultado es repitiendo las reglas de tres del numeral 4 pero es necesario cambiar
los datos del tubo 2 por los del 3.




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD

MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO BIOLOGIA
BUCAL Y BASES FARMACOLOGICAS

Cadigo Fecha de elaboracién o revision Versién Pagina

SGC-FESZ-CD-MLO08 22/Enero/2020 0 183/185
Tubo 3
2.69mg diente tubo 3 --- 0.27mg proteina tubo 3 269.13x0.27/2.69=
269.13mg diente Sol “C"  --- X ’x =27.01mg proteina Sol “C”
269.13mg diente Sol “C"  --- 100% 27.01x100/269.13=
27.01mg proteina Sol “C” --- X \x =10.03% proteina Sol “C”
2.69mg diente tubo 3 --- 0.27mg proteina tubo 3 5382.6x0.27/2.69=
5382.6mg diente Sol “0”  --- X \x =540.26mg proteina Sol “0”
5382.6mg diente Sol “0” ---  100% 540.26x100/5382.6=
540.26mg proteina Sol “0” --- X ‘x =10.03% proteina Sol “O”

De igual forma que en el tubo 2, los resultados porcentuales son idénticos y aunque los resultados
entre los tubos 2 y 3 no son idénticos, si son muy similares.
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ANEXO 5
MAPA CONCEPTUAL

Mapa conceptual

Es una estrategia mediante |a cual los diferentes conceptos y sus relaciones pue-
den representarse f8cilmente. Los conceptos guardan entre sf un orden jerd Fqui-
cv y estdn unidos con lineas identificadas por palabras (de enlace) que estable-
cen la relacién que hay entre ellos.

Construccion:

) Leer y comprender el texto.

#} Localizar y subrayar las ideas o palabras mas imporlantes (palabras
clave).

¢} Determinar la jerarquizacion de dichas palabras clave.

d) Establecer las relaciones entre ellas.

¢) Es conveniente unir los conceplos usando lineas que se interrumpen con
palabras que no son conceptos, lo cual facilita Ta identificacién de las re-
laciones.

f) Utilizar correctamente la simbologa:

i. Ideas o conceptos.

ii. Coneclores,
iii. Flechas (se pueden usar para acentuar Ta dircccionalidad de las re-

laciones).
Bampio 1: |
( LiNEA —\'|
v
08
e
| Sucesitn continua |
de
7 ) X
( Puntcs |
\ jei N
qué| pueden sar
como como
R N I P o
™ Rectas ( Mdas | ([ Cums
N\ oo \. =
sonl
7= N
Segmentos f \ Paré
| Combinaciones | o
Semidractas - i _/' Hinéroolz
Quebradss Elipsa
de Circurdarencia

Fuente: Pimienta, J. (2008). Constructivismo. 32 ed. México: Pearson
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ANEXO 6

DIAGRAMA DE FLUJO

N ;Qué es?

un esquema ¢ Giagrama que simula una cagena Ccontinua-de Témas con seauencid Ciono

aren para llegarala
RESTA
—
Halar ol smetrico
08l sustraendo
|
*
{ Reconocnr ke Sigos
|
|
A 2 " h
Iguzies: Sumer | Desiqualies: Restar
Epmiplu 2:
e ——— e o = 23 %
5 000 /" DESPEMHUNA '\
{ soLucicn DE LN SISTEMA fge- | VARSABLE DE UNA 0
N 3 \.  ECUACICN - -
. S " 7 LAECUACION

e [ RESWBNTESE
\  SSTITUYEEN |/
N LAGTRA

o e DO o0,

[ EnuNavas B, P / SUMARTERMINOS "\, /

. DELASECUAGIONES egiommet :’;\-;fg Rt SEMEINTESENLA |
e \ ECURCIONUNEAL /
SO b o

. DE AMBAS VAR EN
N LASOOSECUACIONES
g 1

Fuente: Pimienta, J. (2012). Estrategias de ensefianza-aprendizaje. México: Pearson.



