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INTRODUCCION

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

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

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

OBJETIVO GENERAL

El manual del médulo Mecanismos Infecciosos y Respuesta Inmune del Sistema
Estomatognatico (MIRISE) tiene como objetivo contribuir a la aplicacién préctica de los
conocimientos obtenidos en el componente tedrico como parte del proceso de formacion
integral del estudiante del tercer afio de la carrera de Cirujano Dentista en el area de
microbiologia e inmunologia. De tal manera que permite al estudiante comprender de una
mejor forma los aspectos fisiopatolégicos que se presentan en el organismo humano como
parte de los mecanismos de defensa, haciendo énfasis en cavidad oral. Siempre bajo las
siguientes premisas:

e Apoyar los conocimientos adquiridos en la teoria mediante la demostracion de fendmenos en
practicas.

e [Favorecer el aprendizaje de los alumnos por medio de técnicas de laboratorio.

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

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



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS LABORATORIOS DE
DOCENCIA MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO MECANISMOS
INFECCIOSOS Y RESPUESTA INMUNE DEL SISTEMA

ESTOMATOGNATICO
Cadigo Fecha de aprobacion Version Pagina
SGC-FESZ-CD-ML08 09/08/2024 1 6 /166

CRITERIOS DE EVALUACION DEL LABORATORIO

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

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

Diagrama de Flujo y Conocimientos previos
Trabajo desarrollado durante la practica.
Reporte de la practica, asi como su contenido.
Examenes formativos.

PN

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

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

a) OBJETIVO: Se describe la importancia y finalidad de realizar la practica.
b) INTRODUCCION: Debe contener antecedentes historicos, generalidades del tema,

fundamento y mecanismos de las reacciones o procesos que se llevan a cabo en la practica.

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

d) INTERPRETACION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES: Interpretacion que se hace
de los resultados obtenidos en la parte experimental, relacionando éstos con los conceptos
teoricos.

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

g) BIBLIOGRAFIA: Anotar los libros o articulos consultados segun los criterios de
Vancouver o APA.

En la evaluacién del reporte de la practica, se tomara la siguiente escala de calificacion:
Puntaje:

a) Objetivo 1.0
B) Introduccion 1.0
C) Resultados 2.5
D)Discusion y conclusiones 2.5
E) Cuestionario 2.0

F) Bibliografia 1.0
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e Examenes parciales: se realizaran cuatro evaluaciones parciales de laboratorio, de acuerdo
con el nimero y tematica de las practicas. Las evaluaciones no acreditadas se presentaran
en primera y segunda vuelta.

Para obtener una calificacion aprobatoria. es necesario que las evaluaciones de todos
los exdmenes de laboratorio sean mayores de 6.0.

e La calificacién total de laboratorio se determina con base al siguiente porcentaje:

a) Promedio de examenes 50%
b) Promedio de reportes 40%
¢) Promedio Diagramas de flujo y conocimientos previos 10%

e La calificacién aprobatoria de laboratorio es indispensable para tener derecho a la calificacién
final del Modulo.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS LABORATORIOS DE
DOCENCIA MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO MECANISMOS
INFECCIOSOS Y RESPUESTA INMUNE DEL SISTEMA

ESTOMATOGNATICO
Cadigo Fecha de aprobacion Version Pagina
SGC-FESZ-CD-ML08 09/08/2024 1 8 /166

CARRERA DE CIRUJANO DENTISTA

REGLAMENTO DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA E
INMUNOLOGIA

a. Toda persona que permanezca en el laboratorio deberd tener puesta una bata de
manga larga.

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

c. No se permitird la entrada a ningan alumno, pasados quince minutos del inicio de la
préactica.

d. Elgrupo en general es responsable de la limpieza y conservacién del equipo y materiales
comunes del laboratorio durante la practica.

e. Para el trabajo en el laboratorio, los integrantes del grupo formaran equipos con el
namero de personas que determine el profesor responsable del mismo.

f. Todos los alumnos que integran un equipo son responsables de la limpieza de su area
de trabajo durante la practica, asi como del material que se les suministre para llevarlas
a cabo, y de que ésta se encuentre limpia al terminar la sesi6on y abandonar el
laboratorio.

g. El material necesario para desarrollar una practica deberd ser solicitado en el
interlaboratorio, usando un vale impreso expresamente para dicho fin y adjuntando a éste
la credencial de la persona que firmé el vale.

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

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

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

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

|.  Durante el transcurso de una practica, el alumno sélo podra utilizar los aparatos que hay
en el laboratorio, si esta siendo asesorado por un profesor.
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m. Cada equipo de trabajo deberé traer para cada una de las practicas el material que le
indique su profesor:

e Un rollo de masking tape

e Pafio lavable para limpieza que no suelte pelusa

e Jabon para su limpieza personal

e Algodon

e Marcador

e Lapiz graso

e Asa bacteriologica

e Papelseda

o Toallas de papel para secarse las manos

¢ El material adicional que se requiera para cada practica

n. Se prohibe fumar y hacer uso inadecuado del equipo y las instalaciones del laboratorio
Se prohibe ingerir alimentos o bebidas en el interior del laboratorio

p. Durante su estancia en el laboratorio, los alumnos deberan apagar su teléfono celular,
cualquier otro aparato de comunicacion, debido a que en las practicas se maneja material
bioldgico y existe riesgo de contaminacion.

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

TIPO DE ESTADO ENVASADO COLOR
RESIDUO FISICO
Sangre Liquido Recipientes Rojo
herméticos
Cultivos y Solido Bolsas de Rojo
cepas de polietileno
agentes
infecciosos
Objetos Sdélido Recipientes Rojo
Punzocortantes rigidos de
* polipropileno
Sdélido Bolsas de Rojo
polietileno
No anatomicos Recipientes Rojo
herméticos

* Excepto material de vidrio de laboratorio roto, el cual se colocara en bosas de

papel gruesas etiquetadas con la siguiente leyenda “CUIDADO, VIDRIO ROTO”
Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Diario Oficial de la Federacién el 17 de febrero de 2003
Guia para el manejo de los residuos peligrosos bioldgico infecciosos en unidades de salud. Secretaria de
Salud. 2003. www.salud.gob.mx
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Practica No. 1

FACTORES DE PATOGENICIDAD DE MICROORGANISMOS DE CAVIDAD BUCAL

OBJETIVO
Identificar los factores de patogenicidad mediante los cuales las bacterias pueden producir

dafio en el organismo.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

Definir los siguientes conceptos:
v' Patogenicidad y virulencia
v" Microbiota

v Organismo oportunista

FUNDAMENTO TEORICO

El conocimiento de los factores de patogenicidad empleados por los microorganismos para
provocar dafo a las células, tejidos y 6rganos de nuestro cuerpo es relevante; ya que nos
permite tomar medidas de prevencion, asi como disefar estrategias de diagnostico y
tratamiento de las enfermedades. La patogenicidad de los microorganismos se refiere a su
capacidad para producir enfermedad en hospederos susceptibles, y con base en esta
propiedad las bacterias se dividen en dos grupos: patdégenas y no patégenas.

La capacidad patogénica de las bacterias se debe a caracteristicas intrinsecas de cada
especie. Algunas poseen determinados factores de patogenicidad, los cuales favorecen su
capacidad para ingresar al organismo; adherirse, colonizar e invadir los tejidos, asi como
evadir la respuesta inmunitaria del hospedero, procesos que en conjunto podrian resultar
en el desarrollo de una enfermedad.

La capacidad de los agentes patégenos de provocar una enfermedad, no solo depende de
los factores de patogenicidad que posean. Es muy importante, considerar los mecanismos
de defensa del hospedero. Generalmente, el despliegue de una respuesta inmunitaria
eficiente evitara el desarrollo de una patologia. De manera contraria, si los mecanismos de
defensa de un individuo no son eficientes, es muy probable que el agente patégeno logre

producir una enfermedad.
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El cuerpo humano, posee una microbiota, formada por un conjunto de microorganismos
que viven en equilibrio en diferentes sitios anatdomicos. Esta flora esta conformada
principalmente por bacterias no patdgenas y patdégenos oportunistas.

Generalmente los microorganismos de la microbiota no provocan enfermedades, incluso
muchos de ellos son necesarios para el correcto funcionamiento del organismo, por
ejemplo, los lactobacilos se encuentran en gran cantidad en el intestino y ayudan a la
digestion. Por otra parte, los microorganismos oportunistas, son aquellos capaces de
provocar enfermedades, cuando hay deficiencia de los mecanismos de defensa o
alteraciones en el microambiente que favorecen su crecimiento y proliferacion.

Como ya se menciono los factores de patogenicidad le confieren a la bacteria la capacidad
de adherirse, colonizar e invadir los tejidos, asi como evitar los mecanismos de defensa
del cuerpo humano. Para ello, ademas de poseer ciertas caracteristicas en su envoltura
bacteriana, también pueden producir toxinas y enzimas. En el siguiente apartado se

explican brevemente algunos ejemplos:

Factores de patogenicidad que favorecen la adherencia e invasion de los tejidos

v' Fimbrias: Son filamentos especializados que contienen adhesinas en uno de sus
extremos, que permiten a la bacteria adherirse a los epitelios 0 mucosas.

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

v' Hialuronidasa y colagenasa: Exotoxinas que degradan sus respectivos sustratos
intercelulares (acido hialurénico y colageno), que permiten la diseminacion de la
bacteria a través del tejido. Las producen principalmente Streptococcus pyogenes

y Prevotella melaninogenica, entre otras.
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Factores de patogenicidad que favorecen la evasién de los mecanismos de defensa

v' Capsula: Es una capa externa a la pared celular constituida de polisacaridos y
glicoproteinas, su funcién principal es proteger de la fagocitosis a las bacterias y
evita la fijacion del complemento. Su presencia esta altamente relacionada con la
virulencia de un microorganismo.

v' Coagulasa: Es una enzima producida principalmente por Staphylococcus aureus,
la cual acelera la produccion de un coagulo de fibrina a partir de fibrindgeno, este
coagulo protege a la bacteria de la fagocitosis.

v' Leucocidinas: Destruyen leucocitos, neutroéfilos y macrofagos facilitando el

desplazamiento bacteriano.

Otros factores de patogenicidad y virulencia muy importantes son la produccién de toxinas,

las cuales se clasifican en endotoxinas y exotoxinas:

v' Endotoxinas: Son lipopolisacaridos (LPS) que forman parte de la membrana
externa de las bacterias Gram-negativas. Desencadenan la respuesta inmunitaria,
causando fiebre, hipotension, vasodilatacion e inflamacion.

v' Exotoxinas: Son proteinas sintetizadas y secretadas por bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas. La toxicidad de estas sustancias es muy elevada y
generalmente causa mas dafo al organismo que la propia bacteria. Son
producidas por varios microorganismos entre ellos: Corynebacterium diphtheriae,
Clostridium tetani, Clostridium botulinum, etc. Algunas de las enfermedades
causadas por exotoxinas son la difteria, tétanos, gangrena gaseosa, botulismo,

antrax, choque toxico, fiebre escarlatina, diarrea, colera, tosferina, etc.

Algunos ejemplos de exotoxinas son:
v" Hemolisinas: Son exotoxinas que causan hemdlisis (lisis o ruptura de eritrocitos)
es producida principalmente por el género Streptococcus y Staphylococcus

coagulasa positivos.
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v Lecitinasa o fosfolipasa C: Enzima extracelular producida por ciertas bacterias
como Clostridium perfringens y Staphylococcus aureus entre otros, su funcion es
hidrolizar los fosfolipidos, principales componentes de la membrana celular.

v/ Catalasa: Enzima que rompe la molécula de peréxido de hidrégeno convirtiéndola
en agua y oxigeno libre.

v' Bacteriocinas: Son proteinas sintetizadas por una bacteria con el fin de inhibir el
crecimiento de bacterias similares o de cepas cercanas. Son producidas por
bacterias no patogénas de la flora normal, lo que contribuye al equilibrio de este

ecosistema, evitando la aparicion de patdgenos oportunistas.

En ocasiones la interaccion de las exotoxinas producidas por dos especies de
bacterias incrementa su capacidad de producir dafo en el organismo. Por ejemplo,
Streptococcus agalactiae al interactuar con Staphylococcus aureus (productor de

B —toxina) en agar sangre provoca un efecto conocido como CAMP positivo (del
inglés Christie, de Atkins y de Munich-Peterson); en el cual se potencializa la
hemdlisis. Lo anterior debido a que Streptococcus agalactiae (estreptococos del
grupo B) secretan el factor CAMP, una proteina termoestable, que difunde e
interactua con la B-hemolisina (también conocida como esfingomielinasa C)
secretada por Staphylococcus aureus. Dicha interaccion provoca un sinergismo de

la hemdlisis (punta de flecha).

MATERIAL Y REACTIVOS

Cepas bacterianas:

Staphylococcus aureus productor de B -toxina.
Streptococcus pyogenes

Streptococcus agalactiae

Medios de cultivo:

2 cajas con agar sangre de carnero al 5%

1 caja con agar yema de huevo
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Material:

Mechero e incubadora

SERVICIOS

Agua, luz y gas.

PROCEDIMIENTO

A) Hemolisinas

Firmar Carta de Consentimiento informado y con un hisopo estéril, tomar una muestra de
exudado faringeo de un companero y descargar en un extremo de una caja con agar
sangre, posteriormente realizar estria cruzada con el asa estéril e incubar por 24 horas a
37°C. Culminado el tiempo de incubacién, observar los tipos de hemdlisis que se presentan
y hacer lectura de la morfologia de las colonias aisladas.

B) Prueba de CAMP

En el centro de la caja con agar sangre, realizar una estria recta simple de Staphylococcus
aureus. Posteriormente, en un extremo de la estria anterior, colocar lo mas cerca posible,
una estria recta perpendicular con Streptococcus pyogenes; y otra al otro extremo con
Streptococcus agalactiae. Es importante que ninguna estria haga contacto. Incubar a 37°C
por 24 horas. Posteriormente, observar la presencia de una zona de hemdlisis con forma
de punta de flecha, en la union entre los Streptococcus agalactiae y Staphylococcus

aureus.

R,
,«:% S. aureus H‘g_

S. agalactiae ""

| ‘l — e e ¥

S. pyogenes

Fuente: Propia
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C) Catalasa

Colocar una gota de peroxido de hidrégeno (agua oxigenada) sobre un portaobjetos
perfectamente limpio y desengrasado. Tomar una muestra de Staphylococcus aureus y
homogenizar con la gota de perdoxido de hidrogeno (H202), observar cuidadosamente la
presencia o ausencia de burbujas, las cuales seran formadas si hay produccion de oxigeno
libre.

D) Lecitinasa

Inocular por estria cruzada, una muestra de Staphylococcus aureus en la caja con agar
yema de huevo, incubar a 37°C por 24 horas. Observar la formacion de un precipitado

opaco alrededor de las colonias.

PROCEDIMIENTO
Practica 1 Mecanismos de Patogenicidad
Catalasa Lectinasa Hemolisinas CAMP
= - - -

Staphylococcus aureus

/

Peroxido de hidrogeno
(H,0,)

>

l

Observar
cuidadosamente la
formacion de burbujas
por efecto de la
molécula de O, libre

\

Agar yema de huevo
o agar LV

l

24h/37°C

!

Observar la formacion
de precipitado opaco
alrededor de las
colonias

Tomar una muestra
de exudado faringeo

l

Agar sangre de carnero

|

24h/37°C

l

Observar los tipos de
hémolisis que se
presentan.Describir la
morfologia colonial

Staphylococcus aureus f — toxina
Streptococcus agalactia
Streptococcus pyogenes

l

Agar sangre de carnero

24 hr£°c

Observar la presencia de hemolisis
incrementada (zona con forma
punta de flecha )



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS LABORATORIOS DE
DOCENCIA MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO MECANISMOS
INFECCIOSOS Y RESPUESTA INMUNE DEL SISTEMA

ESTOMATOGNATICO
Cadigo Fecha de aprobacion Version Pagina
SGC-FESZ-CD-ML08 09/08/2024 1 17 /166

RESULTADOS
Leer la morfologia colonial, tipo de hemdlisis, presencia o ausencia de cada una de las

enzimas y/o toxinas mencionadas anteriormente en las 3 cajas.

CUESTIONARIO

1.- ¢, Cuadles son las principales diferencias entre exotoxinas y endotoxinas?

2.- Diferencie los conceptos de patogenicidad y virulencia.

3.- Mencione en qué tipo de infecciones de cavidad bucal intervienen los mecanismos de
patogenicidad demostrados en esta practica.

4.- Mencione que factores de patogenicidad posee Staphylococcus aureus.

5.- ¢ Qué tipo de hemdlisis se observé en la prueba de CAMP?

BIBLIOGRAFIA

Arce, M. (2009). Inmunologia e inmunopatologia oral. El Manual Moderno.

Brooks, G. F., Carroll, K. C., Butel, J. S., Morse, S. A. y Mietzner, T. A. (2011). Microbiologia
médica. (25.2 ed.). McGraw Hill.

Carrol, K. C., Stephen, A. M. y Mietzner, T. A. (2016). Microbiologia médica. (27.2 ed.).
McGraw Hill-Interamericana.

Engleberg, N. K., Di Rita, V. J. y Dermody, T. S. (2013). Mecanismos de las enfermedades
microbianas. (5.2 ed.). Filadelfia.

Gonzaélez, F. R. M. y Molina, L. J. ( 2009). Microbiologia bucal. (4.2 ed.) Méndez Editores.
Liébana, U. J. (2002). Microbiologia oral. (2.2 ed.). McGraw Hill-Interamericana.

Male, D., Brostoff, J., Roth, D. B. y Roitt, |. (2014). Inmunologia. (8.2 ed.). Elsevier.

Marsh, P. D. y Martin M. V. (2011). Microbiologia oral. (5.2 ed.). Amolca.

Negroni, M. (2018). Microbiologia estomatolégica: fundamentos y guia practica. (3.2 ed.).
Médica Panamericana.

Ryan, J. K. y Ray, C. G. (2017). Microbiologia médica de Sherris. (6.2 ed.). McGraw Hill-

Interamericana.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS LABORATORIOS DE
DOCENCIA MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO MECANISMOS
INFECCIOSOS Y RESPUESTA INMUNE DEL SISTEMA

ESTOMATOGNATICO
Cadigo Fecha de aprobacion Version Pagina
SGC-FESZ-CD-ML08 09/08/2024 1 18 /166

Spicer, W. J. (2009). Microbiologia clinica y enfermedades infecciosas: texto y atlas en
color. Elsevier.

Struthers, J. K. y Westran, R. P. (2005). Bacteriologia clinica. Masson.

Tay, Z. J. (2011). Microbiologia y parasitologia clinica. (4.2 ed.). Méndez Editores.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS LABORATORIOS DE
DOCENCIA MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO
MECANISMOS INFECCIOSOS Y RESPUESTA INMUNE DEL SISTEMA

ESTOMATOGNATICO
Cadigo Fecha de aprobacion Version Pagina
SGC-FESZ-CD-ML08 09/08/2024 1 19 /166

Practica No. 2
IDENTIFICACION DE STAPHYLOCOCCUS

OBJETIVO
El alumno diferenciard especies patdgenas y no patdgenas del género

Staphylococcus.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

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

1. Morfologia de las bacterias del género Staphylococcus.

2. Elaborar una tabla comparativa con los factores de patogenicidad presentes en

Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis.

FUNDAMENTO TEORICO

Las bacterias que pertenecen al género Staphylococcus, son cocos Gram+ y se
pueden encontrar aislados, en pares o formando racimos irregulares, son
inmoviles, no esporulados y pueden producir capsula bajo ciertos estimulos
ambientales. Los estafilococos se encuentran en las mucosas y piel de los seres
humanos, las dos especies que se asocian al desarrollo de enfermedades son
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis. Ambos son aerobios y
anaerobios facultativos, relativamente resistentes al calor y desinfectantes. El S.
aureus se considera el miembro mas virulento del género.

Es el colonizador mas frecuente en la poblacién humana y se considera el principal
patogeno oportunista causante de la mayor morbilidad y mortalidad a nivel mundial.
Se ha visto que la colonizacion por la bacteria es un factor de riesgo para
posteriormente tener una infeccion, cuya intensidad va desde infecciones menores
de la piel y mucosas, a infecciones invasivas y graves de 6rganos Yy tejidos que
ponen en peligro la vida. En la siguiente tabla se mencionan algunas de estas

enfermedades:
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Infecciones de la

piel y mucosas

Infecciones

invasivas y graves

Foliculitis
Forunculosis
Celulitis
Impétigo
Conjuntivitis

Sindrome de piel

Bacteriemias
Endocarditis
Meningitis
Osteomielitis
Neumonia

Mastitis

El desarrollo de |las
enfermedades no solo se debe a
la presencia fisica de S. aureus,
sino también a las toxinas que
producen (Toxicosis), ejemplo de
lo anterior son las intoxicaciones
con alimentos y el Sindrome de

choque toxico.

ZARAGOZA

escaldada Artritis séptica

Enterocolitis Se considera que los

estafilococos son causa de

Abscesos profundos

ciertas infecciones de la cavidad
bucal y de los dientes, donde compiten con los estreptococos. Se ha demostrado
que en la mayoria de las infecciones supurativas de cavidad oral, se encuentra
involucrado este género; y mediante el uso de cultivos se ha identificado a
Staphylococcus aureus en muestras de conductos radiculares infectados y

abscesos dentales.

S. aureus posee diferentes factores de patogenicidad que le permiten evadir
el sistema inmunolégico y afectar el desarrollo de una respuesta inmunitaria
adaptativa, debido a lo anterior la infeccibn con esta bacteria no induce una
inmunidad protectora, por lo que las infecciones pueden ser recurrentes. A

continuacion, se explican algunos de ellos:

Factores de patogenicidad de Staphylococcus aureus

v/ Catalasa: Esta bacteria expresa la enzima catalasa, la cual hidroliza al peréxido
de hidrégeno, produciendo agua y oxigeno, mecanismo que le permite evadir
algunos mecanismos de la respuesta inmunoldgica innata. Mientras que, en las
pruebas de laboratorio, ayuda a diferenciar a los Staphylococcus de los

Streptococcus, ya que los ultimos no expresan dicha enzima.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS LABORATORIOS DE
DOCENCIA MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO
MECANISMOS INFECCIOSOS Y RESPUESTA INMUNE DEL SISTEMA

ESTOMATOGNATICO
Cadigo Fecha de aprobacion Version Pagina
SGC-FESZ-CD-ML08 09/08/2024 1 21 /166

Hemolisinas: Esta bacteria produce diferentes tipos de hemolisinas, las cuales
son capaces de lisar a los eritrocitos, este evento se denomina hemoalisis.

Los tipos de hemdlisis pueden ser alfa (hemdlisis parcial, se observa un halo
verdoso), beta (hemdlisis total, se observa un halo transparente) y gama (sin
hemolisis). El tipo de hemolisis también permite diferenciar a las especies
patdgenas de las no patdgenas, ya que Staphylococcus epidermidis no es

capaz de producir hemolisis.

Coagulasa: La coagulasa es una proteina que induce la conversion de fibrinégeno
en fibrina, lo que resulta en la formacion de un coagulo. Asi, cuando
Staphylococcus aureus esta en contacto con la sangre, se recubre de una capa de
fibrina que le protege de la fagocitosis. En el laboratorio la prueba de coagulasa
también permite diferenciar a las especies patdgenas y no patégenas de este

género.

B-Lactamasas: Es una enzima que hidroliza el anillo beta-lactdmico de algunos
antibidticos (penicilina, cefalosporinas, etc). Staphylococcus aureus expresa esta
enzima, lo que le confiere resistencia contra estos antibioticos. Lo anterior favorece
gue esta bacteria, actualmente sea una de las causas de infecciones

nosocomiales.

DNAsas: Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis producen estas
enzimas, las cuales son capaces de romper los enlaces fosfodiéster del DNA. Este
factor de patogenicidad permite que estas bacterias puedan evadir el ataque de

los neutroéfilos.

Toxina exfoliativa: Esta toxina de Staphylococcus aureus esta constituida por lo
menos por dos proteinas que producen la descamacion de los queratinocitos en el

sindrome estafilocécico de piel escaldada.
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v' Hialuronidasa: Degrada el acido hialurénico de la matriz extracelular del tejido

conjuntivo facilitando la diseminacion de la infeccion.

Estrategias para diferenciar las especies patdbgenas y no patdgenas de

Staphylococcus

Mediante cultivos y pruebas bioquimicas es posible diferenciar a las especies de
bacterias patdgenas y no patégenas. Por ejemplo, el agar Vogel Johnson inhibe el
crecimiento de la mayoria de las bacterias debido a la presencia de telurito. Sin
embargo, los Staphylococcus patégenos, son capaces de reducir el telurito a teluro
metalico, produciendo colonias de color negro.

Staphylococcus aureus es halofila y puede crecer en presencia de cloruro de sodio
al 10%, estas condiciones de cultivo se obtienen al emplear el agar selectivo S110.
Mientras que el agar sal y manitol, permite observar la fermentacion del manitol, ya
gue la generacion de desechos acidos, induce disminucion del pH y viraje del rojo
de fenol a amarillo.

CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE LOS ESTAFILOCOCOS

CARACTERISTICAS S. aureus S. epidermidis
Pigimento de colonias en agar Amarillo Blanco
S-110
Agar Sal y Manitol + -
Agar Vogel Jonhson Negro Blanco
Coagulasa + -
Hemolisinas + -
Lipasa - -
Catalasa + +
Fermentacidn de azucares
Fermentacion de manitol + -
Fermentacion de sacarosa + +
Fermentacion de glucosa en + -
aerobhiosis

Fuente: Propia
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MATERIAL Y REACTIVOS

Cepas: Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

MEDIOS DE CULTIVO: 1 caja con agar sal y manitol
1 caja con agar S-110
1 caja con agar sangre de carnero

1 caja con Vogel Johnson

TUBOS: 2 tubos con caldo glucosa con rojo de fenol
2 tubos con caldo manitol con rojo de fenol

1 tubo con plasma citratado

MATERIAL Y EQUIPO: Hisopo
Portaobjetos
Mechero
Incubadora
Centrifuga

REACTIVOS: Peroxido de Hidrogeno

SERVICIOS: Agua, luz y gas.

PROCEDIMIENTO

A) FERMENTACION DE MANITOL: Sembrar, por estria cruzada, una caja con agar
sal y manitol, la mitad de la caja con Staphylococcus aureus y la otra mitad con
Staphylococcus epidermidis. Incubar a 37°C de 24-48 horas.

B) PRODUCCION DE HEMOLISINAS: Sembrar por estria cruzada, una caja con
agar sangre, la mitad con Staphylococcus aureus y la otra mitad con

Staphylococcus epidermidis. Incubar a 37°C de 24-48 horas.
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C) PRODUCCION DE COAGULASA: Firmar la carta de consentimiento informado
y extraer 5 ml de sangre de un compafiero del grupo y colocarla en dos tubos con
EDTA, agitar suavemente y centrifugar a 1,000 rpm durante 3 minutos. Extraer el
plasma con una pipeta Pasteur y distribuirlo en tubos de ensaye pequefos.

En un tubo con plasma citratado, inocular una asada de Staphylococcus aureus.

Incubar de 1 a 3 horas a 37° C.

D) PRODUCCION DE CATALASA: Sobre un portaobjetos, colocar dos gotas de
peréxido de hidrégeno (sin que se toquen), posteriormente tomar una asada
Staphylococcus aureus y suspenderla en una de las gotas de peroxido, repetir el

procedimiento en la otra gota, con una asada de Staphylococcus epidermidis.

E) MEDIOS DE CULTIVO DIFERENCIAL Y SELECTIVO:

Agar Vogel Johnson: Sembrar por estria cruzada, la mitad de la caja con
Staphylococcus aureus y la otra mitad con Staphylococcus epidermidis. Incubar a
37°C de 24-48 horas.

Agar S-110: Sembrar por estria cruzada, la mitad de la caja con Staphylococcus
aureus Yy la otra mitad con Staphylococcus epidermidis. Incubar a 37°C de 24-48

horas.

F) PRUEBAS BIOQUIMICAS:

Tubos de glucosa con rojo de fenol: inocular una asada por agitacion con
Staphylococcus aureus y otro tubo con Staphylococcus epidermidis.

Tubos de manitol con rojo de fenol: inocular una asada por agitacion con

Staphylococcus aureus y otro tubo con Staphylococcus epidermidis.
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Practica 2 Identificacion de Staphylococcus

Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermis

VAR | l ! \

/

Pruebas especiales Aislamiento en medios selectivos

(utilizar la mitad de la placa para cada cepa )

! ! ! !

Acido a partir
de carbohidratos

\

Hemolisis

!

Agar sangre de
carnero

L P4

/ __.

S

Catalasa Coagulasa Agar S-110 Agar sal y Agar Vogel Caldo glucosa + rojo fenol
manitol Johnson Caldo manitol + rojo fenol
Peroxido
de hidrogeno | ,
(H,07) \ Y X
L N AL N\ ¥y g
- 0
C11i(?al<)‘lscfsl:§;11te AT 24/ 37°C 240/ 37°C 24h/ 37°C
la formacion de Obsel‘/ﬂ_l' la
burbujas por formacion l
efecto de la d? un
molécula de O, coagulo

Observar y describir la morfologia colonial
caracteristica

Observar la
formacion de
acido a partir

de cada
carbohidrato

libre

Observar los tipos
de hemolisis que
se presentan.
Describir la
morfologia
colonial
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RESULTADOS

De cada una de las cajas de agar sembradas reportar morfologia colonial.

En la caja de agar sal y manitol observar cambio de coloracion del medio por efecto
de la fermentacion del manitol.

En la caja agar Vogel Johnson, Staphylococcus aureus producen colonias
pequefias, negras y halo amarillo. Mientras que Staphylococcus epidermidis
genera colonias pequefias, negro-grisaceas y sin halo.

En la cajade agar S 110, las colonias de Staphylococcus aureus son lisas, redonda
de bordes enteros, cremosas de color amarillo. Mientras que Staphylococcus
epidermidis genera colonias lisas, de forma circular con bordes enteros
ligeramente irregulares de color blanco.

En la caja de agar sangre, debe identificar los tipos de hemdlisis.

En la prueba de coagulasa se debe observar la ausencia o presencia de un coagulo
blanco.

En la prueba de catalasa, se debe observar de manera inmediata la formacion de
burbujas, en cuyo caso la prueba se reporta como (+), si no hay burbujeo se reporta
QF

En las pruebas bioquimicas reportar cambio de coloracion de rojo a amarillo como

(+), si no hay cambio de color se reporta como (-).

CUESTIONARIO

1.

Esquematice, como actua la coagulasa producida por Staphylococcus aureus
sobre el peréxido de hidrogeno y su importancia en la patogenia.

Mencione los factores de patogenicidad que produce Staphylococcus aureus en
un absceso periapical.

Describa la conducta a seguir en un paciente que presente un absceso periapical
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FES
ZARAGOZA

PréacticaNo. 3
MICROORGANISMOS DE IMPORTANCIA EN CARIES DENTAL

OBJETIVO
Identificar las caracteristicas metabdlicas, fisioldgicas y morfoldgicas de algunos

microorganismos involucrados en el desarrollo de caries dental.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

1. Definicion de caries dental.

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

3. Importancia de Streptococcus mutans en la formacion de placa dentobacteriana.

FUNDAMENTO TEORICO

La caries dental es una enfermedad multifactorial en la cual intervienen factores intrinsecos y
extrinsecos para su desarrollo; el aspecto microbiolégico como factor extrinseco, es uno de los
principales productores de caries.

El conocimiento profundo de los microorganismos involucrados en el desarrollo de caries dental es
de suma importancia para el Cirujano Dentista, ya que se enfrentara diariamente a esta patologia
durante su practica profesional. Teniendo como base dicho conocimiento, podra aplicar medidas
preventivas contra esta enfermedad bacteriana, considerada actualmente por la Organizacion
Mundial de Salud (OMS) como la enfermedad de mayor prevalencia.

La cariologia moderna considera que en el desarrollo de caries dental intervienen elementos

adicionales relativos al hospedero, entre los que estan:

1. Factores 2. Habitos higiénico- 3. Anatomia dental
socioeconémicos dietéticos
4. Factores culturales 5. Saliva 6. Tiempo

7. Respuesta inmune

8. Microorganismos
cariogénicos
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Figura1: Factores asociados al desarrollo de caries dental

Saliva: composicion, flujo,
capacidad buffer- pH
Malposiciény anatomiadentaria
Fact, culturales

Fact. socioeconomicos: fluoruros
Respuesta inmune

Dientes (estructuracomposicién)

Microbiota cariogénica de
la cavidad bucal:

Tiempo que permanece la
placadentobacteriana
cariogénica organizada
sobre la superficie dental Streptococcus mutans

Lactobacillus ocidophilus

Todos los factores interactian durante el desarrollo de la caries dental. Imagen tomada y modificada de:
Esquema Tetrafactorial de Newbrun, 1978.

Como sabemos, después del cepillado dental en un lapso no mayor a 2 horas se forma la pelicula
adquirida, la cual se encuentra libre de bacterias de forma inicial; posteriormente se lleva a cabo la
colonizacion bacteriana de las superficies dentales en dos momentos:

1. Colonizacion primaria (adherencia bacteriana a la pelicula adquirida).

2. Colonizacién secundaria (agregacion interbacteriana y multiplicacién).

La colonizacién primaria se inicia una vez establecida la pelicula adquirida en la cual comienzan a
depositarse las primeras poblaciones bacterianas colonizadoras como Streptococcus del grupo
viridans y géneros como Lactobacillus, Actinomyces, etc.

La colonizacién secundaria se divide en dos fases:

a) Agregacion interbacteriana: El desarrollo de la poblacién bacteriana es un proceso progresivo
durante el cual la placa aumenta de grosor y complejidad (placa en transformacion).

En esta etapa el mecanismo de adherencia y adicion bacteriana depende exclusivamente de la
sintesis extracelular de polimeros a partir del desdoblamiento de la sacarosa; Streptococcus mutans
produce en presencia de este carbohidrato, polimeros adherentes llamados dextranas y mutanas que
permiten la colonizacion de otros microorganismos, también actlan las levanas que serviran como

nutrientes para los microorganismos, dando paso a la siguiente fase.
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b) Multiplicacion: Al principio la poblacion bacteriana esta constituida por cocos Gram positivos,
transformandose rapidamente en una placa compleja que incluye otros cocos, bacilos y filamentos.
Por otra parte, los microambientes acidos creados por los colonizadores primarios facilitan el
desarrollo de diferentes géneros tales como Lactobacillus y Veillonella que prefieren un medio &cido
para su desarrollo.

Dentro del proceso de caries dental, participa de forma importante el género Streptococcus del grupo
viridans; estos son descritos como cocos Gram positivos, de forma esférica u oval, que se agrupan
en pares o cadenas, inméviles, no esporulados, catalasa negativos, aerobios y anaerobios
facultativos con crecimiento 6ptimo a 37°C; al fermentar azlUcares producen acido lactico y férmico,
etanol y bioxido de carbono.

Estas bacterias son consideradas parte de la microbiota bucal y al ser cultivadas en su medio
selectivo agar mitis salivarius, presentan colonias altas, convexas, puntiformes, celestes, mucoides,
opacas, que miden 0.5 a 1 mm de didmetro y tienen aspecto de vidrio esmerilado. Las especies del
grupo viridans son:

« Streptococcus mutans: Esté relacionado con el inicio de la placa dentobacteriana y su presencia en
ella implica cariogenicidad, fue descrito por primera vez por Clarke en 1924.

» Streptococcus sanguis: En un papel antagénico, inhibe la presencia de S. mutans debido a la
produccion de peroxido de hidrégeno, por lo cual se ha asociado con sitios libres de caries.

» Streptococcus salivarius: Se encuentra en pocas cantidades en la placa dentobacteriana y en caries
profundas.

» Streptococcus mitis: Se encuentra en la placa dentobacteriana, pero se asocia a sujetos libres de
caries debido también a la produccion de peréxido de hidrégeno. Sin embargo, es la bacteria mas
frecuentemente asociada a endocarditis bacteriana.

Otros microorganismos involucrados en el proceso de caries dental son los lactobacilos, se ha
encontrado que las especies. L. casei/paracasei, L. fermentum, L. rhamnosus, L. gasseri, L.
salivarius y L. plantarum estan presentes en adultos, jovenes y nifios con lesiones cariosas
profundas.  El Lactobacillus acidophylus es considerado un colonizador secundario de la placa
dentobacteriana. Son bacilos Gram positivos, microaeréfilos o anaerobios, acidogénicos, aciduricos,
generalmente inmdviles, con requerimientos nutricionales complejos. Algunas especies como L.
acidophylus y L. casei, producen acido lactico como producto final de su metabolismo

(homofermentativos) y otras como L. fermentum y L. brevis, producen diferentes acidos organicos y
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gas (heterofermentativos). Su medio de cultivo selectivo es agar rogosa. Estas bacterias se han
aislado de caries activas y profundas, ya que tienen accion sinérgica con S. mutans en el avance de
caries en dentina.

Se ha encontrado que los lactobacilos de la cavidad bucal de nifios provienen de la cavidad bucal de
las madres, debido al contacto cercano, asi como de los alimentos que ellos comen incluyendo leche
y diferentes productos fermentados.

Los Actinomyces son comunes en la placa supragingival humana, en caries radicular y en
enfermedad periodontal. Estos son bacilos Gram positivos, rectos o

curvos ocasionalmente ramificados, pleomorficos, anaerobios, microaerofilicos o facultativos, que
forman micro colonias en 24 a 48 horas de cultivo y crecen en un medio enriquecido como agar
sangre.

Dentro de este grupo se encuentran A. viscosus, A. israelii, A bovis, A. naeslundii, y otras bacterias
como Arachnia propionica y Rothia dentocariosa. Las pruebas bioguimicas o de metabolismo
microbiano sirven para identificar plenamente la especie de un microorganismo, es la unica forma
para asegurar qué microorganismo estamos cultivando. Por ejemplo: si sembramos en un medio
selectivo para Staphylococcus, podemos asegurar que lo que crecera seran microorganismos de
este género, pero no podremos decir la especie hasta no realizar las pruebas bioquimicas. Estas
pruebas son muy variadas, generalmente se basan en la capacidad de cada especie microbiana para
fermentar azucares, formar gas, producir 4cidos, etc. Teniendo estos resultados, se debe acudir a
tablas que se encuentran en la gran mayoria de los libros de microbiologia. En este caso se anexan

a esta practica las tablas necesarias para identificar los microorganismos que aislaremos.

MATERIAL Y REACTIVOS

Medios de cultivo:

1 caja de agar mitis salivarius (SMS).

1 caja de agar rogosa.

1 caja de agar sangre de carnero al 5% (AS).

1 tubo caldo tioglicolato + suero de conejo al 1% + diente extraido con caries (donado en la clinica

Zaragoza) con 72 horas de incubacion a 37°C.
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Pruebas bioquimicas:
Streptococcus

1 tubo caldo manitol con rojo de fenol
1 tubo caldo sorbitol con rojo de fenol
Lactobacillus

1 tubo caldo salicina con rojo de fenol
1 tubo caldo sorbitol con rojo de fenol
Catalasa:

1 frasco con peroéxido de hidrégeno

1 portaobjetos

Tincion de Gram: cristal violeta, lugol, alcohol-acetona y safranina

Material y Equipo:

Hisopo

Mechero

Incubadora

SERVICIOS

Agua, luz y gas.

PROCEDIMIENTO

Esta practica se realiza en dos sesiones:

Primera sesién

A) Streptococcus

- Tomar con un hisopo estéril una muestra de caldo tioglicolato + suero de conejo al 1% + diente con
caries con 72 horas de incubacion a 37°C y realizar en un extremo de la caja de agar mitis salivarius
la descarga, posteriormente, realizar con el asa estéril la estria cruzada. Etiquetar la caja e incubar a
37° C en atmosfera parcial de anaerobiosis por 48 horas.

B) Lactobacillus

- Tomar con un hisopo estéril una muestra del caldo tioglicolato + suero de conejo al 1% + diente con
caries, con 72 horas de incubacion a 37°C y realizar en un extremo de la caja de agar rogosa la
descarga, posteriormente, realizar con el asa estéril la estria cruzada. Etiquetar la caja e incubar a

37° C por 48 horas en atmosfera parcial de anaerobiosis.
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C) Actinomyces

- Tomar con un hisopo estéril una muestra del caldo tioglicolato + suero de conejo al 1% + diente con
caries, con 72 horas de incubacion a 37°C y realizar en un extremo de la caja de agar sangre la
descarga, posteriormente, realizar con el asa estéril la estria cruzada. Etiquetar la caja e incubar a

37° C por 48 horas en atmdsfera parcial de anaerobiosis.

Segunda sesion

A) De la caja de agar rogosa

[0 Tomar una colonia y sembrar el tubo caldo salicina con rojo de fenol por agitacion.

[0 Tomar una colonia y sembrar el tubo caldo sorbitol con rojo de fenol por agitacion.

Etiquetar los 2 tubos e incubar a 37°C por 24 horas.

B) De la caja de agar mitis salivarius

[0 Tomar una colonia y sembrar el tubo caldo manitol con rojo de fenol por agitacion.

[0 Tomar una colonia y sembrar el tubo caldo sorbitol con rojo de fenol por agitacion.

Etiquetar los 2 tubos e incubar a 37°C por 24 horas.

C) Realizar la prueba de catalasa y la tincion de Gram de una colonia caracteristica de cada una de

las tres cajas sembradas en la primera parte de esta practica.
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Practica 3 Microorganismos de importancia en caries dental

Primera sesion

Caldo tioglicolato

7
Suero de conejo al 1%

Diente con caries Tomar una muestra con el
72h 37°C. hisopo estéril y descargar en

las cajas de agar

/ l \

E 1

Agar mitis salivarius Agar rogosa Agar sangre de carnero
\ - = = \) \
Aislamiento { )
N A \ V4 N V4
24-48h / 37°C anaerobiosis parcial 24-48h / 37°C anaerobiosis parcial
Segunda Sesion 1 l
Pruebas
bioquimicas
Caldo manitol + rojo fenol Caldo salicina + rojo fenol
Caldo sorbitol + rojo fenol Caldo sorbitol + rojo fenol
Catalasa > =

y tincidn de Gram
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RESULTADOS DE LA PRIMERA Y SEGUNDA SESION

Nota: Esta es una practica en dos sesiones, pero se entregara un solo reporte de

practicas.

- Streptococcus:

Describir la morfologia de una colonia aislada en la placa de agar mitis salivarius,

reportar los resultados correspondientes a la prueba de catalasa, tincion de Gram y de las pruebas
bioquimicas, mencionando con base en los resultados el género y especie de la bacteria cultivada
(auxiliarse de la tabla 1).

- Lactobacillus:

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

- Actinomyces:

Describir la morfologia de una colonia aislada en la placa de agar sangre, reportar los resultados
correspondientes a la prueba de catalasa y tincion de Gram de las colonias desarrolladas en este

medio.

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

Tabla 2: Diferenciacion de lactobacilos

CUESTIONARIO

1.- Explique la patogenia de la caries dental.

2.- ¢Cual es la importancia de los microorganismos anaerobios en la produccién de caries dental?
3.- Explique ¢ por qué se agrega sacarosa al agar mitis salivarius?

4.- ;Por qué es selectivo el agar rogosa para los lactobacilos?

5.- Defina caries dental dando un enfoque multidisciplinario.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO MECANISMOS INFECCIOSOS Y RESPUESTA o
INMUNE DEL SISTEMA ESTOMATOGNATICO =
Cédigo Fecha de aprobacion Version Péagina
SGC-FESZ-CD-MLO08 00/07/2024 1 36 /166

BIBLIOGRAFIA

1. Brooks G.F., Carroll K.C., Butel J.S., Morse S.A., Mietzner T.A.. (2011). Microbiologia médica (25a.
ed.) México: Mc Graw Hill.

2. Carrol K.C., Morse S.A., Mietzner, T.A., Miller, S. (2016). Microbiologia médica (27a ed.) México: Mc
Graw Hill.

3. Levinson W., & Jawetz E. (2006). Microbiologia e inmunologia médicas: evaluacion, repaso (82 ed.)
México: Manual Moderno.

4. Liébana U.J. (2002). Microbiologia oral (2a. ed.) Espafia: Mc Graw Hill-Interamericana.
Negroni M. (2018). Microbiologia estomatoldgica: fundamentos y guia practica (32 ed.) Buenos Aires:
Médica Panamericana.

6. Ruiz A., & Moreno G. (2006). Tratado SEIMC de enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica.
Espafia: Médica panamericana.

7. Zezhang T.Wen, Xiaochang Huang, Kassapa Ellepola, SumeiLiao and Yihong Li. (2022).
Lactobacilli and human dental caries: more than mechanical retention. USA; Department of Public

and Ecosystem Health, College of Veterinary Medicine, Cornel University, Ithaca.

Tabla 1. Diferenciacion de algunos Streptococcus del grupo viridans

Especie S. S. rattus S.sobrinus S. S. ferus
mutan crisetus
S
Serovar E F B D G H A C
Determinante glucosa glucosa galactosa galactosa galactosa N | glucosa ND
antigenico (8) (1-4) (@) (B) (1-6) D| (B) (1-6)
(serovar) (1-4)
Carbohidrato de glucosa galactosa glucosa / glucosa / glucosa /
pared celular / / ramnosa lactosa / lactosa / ramnosa
ramnos ramnosa ramnosa
a

Fermentacion

Manitol + + + + + + + +
Sorbitol + + + +/- +/- - + +
Rafinosa + + + - - - +
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Tabla 2. Diferenciacion de lactobacillus

Especie 2 13|4|5[|61|7 |8 9 |10
Crecimiento a 15° C - |- |- |+|+ |+ |D - |-
Crecimiento a 45° C + |+ |+ |d]- |- |- + | -
Gas de glucosa - - -+ + | -
Produccién de acido a partir de carbohidratos
Arabinosa -l -1 -1dl-1- D[ -
Galactosa DIl -1+1+1+wl- T N
Lactosa -|d|+|d|+]|d|D + +
Maltosa + |+ ]+ +]+]+] - + | +
Manitol -l -+ |+ |+ d] - - | D
Molecitosa e e o R - -
Salicina +|+|d|+|+]|-]|D - -
Sorbitol - -11(1({1] -] - - -
Trehalosa + |+ |+ |+ |+ -] - - -
Reduccion de nitratos N e - B

1.- Lactobacillus acidophilus
2.- Lactobacillus jenseni

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

6.- Lactobacillus plantarum

7.- Lactobacillus brevis

8.- Lactobacillus celobiosus

9.- Lactobacillus fermenti

10.- Lactobacillus odontolyticus

+ =85 a 100% de las cepas son
positivas

- =15 % de las cepas son positivas
d =16 a 84 % de las cepas son
positivas

w = reaccion débil

| = reaccion tardia

ZARAGOZA
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PréacticaNo. 4
PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD A CARIES DENTAL

OBJETIVO

Conocer algunas de las pruebas de laboratorio utilizadas para determinar la

susceptibilidad a desarrollar caries.

CONOCIMIENTOS PREVIOS:

1.- Describir a los agentes causales microbianos de la caries dental.

2.- Relacionar la placa dentobacteriana (biofilm) y la caries dental.

3.- Describir las caracteristicas metabdlicas de los microorganismos cariogénicos

FUNDAMENTO TEORICO

Las pruebas de susceptibilidad de caries se han empleado durante muchos afios en la investigacion
odontoldgica y algunas se han adaptado para el uso rutinario en el consultorio dental. Estas pruebas
son Utiles para el diagndstico y prondstico de la susceptibilidad de desarrollo de caries del individuo,
son capaces de predecir la formacion de caries con 3 a 6 meses de anticipacion y se basan en la
teoria acidogénica de la caries, es decir, en la presencia, nimero y accion de los microorganismos
gue metabolizan carbohidratos.

Actualmente en la practica clinica es posible identificar la presencia de Streptococcus mutans y de
Lactobacillus en saliva mediante métodos comerciales o de laboratorio sencillos como: Dentocult LB
(Lactobacillus), Dentocult SM (Streptococcus), prueba de Snyder, prueba de fermentacion de manitol,
determinacion de fluido salival y determinacion de la capacidad amortiguadora salival.

Las primeras dos pruebas; Dentocult SM, es selectiva para Streptococcus mutans y la Dentocult LB
para Lactobacillus se basan en la densidad de crecimiento en la tira por UFC/ml (unidades
formadoras de colonias por mililitro) de saliva, el kit contiene una guia para catalogar al paciente con
bajo, medio y alto recuento de bacterias y por lo tanto un alto, medio, bajo o nulo riesgo de padecer
caries dental.

La prueba de Snyder y fermentacion de manitol determina la capacidad de los

microorganismos de fermentar carbohidratos y producir acido.
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PRUEBA DE MANITOL

Es una prueba disefiada para detectar Streptococcus mutans por su capacidad de fermentar manitol,
ya que es el tnico Streptococcus Gram positivo de la cavidad bucal que fermenta este carbohidrato
acidificando el medio; se utiliza el colorante parpura de bromocresol que en pH neutro es de color
morado, y cambia a color blanco en 24 horas cuando se acidifica. Esta prueba es solo cualitativa, es
decir solo evidencia la presencia de Streptococcus mutans pero no indica el nimero de bacterias

presentes.

PRUEBA DE SNYDER

Se utiliza para determinar la capacidad de los microorganismos de la saliva para producir acidos,
contiene glucosa y un indicador de pH llamado verde de bromocresol, el cual vira de verde (neutro)
hacia amarillo (acido) al ser fermentado el carbohidrato. Esta prueba es cualitativa ya que indica el
riesgo a caries por la velocidad de cambio de color o acidificacién del medio, con una lectura de 24,
48 y 72 horas.

Todas estas pruebas microbiolégicas auxilian en la prevencion de caries dental y estan apoyadas
basicamente en la capacidad de Streptococcus mutans y Lactobacillus de fermentar carbohidratos

produciendo &cidos los cuales inician la desmineralizacién del esmalte dental.

MATERIAL Y REACTIVOS
2 tubos con medio Snyder
2 tubos con caldo Manitol con purpura de bromocresol
2 tubos de ensaye estériles
2 pipetas estériles de 1 ml
1 gradilla

1 mechero

Bafio Maria

EQUIPO

Incubadora.

SERVICIOS: Agua, luz, gas
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PROCEDIMIENTO

1- Firmar cartas de consentimiento informado y colectar dos muestras de saliva de diferentes
donadores, en un tubo de ensaye estéril cada uno, etiquetando los tubos de cada donador, siempre
cerca del mechero y levantar indice CPO a cada uno de los donadores de saliva.

Medio Snyder:

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

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

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

4- Repetir los puntos 2 y 3 con el segundo donador.

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

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

Caldo Manitol

1-Tomar 0.5 ml de saliva y colocarla en el tubo con caldo manitol.

2- Agitar hasta que la saliva y el medio queden perfectamente mezclados.
3- Repetir los puntos 1y 2 con el segundo donador.

3- Incubar a 37° C por 24 horas.

4- Leer cambio de color.
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Practica 4 Pruebas de susceptibilidad a caries

Colectar muestra de saliva . N
Colocar el medio Snyder en bano

Maria hasta que su consistencia sea
liquida

Medir 0.5 ml de saliva para inocular cada medido 1

4 N

Caldo manitol + purpura de bromocresol
Medio de Snyder liquido

Agitar para obtener una mezcla homogénea Agitar antes de que el medio se enfrié para obtener una
mezcla homogénea

24h /37°%¢
Observar la aCt.I}'ldad 'd_c caries por Stap/ylococcus mutans Observar la actividad de caries por Lacrobacillus spp. con
conla produccion de “C‘d(? a partir de manitol. El indicador la produccion de dcido a partir de glucosa. Fl indicador
vira del color purpuraal color amarillo. vira del verde al amarillo.

Si no existe vire a las 24h, incubar por 24h o hasta48 h
mas
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RESULTADOS

PRUEBA DE SNYDER
Registrar el cambio de color de verde a amarillo durante tres dias, con base en la

siguiente tabla analiza los resultados y relacionarlos con el indice CPO.

Tiempo de Incubacién
Actividad de caries 24 horas 48 horas 72 horas
Marcada Positivo Positivo Positivo
Moderada Negativo Positivo Positivo
Ligera Negativo Negativo Positivo
Negativa _Negativo::Negativo__Negativo_

PRUEBA DE MANITOL
Reportar cambio de color de morado a blanco Uunicamente a las 24 horas de incubacion, si se
presenta cambio significa que en la saliva del donador esta presente Streptococcus mutans.

Relacionar este resultado con el indice CPO.

CUESTIONARIO

1.- Mencione las medidas preventivas que le indicaria a un paciente con alto riesgo de caries dental.
2.- Explique por qué en un paciente con caries activa se encuentra un mayor numero de Lactobacillus
3.- Mencione los factores gque intervienen en el proceso carioso ademas del bacteriano.

4.- Mencione los métodos empleados para la inmunizacién contra la caries dental.
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PRACTICA No. 5
MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE Mycobacterium (BAAR+)

OBJETIVO

Analizar las caracteristicas microscépicas del género Mycobacterium, por medio de la tincion Ziehl-Neelsen
enfatizando en las especies patégenas para el hombre.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

1.- Enfermedades de importancia para el cirujano dentista ocasionadas por el género Mycobacterium.

2.- Realiza un dibujo de la pared celular de Mycobacterium

FUNDAMENTO TEORICO

Actualmente, existen mas de 170 especies reconocidas de Mycobacterium, se caracterizan por ser bacilos
de entre 0.2 a 0.6 micras de tamano, aerobios inmoviles, de division lenta, sin capsula, no formadores de
esporas, sensibles a la luz solar, luz ultravioleta y al calor, su pared celular lipidica es gruesa (hidrofobica),
responsable de su resistencia a la accion del acido-alcohol (BAAR+).

Los organismos pertenecientes a este género son bastante diversos con respecto a su capacidad para
causar enfermedades en humanos; algunos son patdgenos estrictos, mientras que otros son patdégenos

oportunistas o no patdgenos.

Las especies de micobacterias patdgenas para el hombre son: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium

bovis y Mycobacterium leprae.

Como patdgeno intracelular facultativo, M. tuberculosis ha desarrollado un estilo de vida inteligente para
garantizar su resistencia en un huésped bastante sano. La transmisiéon de persona a persona se produce
exclusivamente a partir de huéspedes que, por diversas razones de salud, ya no representan un nicho
apropiado para los bacilos. Los bacilos tuberculosos se diseminan desde individuos gravemente infectados

a través de las vias respiratorias.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS LABORATORIOS DE DOCENCIA
MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO MECANISMOS INFECCIOSOS Y RESPUESTA
INMUNE DEL SISTEMA ESTOMATOGNATICO
Cédigo Fecha de aprobacion Version Péagina
SGC-FESZ-CD-ML08 00/07/2024 1 45 /166

ZARAGOZA

M. tuberculosis es el responsable de la tuberculosis pulmonar y esta se transmite por las siguientes vias:

1. Aérea a través de la inhalacion de microgotas en aerosoles cuando la persona enferma tose, habla
o estornuda, por lo cual, para que una infeccidn pulmonar se produzca, es necesario que los
bacilos se instalen en los alvéolos pulmonares.

2. Ingesta de alimentos contaminados, el M. bovis se transmite a través de leche de vacas enfermas,
produciendo inicialmente lesiones intestinales.

3. Por inoculacion directa a través de las heces, orina y esputo.

En Meéxico, las formas clinicas mas frecuentes de la tuberculosis son: pulmonar, ganglionar, renal y
meningea. Por lo que un enfermo de tuberculosis pulmonar no detectado puede infectar entre 10 y 15
personas en el transcurso de un afio y de éstos entre 10 y 55% pueden desarrollar la enfermedad en algun
momento de su vida ya que el agente causal es liberado directamente al medio cuando habla, tose,
estornuda, escupe y canta. Las gotas que se generan se evaporan rapidamente, convirtiendose en
aerosoles de pequefias particulas (1-3 um), las cuales por su tamafo permanecen en suspension y pueden
ser transportadas por el flujo del aire. Cuando una persona sana inhala una minima parte de esta carga de
bacilos dispersada en el aire, su pequefio tamafo facilita que algunos de estos lleguen a los alvéolos
pulmonares. Después de la exposicion solo el 5% de los infectados desarrollaran la enfermedad en los dos

afnos siguientes y otro 5% adicional en afos posteriores.

La tuberculosis, localizada en la cavidad oral y faringe, pese a ser la siguiente en frecuencia que afecta el
area de oidos, nariz, garganta, cabeza y cuello, es muy rara. La forma primaria oral es mucho mas dificil
de encontrar que su forma secundaria a otras infecciones en la via respiratoria, sus caracteristicas
demograficas son en pacientes mas jovenes con enfermedad en las cadenas ganglionares del cuello y se
manifiestan como lesiones indoloras en la cavidad oral. La secundaria es causada por la autoinoculacion
en las personas que tienen afectacion pulmonar. La localizacién, en orden de frecuencia, es: la lenguay las
encias, después el paladar, seguido de las amigdalas con los musculos palatogloso y palatofaringeo,
después la uvula, las glandulas salivales y la mucosa alveolar. La forma clinica se identifica por nédulos,
Ulceras superficiales, placas o lesiones induradas de evolucion lenta, aunque también se pueden observar

fisuras, vesiculas o masas.
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Ciertos procedimientos dentales como las preparaciones cavitarias con instrumental

especialmente a alta velocidad generan aerosoles detectables en el aire del consultorio dental. Cuando
dichos procedimientos se realizan en enfermos con tuberculosis, es posible que estas particulas en

suspension contengan bacilos tuberculosos que pueden infectar al odontologo, a los pacientes, al equipo

de salud y convertirse en otra fuente de diseminacion de la infeccion.

MATERIAL Y REACTIVOS

Cepas:
Mycobacterium phlei

Nocardia sp

Colorantes Ziehl — Neelsen:
fucsina de Ziehl Neelsen
alcohol acido

azul de metileno

Otros:

-asa bacteriolégica
-portaobjetos
-mechero de Bunsen
-tripie

-pinzas

-rejilla de alambre con tela de asbesto

-recipiente de aluminio, solucion desinfectante. -aceite de inmersion

-recipiente metalico
Equipo:

-microscopio

FES
ZARAGOZA

rotatorio
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SERVICIOS:
agua, luz, gas
PROCEDIMIENTO
1. A partir de un cultivo con Mycobacterium phlei, preparar un frotis. Después de utilizar el asa, no
esterilizarla directamente al fuego, colocarla en solucién desinfectante.
2. A partir de un cultivo con Nocardia sp, preparar un frotis. Después de utilizar el asa, no
esterilizarla directamente al fuego, colocarla en solucién desinfectante.
Fijar ambos frotis al calor con mucha precaucion.
4. Colocar sobre el tripié una rejilla de asbesto y deposite sobre esta el recipiente metalico con agua.

En la parte superior del recipiente metalico coloque el frotis y proceda a calentar para iniciar la
emisién de vapores.

6. Realizar la tincidon de Ziehl-Neelsen.
Tincién de Ziehl-Neelsen:
1. Cubrir el frotis con colorante de Ziehl (fucsina basica). Mantenerlo a emision de vapores durante 7

minutos, procurando que no se seque, adicionando mas colorante. Lavar frotis con agua cuando se
ha enfriado.

2. Decolorar con alcohol acido. Lavar con agua.
3. Cubrir con azul de metileno durante 30 segundos. Lavar con agua y dejar secar.

4. Observar en el microscopio a 100X (inmersién).

Lectura Ziehl Neelsen de M. tuberculosis, se
observan cordones a 1000X. Fuente:Rev Peru
Med Exp Salud Publica. 2018;35(2):278.
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Practica 5 Morfologia microscépica de Mycobacterium (BAAR +)

Frotis
-Mycobacterium phlei
-Nocardia sp.

Esterilizacion del asa /
-Limpiar el asa /
bacteriologica /

s =
“Hlamear el asa e —
Tincion
Cubrir el frotis con
fucsina de Ziehl y
llevar a emision de T
vapores por 7 r

Minutos

Decolorar con alcohol acido

Lavar con agua l

Cubrir con azul de metileno

durante 30 segundos
w>
Lavar con agua 1

Observar en el microscopio a 100X (inmersion)
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RESULTADOS

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

* Los bacilos acido alcohol resistentes (BAAR +) deben observarse de color rojo o rosa.

Cuestionario

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

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

3.- ¢, A qué se denomina bacilo acido alcohol resistente (BAAR)?

4.- 4 Qué es la Baciloscopia?

5.- Mencione qué medidas de bioseguridad debe aplicar el odontélogo ante un
paciente con tuberculosis.

6.- ¢ Para qué sirve la prueba de la tuberculina?

BIBLIOGRAFIA
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e Slots J, Taubman MA and Yankell S: (1992) Contemporary oral microbiology and immunology. 3a
ed. Saint Louis: Mosby.

e Willett NP and White RR.(1991) Essential dental microbiology. Norwalk: Appleton & Lange Pila
Pérez, Rafael; Holguin Prieto, Victor Adolfo; Pila Pelaez, Rafael; Rosales Torres, Pedro;

e Caballero Hernandez, Danay Tuberculosis pulmonar y lingual. Presentacidon de un caso Revista
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Colombia https://scielo.isciii.es/pdf/asisna/v30s2/original5.pdf
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Practica No. 6
MICROORGANISMOS DE IMPORTANCIA EN PATOLOGIA PULPAR
Y ABSCESO DENTAL

OBJETIVO
Conocer las caracteristicas morfologicas y metabdlicas de los microorganismos involucrados en la

patologia pulpar y absceso dental, asi como su aislamiento e identificacién.

CONOCIMIENTOS PREVIOS
1. Definicion de absceso dental.
2. Clasificacion clinica de alteraciones pulpares segun la Asociacién Americana de Endodoncia.
3. Tratamiento de patologias pulpares en dientes temporales y permanentes

FUNDAMENTO TEORICO

La cavidad bucal posee una gran diversidad de microorganismos conformada por la presencia de bacterias,
hongos, protozoarios y virus.

Los microorganismos son los responsables de provocar enfermedades en el tejido pulpar y perirradicular.
Las interacciones bacterianas y el intercambio de nutrientes entre las diferentes especies, es el factor
determinante del desarrollo de la infeccion, el sistema de conductos radiculares representa un
microambiente especial para su desarrollo. Donde sin duda, el crecimiento de ciertas especies bacterianas

depende de los productos metabdlicos de otras.

Un factor selectivo de la microbiota endodoéntica es la baja concentraciébn de oxigeno que tienen los
conductos radiculares infectados, sobre todo cuando no hay comunicacion de la camara pulpar con la

cavidad oral.

En la region apical, el bajo potencial de 6xido-reduccion del tejido necratico favorece en un principio el
crecimiento de bacterias anaerobias facultativas y luego de las anaerobias estrictas. La microbiota

presente en las pulpitis irreversibles asintomaticas, de respiracion aerobia y anaerobia facultativa, se va
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transformando en un medio de respiracion anaerobia estricta a medida que disminuye el potencial de
oxidoreduccidn histico, lo que, al dificultar los procesos fagociticos, facilita el desarrollo y multiplicacion
microbiana, especialmente de bacterias anaerobias. Las bacterias gramnegativas anaerobias estrictas
tienen una elevada capacidad proteolitica y colagenolitica, por lo que contribuyen en gran medida a la

desestructuracion del tejido conjuntivo pulpar.

Fig. 1. Comunicacion de la camara pulpar con el exterior.

Las vias de infeccién bacteriana para colonizar la pulpa son:

1) Tubulos dentinarios: Se refiere a la infeccion en la pulpa por la comunicacion con dentina cariada, siendo

los microorganismos anaerobios y las bacterias gram negativas las responsables de su alteracion.

2) Comunicacion directa de la cavidad oral con la pulpa: por caries, traumatismos, fisuras, fracturas,

bruxismo, abrasién o por tallado de cavidades entre otros (Fig.1).

3) Via periodontal: los microorganismos y sus productos pueden ingresar al conducto a través del foramen

apical o conductos laterales y accesorios.

4) Anacoresis: es una via discutida, donde se refiere al transporte de microorganismos a nivel de la sangre
o linfa hacia un tejido inflamado, que podria ser la explicacién para la necrosis en dientes traumatizados.
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5) Extension o contiglidad: la infeccibn de la pulpa puede ocurrir como consecuencia de procesos

infecciosos adyacentes, llegando a los conductos principal y/o lateral.

Para Liébana, la microbiota implicada en la infeccién pulpar ejerce su accién patégena por medio de

diversos factores de virulencia que afectan la colonizacion y la capacidad de producir dafio, a saber:

1. El nimero de bacterias que colonizan la pulpa ser4 mayor cuanto mayor sea la puerta de entrada a la
infeccion. Ello unido al tiempo, determinara el tipo de respuesta inflamatoria, donde la mayor relevancia la

tiene la capacidad de las bacterias para multiplicarse.

2. Las caracteristicas morfoestructurales del espacio pulpar, permite que las bacterias estén protegidas,
otorgando las condiciones ideales de adhesién y la proliferacién bacteriana.

3. Las alteraciones ocasionadas en el tejido pulpar son el resultado de la accion lesiva de exotoxinas,
endotoxinas, enzimas y metabolitos, donde muchas de las bacterias implicadas en la patogenia de la

enfermedad pulpar y periapical poseen estos elementos de virulencia.

4. Si los microorganismos, sus toxinas u otros productos derivados de su metabolismo ingresan al tejido
pulpar, se producira la inflamacion de la pulpa. Esta puede ser reversible o irreversible, esto dependera de
la respuesta defensiva del hospedero, y de la capacidad infecciosa de las bacterias. Dentro de la pulpa
puede ocurrir una respuesta inflamatoria aguda, y posteriormente una respuesta inflamatoria crénica con
reacciones inmunitarias asociadas. Si se desarrolla una inflamacion amplia, puede ocurrir la necrosis pulpar
como consecuencia del compromiso vascular. Por lo tanto, el cuadro clinico y la gravedad de la infeccion
estan relacionados con la interaccion entre la microbiota presente en el espacio pulpar tras la infeccion

bacteriana, y la respuesta defensiva del hospedador.
Microbiota de la Infeccion Endodontica

Las infecciones polimicrobianas se extienden desde el conducto radicular hacia los tejidos perirradiculares
contiguos. Los abscesos endoddncicos son infecciones mixtas con una variedad de cepas de bacterias, por
ejemplo, se ha demostrado que existen bacterias productoras de pigmento negro en cultivo puro que sélo
producen una infeccion leve en un modelo animal, sin embargo, cuando estas bacterias se mezclan con
otras especies (fusobacterium nucleatum), la combinacién genera abscesos e incluso puede producir

infecciones generalizadas.
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Bystron y Sundqvist (1981), reportaron que las especies mas prevalentes en la infeccion endoddntica
pertenecian al género Fusobacterium, Bacteroides y Peptostreptococcus. La tecnologia molecular ha
permitido aislar a bacterias productoras de pigmento negro incluidas previamente en el género Bacteroides,

se clasifican ahora en los géneros Prophyromonas (asacarolitico) y Prevotella (sacarolitco).

Cambios taxondmicos recientes de las antiguas especies Bacteroides

e Porphyromonas: productoras de pigmento negro (especie Bacteroides
asacaroliticas)
Porphyromonas asaccharolyiticus (usualmente no oral)
Porphyromonas gingivalis
Porphyromonas endodontalis
e Prevotella: productora de pigmento negro (especies Bacterides
sacaroliticas)
Prevotella melaninogenica
Prevotella denticola
Prevotella loescheii
Prevotella intermedia
Prevotella nigrescens
Prevotella corporis
Prevotella tannerae
e Prevotella: no pigmentado (especies Bacteroides sacaroliticas)
Prevotella buccae
Prevotella bivia
Prevotella oralis
Prevotella oris
Prevotella oulorum
Prevotella ruminicola

MATERIAL Y REACTIVOS

1 tubo caldo BHI (infusién cerebro corazén) con muestra de absceso dentoalveolar (Donada en Clinica
Zaragoza).

1 tubo caldo de tioglicolato sembrado con muestra de absceso dentoalveolar (Donada en Clinica Zaragoza).
2 cajas agar sangre

1 caja agar Voguel Johnson

1 caja agar Bilis Esculina
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Equipo de Gram
Peréxido de hidrogeno
Mechero de Bunsen

incubadora

SERVICIOS

Agua, luz, gas.

PROCEDIMIENTO

Esta practica se lleva a cabo en dos sesiones

PRIMERA SESION
1. Tomar con un hisopo estéril una muestra de caldo BHI con muestra de absceso dentoalveolar y descargar
en un extremo de las cajas agar sangre y agar Voguel Johnson, realizar sembrado por estria cruzada e

incubar en aerobiosis a 37°C durante 24 horas.

2. Tomar con un hisopo estéril una muestra de caldo tioglicolato con muestra de absceso dentoalveolar y
descargar en un extremo de las cajas agar sangre y agar Bilis Esculina, realizar sembrado por estria

cruzada e incubar en anaerobiosis a 37°C durante 24 horas.

SEGUNDA SESION

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

2. A partir de los cuatro medios de cultivo sembrados, hacer una seleccion de las colonias, realizar un frotis
de cada uno de ellos y tefiir por técnica de Gram. Anotar los resultados en una tabla.

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

4. Si se obtiene una colonia de Staphylococcus en el medio de Voguel Johnson, hacer prueba de catalasa.
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Practica 6 Microorganismos de importancia en patologia pulpary
absceso dental

A ) Tomar muestra de la porcion purulenta e inocular en los medios
Previo a la sesién Praictica

incubar 24-48 h /37°C

/ \

Caldo BHI Caldo Tioglicolato

Propagacion

Primera sesion l / \

Agar Vogel Johnson Agar sangre de carnero Agar Bilis esculina Agar Sangre de carnero

/ \ J
/ \ /
aislamiento V4

Incubar 24h/37°C Incubar 24/37°C
anaerobiosis

[ I

Observar y describir la morfologia colonial caracteristica

s 7 7

Segunda sesion

Catalasa y tincion de Gram
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RESULTADOS

1. De cada una de las cajas sembradas, anotar: morfologia colonial, requerimientos de oxigeno, tipo
de hemdlisis, morfologia microscopica, Gram, prueba de catalasa.

2. De las colonias sembradas en anaerobiosis:

- Que resulten ser cocos Gram positivos reportar como posible Peptoestreptococcus

- Las que resulten ser cocos Gram negativos, reportar como sospechosos de Veillonella.

- Los bacilos Gram positivos reportar como posibles bacilos difteroides o Lactobacillus

- Los bacilos Gram negativos reportar como posibles Porphyromonas o Prevotella, se observaran
colonias negro-pigmentadas.

De las cajas incubadas en aerobiosis:

- De la caja de agar sangre que se observen cocos gram positivos en cadena reportar posibles
Streptococcus.

- Cocos gram positivos en racimos reportar posibles Staphylococcus.

- Bacilos gram positivos reportar como posibles Lactobacillus.

De la caja de agar Voguel Jhonson si se observan colonias negras y cambio de color de rojo a amarillo

por fermentacion del manitol reportar como Staphylococcus.

CUESTIONARIO

1. ¢ Qué microorganismos son aislados con mayor frecuencia en infecciones de pulpa y absceso dental?
2. ¢Para qué se utiliza el medio de tioglicolato?

3. Mencione tres factores de virulencia producidos por bacterias asociadas a abscesos dentoalveolares y
explique su mecanismo de accion.

4. Describa las caracteristicas clinicas e histolégicas del absceso dentoalveolar.

5. ¢Qué importancia tiene el conocimiento y control bacterioldgico en los tratamientos del sistema de

conductos?
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PréacticaNo. 7
MICROORGANISMOS DE IMPORTANCIA EN ENFERMEDAD PERIODONTAL

OBJETIVO
Conocer las principales caracteristicas morfofisiologicas de los microorganismos

involucrados en el desarrollo de la enfermedad periodontal.

CONOCIMIENTOS PREVIOS
1. Definicion de biopelicula y célculo dental.

2. Definicion de periodontitis.

3. Clasificacion de las enfermedades periodontales.

FUNDAMENTO TEORICO
La cavidad bucal alberga una de las comunidades microbianas mas heterogéneas del

organismo humano, ocupando el segundo lugar (en términos de diversidad y
complejidad de especies) después de la microbiota gastrointestinal. En la cavidad bucal
se encuentran bacterias, arqueas, hongos y virus. Estos microorganismos estan
organizados en comunidades ecolégicas complejas cuya composicién puede variar
entre los diferentes individuos, dependiendo de la edad, el estilo de vida y la genética
del huésped.

Se ha estimado la presencia de mas de 600 especies bacterianas en la cavidad bucal,
estos microorganismos tienden a formar comunidades altamente organizadas que
estdn inmersas en una matriz de exopolisacéaridos, a las cuales se les denomina
biopelicula donde adquieren proteccion y resistencia a la penetracion de agentes
externos.

Tradicionalmente se pensaba que la comunidad microbiana oral era la causante de la
enfermedad y por lo tanto habia que eliminarla. Actualmente se sabe que una vez que
el microbioma oral se establece, se mantiene una interaccion bidireccional entre el
hospedero y la microbiota, donde ambos coexisten armoniosamente.

En este sentido la microbiota oral normal contribuye al desarrollo del sistema
inmunolégico del hospedero, impide la invasién y el crecimiento de microorganismos

patégenos. Por lo anterior cuando esta microbiota se desequilibra, se da una disbiosis

FES
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en la cual diversos factores de riesgo modifican la composicion y abundancia de las

especies, dando como resultado una microbiota patégena. (Figura 1)

commensal; potential w commensal; incompatible
Factores de riesgo accessory pathogen with inflammation

A

I 1 )
inflammophilic
m —) de la Tab Defectos o deficiencias QLD keystone pathogen m palhog:rﬁs
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Microbiota v 3 3 (diabetes) Microbiota
simbidtica 588 . l % disbiética
> ¢
B‘{de de - Productos de degradacion
retroalimentacion de tejidos (nutrientes)
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Figura 1. A diferencia de lo que sucede en la salud periodontal, la periodontitis se asocia con una comunidad
polimicrobiana disbiética. Los patégenos accesorios aportan nutrientes a los patégenos claves, como P. gingivalis.
Cuando diversos factores de riesgo hacen que aumente el niUmero de patobiontes en un huésped susceptible, se
genera inflamacion, que, a su vez, puede exacerbar la dishiosis mediante el suministro de nutrientes para las

bacterias (péptidos de colageno y compuestos que contienen hemo). (Modificado de Hajishengallis et al. 2020)

Entre los microorganismos que se asocian con mayor fuerza al inicio y desarrollo de la
periodontitis, se encuentran en la microbiota subgingival, un grupo de tres organismos
Gram negativos, llamado "Complejo Rojo del Dr. Socransky", compuesto por
Prophyromonas gingivalis, Treponema denticola y Tannerella forsythia.

Estos microorganismos han sido denominados patobiontes en lugar de patégenos
porque, aunque estan implicados en enfermedades, normalmente estan presentes en
menor abundancia en la microbiota de sujetos sin marcadores clinicos de periodontitis.
Si bien, los diferentes patobiontes (y sus enzimas difusibles, como lipasas, proteasas y
nucleasas) son un factor “gatillo” necesario para la enfermedad periodontal, la
respuesta inflamatoria mediada por el hospedero es lo que termina desencadenando la
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enfermedad. A este hecho se le suman diversas condiciones del individuo como:
factores genéticos, epigenéticos, susceptibilidad, dieta baja en micronutrientes
(vitaminas C y D), tabaquismo y enfermedades sistémicas.

Los factores ambientales pueden afectar considerablemente la composicién del
microbioma oral y provocar la aparicion de trastornos relacionados con el estilo de vida.
La evidencia que han aportado muchas publicaciones indican que P. gingivalis aumenta
el riesgo de trastornos metabdlicos, inflamatorios y autoinmunes a través de un
mecanismo que aun no se ha dilucidado del todo.

Ademas, el tabaquismo puede promover directamente cambios en el entorno
microbiano a través del contacto directo con los miembros de la comunidad microbiana,
o indirectamente, al interferir con el sistema inmunoldgico del hospedero, el proceso de
formacion de biopelicula o la tension de oxigeno.

La biopelicula, el calculo, la microbiota oral y los factores locales del huésped,
forman una hiperrespuesta donde pueden intervenir las hipersensibilidades tipo I,
lIl'y 1V; y la hiperactivacion del complemento, por via alterna.

Socransky y col. (1998) establecieron un modelo (Figura 2) que representa las

relaciones entre bacterias de la biopelicula:

e Las especies del complejo rojo estan fuertemente asociadas con la
profundidad de la bolsa y con el sangrado al sondaje. Tannerella forsythia,
Porphyromona gingivalis y Treponema denticola se encuentran en mayor
namero segun aumenta la profundidad de bolsa.

e Los microorganismos del complejo naranja también muestran una asociacion
significativa con la profundidad de bolsa.

e Actinomyces naeslundii y Streptococcus sanguis son ejemplos de especies
bacterianas que no se han visto asociadas de manera estadisticamente

significativa con la profundidad de bolsa.
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Fig. 2. Diagrama de grupos de bacterias asociadas a enfermedades gingivales. Fuente: Propia

Se ha descrito una gran variedad de enzimas producidas por bacterias presentes
en el surco gingival, cuyo sustrato son componentes del hospedero o que resulta

en la formacién de bolsas periodontales y destruccion de los tejidos (Cuadro ).

Cuadro 1. Tipos de bacterias que se encuentran en el surco gingival y los sustratos que necesitan para
producir diferentes enzimas.

Tipo de bacterias Sustratos Enzimas producidas
Staphylococcus Acido hialurénico, plasma, Hialuronidasa, coagulasa,
ADN, regiones sebaceas lipasa, desoxiribonucleasa.
Streptococcus Acido hialurénico, fibrina, ADN, Hialuronidasa, estreptoquinasa
plasma estreptodornasa, hemolisinas.
Coryneformes Acido hialurénico, sistema Hialuronidasa, neuroaminidasa

nervioso central

Fusobacterias Plasma, fosfolipidos, Colagenasa, fosfolipasa,
proteinas proteasas

Aggregatibacter Acido hialurénico, colageno, Hialuronidasa, colagenasa,

actinomycetemco- epitelio, endotelio. epiteliotoxinas, endotoxina

mitans

Cocos Gram (-) Proteinas, lipidos Endotoxinas, lipasas

Fuente: Propia
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MATERIAL Y REACTIVOS
Muestras bacterianas:

1 tubo con muestra de célculo dental (Donado en Clinica Zaragoza) en caldo tioglicolato.

Medios de cultivo:
1 caja agar sangre

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

Pruebas bioquimicas:

2 tubos caldo lactosa + rojo
fenol 2 tubos caldo manitol +
rojo fenol

2 tubos caldo sacarosa + rojo
fenol 1 tubo caldo nitrato
Reactivos:

Peréxido de hidrégeno al 3%
Acido sulfanilico

Solucién alfa-naftilamina
Colorantes:

1 equipo de Gram

Portaobjetos

1 paquete con hisopos estériles.

Camara de anaerobiosis

Servicios: Agua, luz, gas.

PROCEDIMIENTO

Esta practica se realiza en 2 sesiones:
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PRIMERA SESION:
1. Tomar una muestra de caldo tioglicolato con célculo dental con un hisopo

estéril, y sembrar por estria cruzada la caja de agar sangre y la caja de agar
sangre con Kanamicina, hemina y menadiona. Incubar en condiciones de
anaerobiosis a 37°C por 24 a 48 hrs. y refrigerar para la segunda sesion de la

practica.

SEGUNDA SESION
1. Seleccionar colonias aisladas de las 2 placas sembradas y anotar su morfologia colonial.
2. De las colonias seleccionadas hacer un frotis de cada una de las colonias y tefiirlos por la
técnica de Gram, anotar los resultados y ver el cuadro 2.
3. Elegir colonias con morfologia tipica y tipo de Gram correspondiente a las descritas en el
cuadro 2 para inocular las pruebas bioquimicas de la siguiente manera:
- A partir de la caja agar sangre con kanamicina, hemina y menadiona, inocular colonias
aisladas en los caldos lactosa, manitol y sacarosa.
- A partir de la caja de agar sangre inocular colonias aisladas en los medios liquidos de
manitol, sacarosa, lactosa y nitrato.
4. Realizar prueba de catalasa de cada una de las cajas, en un portaobjetos colocar una gota

de perdéxido de hidrégeno y agregar una asada de la colonia a probar.
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Practica 7 Microorganismos de importancia en enfermedad
periodontal

Previo a la sesion Practica

Tomar muestra de calculo subgingival e inocular en el medio

!

Caldo tioglicolato enriquecido

Propagacion

Primera sesion 24-48 h /37°C

\

Agar sangre de carnero (ASC) ASC+ Kanamicina+hemina
+ menadiona

Aislamiento

24h/37°C anaerobiosis 24h/ 37°C anaerobiosis

! l

Observar y describir la morfologia colonial caracteristica

Catalasa y tincion de Gram / /

| |
Pruebas bioquimicas ‘
S 24h/37°C

Segunda sesion

Caldo manitol + rojo de fenol Caldo manitol + rojo de fenol
Caldo sacarosa + rojo de fenol Caldo sacarosa + rojo de fenol
Caldo lactosa + rojo de fenol Caldo lactosa + rojo de fenol

Caldo nitrato

l Observar produccion de acido a partir de los carbohidratos

Agregar los reactivos para determinar
la reduccion de nitrato
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Cuadro 2. Género probable de acuerdo con el medio de cultivo y tincién de Gram

Medio de cultivo Forma / Tipo de Género probable
Gram
Agar sangre con Bacilos Gram Porphyromona
kanamicina, hemina y negativos gingivalis
menadiona
Agar sangre Bacilos Gram Actinomyces
positivos Rothia
Arachnia

Fuente: Propia

Cuadro 3. IDENTIFICACION DE ESPECIES DE Actinomyces, Arachniay Rothia

1 2 3 4 5 6 7 8
Crecimiento + + + + + + + -
anaerobiosis
Catalasa - - - - + - - +
Lactosa + + + + + + + -
Maltosa + + + + + - + +
Manitol w + - - - d + -
Sacarosa + + + + + + + +
Reduccion + d - + + + - +
de NOs
F
Arachnia propionica w- reaccion débil
Actinomyces israelii d- diferentes reacciones

Actinomyces bovis
Actinomyces naeslundi
Actinomyces viscosus
Actinomyces odontolyticus
Actinomyces eriksonii
Rothia dentocariosa

® N O wN =



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS LABORATORIOS DE DOCENCIA
MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO MECANISMOS INFECCIOSOS Y RESPUESTA
INMUNE DEL SISTEMA ESTOMATOGNATICO
Cédigo Fecha de aprobacion Version Péagina
SGC-FESZ-CD-ML08 00/07/2024 1 68 /166

FES
ZARAGOZA

Cuadro 4. Identificacion de Bacteroides, Porphyromona, Prevotela, Eikenella 'y Veillonella

1 2 3 4
Crecimiento en anaerobiosis + - + -
Catalasa + - - d
Oxidasa + - + d
Lactosa d + - -
Manitol + + - -
Sacarosa - + - -
Hemolisis - + - -
Pigmento negro - + - -

Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Porphyromona gingivalis

Eikenella corrodens

Veillonella sp.

(d- diferentes reacciones)

oo n =

RESULTADOS

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

b. Fermentacion de carbohidratos: esta se observa por el cambio de color del
indicador rojo fenol a amarillo (viraje de color) indicando produccién de acido.

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

d. Interpretar los resultados segun los cuadros de identificacion correspondientes

y reportar género y especie probablemente aislados. Cuadros 3y 4.
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CUESTIONARIO

1.- ¢ Qué factores de patogenicidad posee Porphyromonas gingivalis y
como intervienen en la patogénesis de la enfermedad periodontal?

2.- Relacione la destruccion tisular de la enfermedad periodontal con las
reacciones de hipersensibilidad tipo I, lll y IV.

3.- Defina enfermedad periodontal con sus propias palabras.

4.- Explique para que se utilizan las pruebas bioquimicas
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Préactica No. 8
IDENTIFICACION DE CANDIDA EN CAVIDAD ORAL

OBJETIVO

Identificar las caracteristicas morfoldgicas y fisiol6gicas de Candida albicans
CONOCIMIENTOS PREVIOS

1. Morfologia de Candida albicans.

2. Describe las caracteristicas clinica de la candidiasis.

FUNDAMENTO TEORICO

Candida albicans tiene la particularidad de ser un hongo dimoérfico, alternando entre formas
unicelulares y pluricelulares. En su estado unicelular, acttia como comensal, sin representar
un riesgo de invasion tisular. No obstante, al transformarse en forma pluricelular, adquiere la
habilidad de invadir y dafar tejidos, desencadenando la enfermedad. Esta transformacion
inicia con el desarrollo de un tubo germinativo a partir de la levadura, que luego da paso a la
formacion de pseudohifas, hifas y micelio, caracteristicas observables a través del
microscopio mediante medios de cultivo especializados.

La diferenciacion de Candida albicans frente a otras especies se realiza mediante pruebas
especificas, destacando la formacion de tubo germinativo en suero, que es indicativa de C.
albicans y C. dubliniensis. Es importante mencionar que, después de un periodo de
incubacion de entre 3 a 4 horas, todas las especies de Candida son capaces de formar tubos
germinativos, con la excepcion de C. glabrata. Ademas, la capacidad de producir
pseudomicelio y clamidoconidios se examina en medios de cultivo sencillos, como el agar

harina de maiz o agar papa dextrosa, ver Imagen 1.
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Imagen 1. Obtenida de M.McGinnis 2000.Doctorfungus Corporation.

Las infecciones por hongos del género Candida pueden variar desde problemas leves en la
piel y las membranas mucosas hasta infecciones sistémicas graves. Aunque hay mas de 150
especies de Candida, solo unas pocas son responsables de la mayoria de las infecciones
humanas. Las nueve especies de Candida mas comunmente identificadas como patégenas
para los humanos son:

Candida albicans

Candida glabrata

Candida parapsilosis

Candida tropicalis

Candida krusei

Candida auris

Candida guilliermondii

Candida lusitaniae

Candida dubliniensis

Estas especies de Candida tienen la capacidad de causar una amplia gama de infecciones,
desde superficiales hasta sistémicas, dependiendo de la especie involucrada y del estado

inmunoldgico del hospedero.
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Para la identificacion de las especies de Candida, las pruebas bioquimicas de fermentacién
(zimograma) y asimilacion (auxonograma) de carbohidratos son herramientas clave. Estas
pruebas se basan en la capacidad de las diferentes especies de Candida para metabolizar
una variedad de fuentes de carbono. La identificacion precisa de las especies es crucial para
el tratamiento efectivo, dado que algunas especies pueden ser resistentes a los tratamientos
antifangicos estandar.

Pruebas de Fermentacién (Zimograma)

El zimograma se basa en la capacidad de las levaduras para fermentar varios azlcares,
produciendo gas y/o alcohol como productos finales. Este proceso puede ser monitoreado en
un medio de cultivo que contenga un indicador de pH para detectar cambios &cidos
resultantes de la fermentacion, y en algunos casos, un sistema de captura para el gas
producido. Los azucares comunmente utilizados en estas pruebas incluyen glucosa, maltosa,
sacarosa, y lactosa, entre otros. La produccion de gas y/o cambios en el pH indican la
fermentacion del azucar especifico.

Pruebas de Asimilacion (Auxonograma)

El auxonograma evalla la habilidad de las levaduras para utilizar diversas fuentes de carbono
como Unica fuente de energia, asimilando estos compuestos para su crecimiento. Este
método implica la inoculacion de las cepas en placas que contienen medios minimos con una
tnica fuente de carbono (por ejemplo, diferentes tipos de azlcares como glucosa, galactosa,
xilosa, etc.). La evaluacion se realiza observando el crecimiento de las colonias en estos
medios. La capacidad o incapacidad de crecer en presencia de ciertos azucares permite la
diferenciacion entre especies de Candida.

En 1995, Sullivan y colaboradores identificaron una nueva especie emergente, denominada
C. dubliniensis, principalmente en pacientes con VIH-SIDA, quienes mostraban resistencia al
fluconazol. Actualmente, esta especie también ha sido aislada en individuos diabéticos y otros
grupos de pacientes. C. dubliniensis es muy similar a C. albicans, llegando a considerarse
casi gemelas, y en un principio solo se podia diferenciar mediante secuenciacion genética.
Hoy en dia, sin embargo, existen pruebas fenotipicas que permiten distinguir entre estas dos

especies.
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MATERIAL Y REACTIVOS

Cepa: Candida albicans

Medios de cultivo:

1 caja agar dextrosa Sabouraud.

1 caja agar harina de maiz sembrada con Candida albicans

1 caja agar base levadura — nitrdgeno + parpura de bromocresol

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

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

1 tubo 0.5 ml. de suero humano

1 tubo con solucion al 20% de dextrosa estéril

1 tubo con solucién al 20% de maltosa estéril

1 tubo con solucion al 20% de sacarosa estéril

1 tubo con solucion al 20% de lactosa estéril

1 tubo con solucién al 20% de galactosa estéril

1 tubo con solucion al 20% trehalosa estéril

1 tubo con solucién al 20% manitol estéril

Colorantes para tincion de Gram

Material

Pinzas

Equipo

1 microscopio

Incubadora

SERVICIOS

Agua, luz, gas.
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PROCEDIMIENTO

|.- CRECIMIENTO EN AGAR SABOURAUD

Tomar una asada de la cepa de C. albicans y sembrar por estria cruzada la caja de agar
Sabouraud e incubar a 37°C por 24 hrs. y leer la morfologia colonial.

Il.- PRUEBA DE PRODUCCION DE TUBOS GERMINATIVOS

Tomar una muestra de la cepa C. albicans y suspenderlo en un tubo que contiene 0.5 ml de
suero humano. Incubar a 37°C por més de tres horas.

I1l.- PRODUCCION DE CLAMIDOSPORAS EN AGAR HARINA DE MAIz

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

colocar un cubreobjetos.

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

IV. PRUEBA DE ASIMILACION DE CARBOHIDRATOS (AUXONOGRAMA).

1. En una placa de agar base levadura — nitrégeno + purpura de bromocresol,

sembrar por estria masiva C. albicans.

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

3. Incubar por 24 horas a 37°C.

V. PRUEBA DE FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS (ZIMOGRAMA).

1. A cada tubo Durham con caldo levadura — nitrogeno + purpura de bromocresol +
carbohidrato, inocular por agitacion C. albicans.

2. Incubar de 24 a 48 horas a 37°C.

VI. TINCION DE GRAM

1. Realizar la Tincién de Gram

Observar al microscopio en 100X.
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Practica 8 Identificacion de Candida albicans

Candidaalbicans
Tubo germinativo Morfologia colonial Produccion de Asimilacion de Fermentacion de
caracteristica clamidosporas carbohidratos carbohidratos
l \ \ \
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RESULTADOS

|. CRECIMIENTO EN AGAR SABOURAUD

Leer la morfologia colonial de las colonias de C. albicans.

II. TUBO GERMINATIVO.

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

1. AGAR HARINA DE MAIZ.

Observar al microscopio a 40X la formacion de clamidosporas de pared gruesa al final de las
pseudohifas.

IV. AGAR BASE LEVADURA - NITROGENO + PURPURA DE BROMOCRESOL
(AUXONOGRAMA).

El cambio de color del medio y/o la presencia de crecimiento alrededor del disco indica la
asimilacion del carbohidrato contenido en el disco.

V. TUBO DURHAM CON CALDO LEVADURA - NITROGENO + PURPURA

DE BROMOCRESOL (ZIMOGRAMA).

Después de la incubacién, se observaran dos reacciones: La formacion de una burbuja por
produccion de gas (fermentacion, zimograma) el cual es el Unico criterio de fermentacion de

carbohidratos.
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Imagen 4. Resultados obtenidos del Grupo 3353-2024 del M6dulo de Mecanismos Infecciosos y

Respuesta Inmune del Sistema estomatognatico. Facultad de Estudios Zaragoza.

El cambio de color en el tubo durham con caldo levadura-nitrégeno y purpura de bromocresol

indica la asimilacion de los carbohidratos.

VI. TINCION DE GRAM
Observar la morfologia microscépica 100X de Candida albicans.
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CUESTIONARIO
1.-Explique el cuadro clinico de la candidiasis eritematosa oral y mencione la edad en la que
se presenta con mas frecuencia.
2.- Investigue la epidemiologia en México de la candidiasis oral.
3.-Explique el término oportunista y cuales son los factores predisponentes de las candidiasis.

4.-Investigue el tratamiento de la candidiasis local y sistémica.
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Préactica No. 9
ACCION ANTIMICROBIANA DE ALGUNAS SOLUCIONES DE USO COMUN EN LA PRACTICA
ODONTOLOGICA

OBJETIVO

Comparar la accion antimicrobiana de soluciones desinfectantes de uso comdn en la practica

odontolégica.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

1. Concepto de desinfectante (biocida) y antiséptico
2. Clasificacién de los desinfectantes

3. Mecanismos de accion de los desinfectantes

FUNDAMENTO TEORICO

Los antisépticos y desinfectantes representan una opcién en la prevencién y control de las
infecciones. Existen factores dependientes que influyen entre la interacciéon del desinfectante y el
microorganismo como:
- Dependientes del desinfectante: composicion quimica, concentracion del
principio activo y modo de accion.
- Dependientes de la exposicion: Tiempo, temperatura, pH y sustancias interferentes (sangre,
saliva y residuos organicos).
- Dependientes del Microorganismo: Concentracion de microorganismos, tamafio, morfologia y
afinidad por los lipidos.
El odont6logo emplea en su practica clinica diferentes soluciones de uso cotidiano a diferentes
concentraciones, con fines terapéuticos y antisépticos, los cuéles actian eliminando/inhibiendo el
crecimiento o la multiplicacién bacteriana.
Dentro de las soluciones odontologicas utilizadas con mayor frecuencia mencionaremos las

siguientes:
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Eugenol

Es un liquido incoloro a amarillo claro derivado del fenol, que obscurece con el tiempo, constituye el
principal componente del aceite de clavo, es poco soluble en agua, pero es soluble en alcohol,
glicerina y disolventes organicos. En altas concentraciones tiene efecto bactericida, accion que se
ha atribuido a los fenoles por degeneracidon de proteinas, lo que resulta en dafio a la membrana
celular. En bajas concentraciones tiende a estabilizar las membranas celulares, lo cual previene la
penetracion de las bacterias a los conductos dentarios.

Es toxico y capaz de provocar necrosis y trombosis de los vasos sanguineos al ser aplicado
directamente sobre el tejido pulpar.

Las acciones farmacoldgicas del eugenol, pueden afectar negativamente otras funciones
importantes de algunas células del tejido dafiado, lo que esta muy relacionado con la forma en que
se use.

A pesar de gue su aplicacion es comun, el eugenol puede llegar a provocar lesiones causticas o
guemaduras superficiales cuando es colocado en forma directa y en altas concentraciones en los
tejidos blandos. La severidad del dafio es proporcional al tiempo de exposicién, a la dosis y a la
concentracion. Se ha visto que el eugenol puede llegar a mostrar tanto in vivo como in vitro
diferentes tipos de toxicidad, tales como dafio directo al tejido, dermatitis, reacciones alérgicas,
disfunciones hepaticas, coagulacion intravascular diseminada, hipoglicemia severa, e incluso la
muerte por falla organica multiple.

Es importante destacar que el eugenol nunca debe utilizarse solo y seguir las indicaciones del

fabricante en cuanto a proporciones polvo liquido.

Peroxido de hidrégeno

Es un liquido compuesto por hidrégeno y oxigeno de color azul claro que cuando es diluido en
distintas concentraciones toma aspecto incoloro. Es un agente oxidante que reacciona cuando entra
en contacto con materia organica, metales y soluciones alcalinas por produccién de radicales libres
hidroxilo que reaccionan con lipidos, proteinas y ADN.

Un mecanismo de accion antibacteriano de este compuesto es la liberacién de oxigeno después de
ser descompuesto por accién enzimatica de la catalasa o enzimas similares; esta liberacién de

oxigeno tiene efecto téxico sobre microorganismos anaerobios, por lo tanto, su viabilidad disminuye.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS LABORATORIOS DE DOCENCIA MANUAL
DE LABORATORIO DEL MODULO MECANISMOS INFECCIOSOS Y RESPUESTA INMUNE
DEL SISTEMA ESTOMATOGNATICO

Cadigo Fecha de aprobacion Version Pagina
SGC-FESZ-CD-ML08 00/07/2024 1 84 /166

FES
ZARAGOZA

Su accidn antiséptica y antimicrobiana, aun cuando se considera de amplio espectro, es mayor para
Gram positivos que para Gram negativos. También Incluye bacterias esporuladas, virus y levaduras.
La concentracion en la cual es usada determina su efecto antiséptico, al ser bactericida entre el 3 'y
6%; esta concentracion tiene bajo efecto sobre esporas y necesita un tiempo de contacto mas
prolongado. Por el contrario, las soluciones de concentraciones altas de 10 y 30% han mostrado

efecto rapido in vitro sobre esporas.

Hipoclorito de sodio

Esta solucion es una sal formada por acido hipocloroso (HOCI) e hidréxido de sodio (NaOH),
muy soluble en agua y relativamente inestable; es usado como primera eleccion en los tratamientos
de conductos radiculares, por sus propiedades antimicrobiana, antimicética y antiviral, incluyendo
el virus de la inmunodeficiencia humana.

En endodoncia se utilizan soluciones al 1, 2 y 5% para la irrigacibn de conductos por su gran

actividad antimicrobiana.

En México la concentracion de este producto debe de estar anotada en la etiqueta y debemos
basarnos en ese dato para aplicar la formula de solucién porcentual deseada:

V2=(C1) (V1)
c2

Donde

V1: Es el volumen de la solucién final de cloro que deseamos preparar (Cantidad de solucion que
deseo preparar en mililitros)

V2: Es el volumen que requerimos de la solucién concentrada de cloro (Cuanto cloro tomaré en
mililitros del envase original).

C1: Es el porcentaje final de cloro que queremos preparar (1%, 2%, 5%)

C2: Es la concentracién de cloro que contiene el envase original (revisar la etiqueta del producto)
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Hidréxido de calcio

Se presenta como un polvo blanco, alcalino, poco soluble en agua. Es un compuesto altamente
inestable, puesto que al entrar en contacto con el diéxido de carbono regresa a su estado de

carbonato de calcio. Por ello, se recomienda que sea almacenado en un frasco bien cerrado.

Se ha demostrado que actua por disociacion iénicay que su efecto antimicrobiano se debe a su
elevado pH (12.8). La accion bactericida ha sido relacionada con la liberacion de iones hidroxilo, los
cuales son radicales altamente oxidantes, con una gran reactividad, lo que dificulta que puedan
difundirse a sitios distantes. También se ha sugerido que tiene la capacidad de absorber el didxido
de carbono, lo que puede contribuir a su actividad antimicrobiana.

Es una de las sustancias mas utilizadas en endodoncia desde su introduccion por Hermann en 1920.
Ha sido propuesto para un gran numero de procedimientos, tales como: medicacion intra-conducto,
solucién irrigadora, tratamiento de reabsorciones, cemento sellador, reparacion de perforaciones,
recubrimientos pulpares, apexificacidon y apexogénesis. Estimula a los odontoblastos para la
formacion de dentina terciaria e induce el cierre de los apices. No esta indicado su uso en

recubrimientos directos ya que provoca la calcificacion de los accesos a conductos radiculares.
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Derivados Fendlicos

Los derivados fendlicos como el Formocresol y el Paramonoclorofenol alcanforado fueron
utilizados ampliamente en la practica odontoldgica.

Actualmente su uso esté contraindicado debido a que se han demostrado sus efectos

carcinogénicos, hepatotoxicos y mutagénicos segun la FDA.

Clorhexidina

Es el antiséptico estandar para la prevencion de infecciones. Su forma mas usada es el digluconato.
Las concentraciones varian desde 0,003%, en algunos enjuagues orales, hasta el 4%, en jabones
quirdrgicos. Como antiséptico oral, la clorhexidina tiene una mayor sustantividad que otros
productos. Una vez se realiza un enjuague, aproximadamente el 30% del compuesto se retiene en
la cavidad oral, a través de interacciones electrostaticas con los grupos acidicos, sobre las
macromoléculas de las secreciones mucosas que cubren las superficies orales.

A bajas concentraciones es bacteriostatica y a altas concentraciones es bactericida. Algunos
microorganismos como Pseudomonas spp., Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp., Proteus
spp., Providencia spp., Enterococcus spp., y Acinetobacter spp. se han reportado como resistentes.
La clorhexidina tiene efecto contra bacterias grampositivas y gramnegativas, anaerobias facultativas,
aerobias, hongos, levaduras y virus con envoltura. Se ha reportado que no es activa contra esporas
ni contra el género Mycobacterium, ya que estas tienen una barrera impermeable que la clorhexidina
no puede atravesar. Las agrupaciones bacterianas que forman biopeliculas también pueden
sobrevivir a sus efectos. Es eficiente en tratamientos periodontales, sus presentaciones comerciales
son en gel y enjuagues bucales.

Veray Col. (2012), mencionan que una desventaja de esta solucion es la formacion de un precipitado
altamente téxico, citotéxico y carcinogénico cuando se combina con hipoclorito de sodio, conocido

como paracloroanilina.
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Solucién electrolizada de superoxidacion con pH neutro al 0.0015%.

Las soluciones electrolizadas de superoxidacion (SES) tienen efecto antiséptico, desinfectante y
esterilizante. Son desarrolladas a partir de agua comun y sal a la cual se somete a corriente eléctrica
generando diversos elementos como O, Hy Cl.

Su mecanismo de accién se atribuye al efecto de oxidacion de los grupos sulfhidrilo y aminoacidos de
la pared bacteriana, lo que afecta el proceso de respiracion y nutricion microbianas, mediante
oxidacion de los componentes respiratorios, inhibicion de la sintesis de proteinas, mientras que sobre
los virus genera represion en la sintesis de RNA y ruptura del material genético.

Un estudio realizado por la Facultad de Estomatologia, Universidad Autbnoma de San Luis Potosi,
reporta que esta solucion tiene una nula capacidad antimicrobiana en contra de E. faecalis en los
tiempos sugeridos por sus fabricantes. Existen otros estudios que han demostrado su ineficacia contra
otras bacterias de cavidad oral.En el mercado existen varios productos como por ejemplo el OXORAL.

MATERIAL Y REACTIVOS

Cepas: Staphylococcus aureus
Streptococcus mutans
Escherichia coli
Medios de cultivo: 3 cajas con agar Mueller Hinton
Material: 1 asa bacteriolégica
1 tubo con discos de papel filtro estéril Mechero de bunsen
Soluciones: Eugenol
Clorhexidina al 0.2%
Hipoclorito de sodio al 1%
Hipoclorito de sodio al 2% (comercial)
Hipoclorito de sodio al 5%
Peréxido de hidrogeno comercial (Zonite)
Peroxido de hidrogeno 3%
Hidréxido de calcio + agua destilada
Suero fisiologico

Solucion electrolizada de superoxidacion
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Incubadora
SERVICIOS:

Agua, luz, gas.

PROCEDIMIENTO

1. En una caja de agar Mueller Hinton sembrar masivamente con el asa bacteriologica la cepa
Staphylococcus aureus.

2. Distribuir en la superficie del agar los discos de papel filtro humedecido con cada una de las
soluciones y etiquetar en la base de la caja con el nombre de la solucion a la que corresponde
cada uno.

3. Realizar el mismo procedimiento con otra caja agar Mueller Hinton sembrando masivamente
con el asa bacteriolédgica la cepa Streptococcus mutans.

4. Realizar el mismo procedimiento con otra caja agar Mueller Hinton sembrando masivamente
con el asa bacteriologica la cepa Escherichia coli.

5. Incubar las tres cajas durante 24 horas a 37° C.
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Practica 9 Accidn antimicrobiana de algunas soluciones de uso
comun en la practica odontoldgica
= —— =
Staphylococcus aureus Streptococcus mutans Escherichia coli
l Agar Soya tripticaseina o 1
agar Mueller Hinton
Simbra masiva
e //'*A\\ ’//-’*‘\;

Colocar disco de papel filtro
impregnado de la solucion
desinfectante correspondiente
en cada una de las cajas

!

Incubar las
tres cajas
24h/37°¢c
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RESULTADOS

Observar si hubo inhibicion de crecimiento bacteriano, reportando la medida

del diametro del halo de inhibicibn en mm como se muestra en la imagen.

®

Realizar una tabla de las soluciones que inhibieron (de mayor a menor inhibicion)

a los diferentes microorganismos en cada una de las cajas.

CUESTIONARIO

1. ¢Qué caracteristicas ideales tiene el eugenol al mezclarse con el 6xido de
zinc para las bases cavitarias o curaciones temporales?

2. ¢Qué solucion o soluciones utilizaria para desinfectar conductos radiculares
y por qué?

3. ¢Qué complejo se forma al mezclar clorhexidina e hipoclorito de sodio en
conductos radiculares?

4. ¢Qué efectos tiene la intrusion de hipoclorito de sodio a los tejidos
perirradiculares?

5. En tratamientos de conductos, ¢como se utiliza el hidroxido de calcio

guimicamente puro y con qué fin?
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Practica No. 10
ANTIBIOGRAMA

OBJETIVO

Conocer las indicaciones, caracteristicas y usos del antibiograma, y el efecto de los

antibioticos sobre los microorganismos Gram positivos y Gram negativos.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

1. ¢Qué es un antibidtico?.
2. Defina inhibicién bacteriana.

3. Diferencias entre antiséptico y antimicrobiano.

FUNDAMENTO TEORICO

El aumento cada vez mayor de la resistencia bacteriana derivada del mal uso de
antibioticos asociada a la automedicacion, hace indispensable el uso de auxiliares
de laboratorio como el antibiograma para atacar de una manera mas efectiva las
infecciones bacterianas, siendo esta prueba, una guia para que el odontdlogo
seleccione el antibiotico ideal para cada paciente. Los antibiogramas son estudios
gue se realizan in vitro y que permite identificar la resistencia o el grado de

sensibilidad de los microorganismos frente a diferentes antimicrobianos.

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

actividad se evalula invitro determinando la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM).
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Los fendbmenos de transferencia genética y mutaciones en las bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas, han dado lugar a la aparicion de cepas resistentes a
uno o varios antimicrobianos, este fendmeno se ha incrementado tanto en la
poblacién general como en el ambiente hospitalario. Esto lleva a la necesidad de
conocer el patrén de susceptibilidad de las cepas aisladas en los casos clinicos
frente a los antimicrobianos disponibles, teniendo en consideracién que tal patrén
varia ampliamente, dependiendo del género, la especie y aun del sitio en donde se

aisla el microorganismo.
Las indicaciones para realizar un antibiograma son las siguientes:

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

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

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

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

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

e Cuando aparecen problemas de resistencia a los antimicrobianos.

Un antibiograma indica Unicamente resistencia 0 susceptibilidad de un
microorganismo a los agentes antimicrobianos, por lo cual, en ningln momento sera
la base para indicar un medicamento, pues se deben tener en cuenta otros

elementos antes de prescribir un farmaco como son:

e Reacciones adversas o de hipersensibilidad al farmaco.
e Via de administraciéon del medicamento, tomando en cuenta la edad del paciente y
la gravedad del padecimiento.

e Costo del medicamento.
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e Frecuencia de la ingesta del medicamento de acuerdo con la ocupacion del
paciente.

Al indicar un antibiograma, el laboratorio de analisis clinicos enviara los resultados
con las letras “R” (resistente) y “S” (sensible), el antibi6tico de eleccion sera siempre
el gue tenga la letra “S”, tomando en cuenta los criterios anteriormente mencionados

y sobre todo las caracteristicas del paciente.

Las técnicas que utiliza el laboratorio clinico para conocer la sensibilidad a los
antibioticos son muy variadas, pero la mas utilizada es la técnica de los multidiscos.
Estos, se venden preparados para microorganismos Gram positivos, Gram
negativos y mixtos, con la cantidad exacta de los medicamentos a prueba para cada
tipo de microorganismo, son de sencillo manejo y lectura facil de realizar, solo se

miden los milimetros del halo de inhibicion.
MATERIAL Y REACTIVOS

Cepas:
e Staphylococcuss aureus

e Klebsiella pneumoniae

Medios de cultivo y reactivos:
Dos cajas con agar Mueller Hinton
Multidisco Gram positivo
Multidisco Gram negativo

Material:
Pinzas de curacion

Mechero

SERVICIOS: Agua, luz, gas.
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PROCEDIMIENTO

1. Sembrar masivamente una caja de agar Mueller Hinton con Staphylococcus.aureus.

2. Colocar con las pinzas flameadas un multidisco Gram positivo, cuidando que quede

perfectamente adherido al medio.

3. Sembrar masivamente la otra caja de agar Mueller Hinton con Klebsiella

peumoniae.

4. Colocar con las pinzas flameadas un multidisco Gram negativo, cuidando que quede

perfectamente adherido al medio.
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Practica Antibiograma

-

— | B

Staphylococcus aureus Klebsiella pneumoniae
Agar Mueller Hinton Agar Mueller Hinton

l l

\ Siembra masiva \

Colocar multidisco

correspondiente: Colocar multidisco correspondiente:
Staphvlococcus aureus Klebsiella pneumoniae
Grampositivos Gramnegativos
24h/37°%¢

Observar los halos de inhibicion del
crecimiento y medir su diametro en mm
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RESULTADOS

e Medir los halos de inhibicién en milimetros de cada antibiético en cada una de las

cajas (Gram positivos y Gram negativos), identificar los antibiéticos con mayor

efecto inhibidor, menor efecto inhibidor y efecto medio tomando en cuenta la

informacion del fabricante.

N

e De cada uno de los antibiéticos de mediano efecto (que serian los de primera

eleccion), buscar la siguiente informacion: nombres comerciales, presentaciones,

vias de administracion, indicaciones, contraindicaciones, reacciones adversas, etc.

Esta prueba se fundamenta en que, al colocar el disco impregnado con determinada

cantidad de antimicrobiano sobre un medio sélido inoculado con bacterias, el

antimicrobiano difundird formandose un gradiente de concentracion, el cual inhibira

o permitira el crecimiento de la bacteria. Una vez que se coloca el disco de papel

filtro en contacto con el medio de cultivo, el antibi6tico difundira hacia el interior.

Contenido de los multidiscos:

Multidiscos* Gram Positivos CAT.

Cada multidisco contiene aproximadamente:

Ampicilina
Cefalotina
Cefotaxima
Ceftazidima
Cefuroxima
Dicloxacilina
Eritromicina

Gentamicina

AM
CF
CTX
CAZ
CXM
DC

GE

10ug
30ug
30ug
30ug
30pg
1ug

15ug
10ug
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Pefloxacina PEF 5ug
Penicilina PE 10U
Tetraciclina TE 30ug
Trimetoprim- Sulametoxasol SXT 25ug

Multidiscos* Gram Negativos CAT.

Cada multidisco contiene aproximadamente:

Amikacina AK 30ug
Ampicilina AM 10pg
Carbenicilina CB 100ug
Cefalotina CF 30ug
Cefotaxima CTX 30ug
Ceftriaxona CRO 30ug
Cloranfenicol CL 30ug
Gentamicina GE |IOug
Netilmicina NET 30ug
Nitrofurantoina NF 300ug
Pefloxacina PEF 5ug

Trimetoprim-Sulfametoxasol SXT 25ug
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CUESTIONARIO
1. Mencione la diferencia entre antibiotico de amplio, mediano y reducido espectro.

2. Mencione las bases farmacoldgicas de 5 antibiéticos indicados para

microorganismos Gram positivos.

3. Mencione las bases farmacolégicas de 5 antibidticos indicados para

microorganismos Gram negativos.
4. Mencione los riesgos del uso indiscriminado de antibioticos.
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Practica No. 11

ACCION DE LA LISOZIMA COMO MECANISMO DE DEFENSA INNATA EN
CAVIDAD BUCAL

OBJETIVO
Identificar la accién antimicrobiana de la lisozima presente en las diferentes
secreciones corporales.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

Concepto de inmunologia.

Tipos de inmunidad.

Factores que modifican la inmunidad

Clasificacion de mecanismos inespecificos en cavidad bucal.
¢,Cual es la funcién de la lisozima en cavidad bucal?.

abrwnpE

FUNDAMENTO TEORICO
Todos los seres humanos estamos expuestos a diversos microorganismos, entre los

cuales se encuentran parasitos, hongos, bacterias y virus, asi como sustancias
toxicas las cuales pueden provocar infecciones.

En la medida que el sistema inmunitario defiende al hospedero contra los
patdgenos, utiliza diferentes sistemas de reconocimiento, a fin de eliminar de
manera efectiva al patégeno invasor o a sus productos. Una respuesta generada
contra un patogeno potencial se llama respuesta inmunitaria. La inmunidad innata
es la primera linea de defensa, es inespecifica, se moviliza rapidamente hacia el sitio
inicial de la infeccién, pero carece de memoria inmunolégica, es el estado de
proteccion o resistencia que cada individuo tiene al nacer, por su capacidad de
reconocer a microorganismos patogenos y destruirlos, sin que haya existido un
contacto previo con ellos.

Los determinantes de la inmunidad innata o natural incluyen factores genéticos,
raciales, hormonales, celulares y humorales, ademas de otros como las barreras de
proteccion mecanica.

Entre los elementos y mecanismos innatos de proteccion o resistencia se clasifican

en barreras: fisicas, bioquimicas y bioldgicas.
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Dentro de las barreras bioquimicas existen diferentes moléculas encargadas de
nuestra defensa, una de ellas es la lisozima también conocida como muraminidasa,
es una enzima presente en la mayoria de los tejidos y secreciones corporales como
lagrimas, moco nasal, saliva, secreciones intestinales y respiratorias, etc. Esta es
producida principalmente por los poliformonucleares y en la cavidad bucal constituye
una importante barrera bioquimica, actla sobre las bacterias especialmente Gram +
provocando la lisis de la pared bacteriana, debilitando la capa de mureina.

La lisozima esta presente en los granulos de las células de defensa, de donde se
libera en los sitios de inflamacion.

En estudios recientes se ha notificado también la capacidad que tiene esta enzima
de hidrolizar la pared celular de hongos y levaduras. Asimismo, se ha reportado su
efectividad como agente antibacteriano y antifGngico cuando se combina con otros
compuestos activos como el quitosano, el cual es un biopolimero policationico capaz
de retardar o inhibir el desarrollo de bacterias y hongos al interactuar con los
componentes celulares presentes en la membrana y la pared celular.

Otra molécula de defensa es la lactoferrina que es una proteina que se encuentra
en secreciones corporales, como lagrimas, saliva, leche materna y especialmente
en el calostro. La lactoferrina es una proteina que se une al hierro, elemento que
muchas bacterias necesitan para funcionar, lo que puede explicar parte de su
actividad bactericida, pero ademas tiene una importante capacidad antimicrobiana
frente a diversos tipos de patégenos mediante otros mecanismos como la
desestabilizacion quimica de la membrana de ciertas bacterias y hongos.

La peroxidasa es otra molécula con accion antimicrobiana que se encuentra

presente en saliva, leche y neutrofilos.
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MATERIAS Y REACTIVOS
Cepa:
Micrococcus lysodeikticus

Medios de cultivo:
1 caja agar soya tripticasa

Material y equipo:

1 mechero

1 tubo con discos de papel filtro estéril
1 tubo con solucion salina estéril

1 pinza de curacion

1 asa bacteriologica

SERVICIOS: Agua, luz y gas

PROCEDIMIENTO
LISOZIMA
1. Sembrar masivamente la caja agar soya tripticasa con Micrococcus lysodeikticus

=" A m—) =

2. Tres companferos del grupo previa firma de la carta de consentimiento informado,
haran ejercicio para donar sudor, saliva, lagrima y secrecion nasal.

3. Colocar sobre la caja sembrada los discos de papel filtro impregnados con las
siguientes secreciones y solucion:
a) Lagrima
b) Saliva
c) Sudor
d) Secrecion nasal
e) Solucion salina
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4. Incubar 37° C durante 24 horas, leer resultados.

RESULTADOS
1. Medir los halos de inhibicion en milimetros de cada una de las secreciones y
solucién utilizada.

2. Anotar los resultados en la siguiente tabla comparativa y reportar en cual secrecién
hay mayor concentracion de lisozima.

Lagrima Saliva Sudor Secrecion Solucién
nasal salina
Diametro
del halo
en
milimetros

CUESTIONARIO

Explique la importancia de los mecanismos de defensa inespecificos.

¢, Qué otros mecanismos de defensa inespecificos pueden encontrarse en saliva?
¢,Contra qué bacterias actla la Lisozima?

¢A qué nivel actla la Lisozima en la bacteria?

PwnhPE
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Préctica No. 12

LA FAGOCITOSIS COMO MECANISMO DE DEFENSA INESPECIFICO

OBJETIVO

Identificar la importancia de la fagocitosis como mecanismo de defensa inespecifico del

organismo.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

1.- Mecanismos celulares de la respuesta inmunitaria innata.
2.- Definicién de fagocitosis.

3.- Células que llevan a cabo la fagocitosis.

FUNDAMENTO TEORICO

La fagocitosis es un mecanismo de defensa inespecifico encargado de eliminar agentes
extrafos, 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 neutréfilos y
macrofagos, son fagocitos y se encuentran ampliamente distribuidos en todos los tejidos
del cuerpo. 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
macrofagos, los cuales se encuentran en todos los tejidos y 6rganos del cuerpo (hueso,
pulmones, higado, sistema nervioso, piel, mucosa oral, etc), dependiendo de su
localizacion los macréfagos reciben un nombre especial, por ejemplo, en el pulmoén se
llaman macrofagos alveolares, en el hueso se denominan osteoclastos, mientras que en el

sistema nervioso central reciben el nombre de microglia, etc.
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En cavidad bucal la fagocitosis se lleva a cabo principalmente en el surco gingival ya que

el fluido gingival contiene neutrdéfilos y monocitos.

La presencia de un agente extrafio (bacterias, hongo, etc.), induce la secrecion de

guimiocinas, 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 cuatro etapas

gue a continuacién se describen:

1)

2)

3)

Reconocimiento: Es indispensable que los fagocitos reconozcan y se adhieran a
los microorganismos. Para ello, los macrofagos poseen en su superficie receptores
gue 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 reconocer a los

microorganismos (Fig. 1).

Ingestidn: La unidn del macrofago al agente extrafo, induce sefiales que provocan
cambios en la membrana celular del fagocito y que le permite englobar al
microorganismo e ingerirlo. En este proceso el agente extrafio queda contenido en

una vesicula llamada fagosoma (Fig. 1).

Digestion: Durante esta etapa, se lleva a cabo la muerte y degradacién 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. 1).
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4) Excrecién: Después de la digestion del microorganimos, es necesario eliminar los

desechos, esto se lleva a cabo mediante la exocitosis.

Bacteria opsonizada

Reconocimiento

Ingestion

El fagolisosoma se fusiona con
la membrana plasmatica del macréfago

% . El antigeno es fagocitado
B B o formando el “Fagosoma“
& » *

Exocitosis

Las particulas degradadas
son expulsadas por el
macrofago

El fagosomay
lisosoma se fusionan
generando un

as enzimas degradan al " A ”
Fagolisosoma

microorganismo fagocitado.

Figura 1: Fagocitosis mediada por anticuerpos. Etapas representativas de la fagocitosis de una bacteria opsonizada
0 no opsonizada. Se muestra el reconocimiento, la ingestion, digestion y exocitosis (Modificado de Castro-Manrreza y

Paredes-Monsalvo).

Es importante mencionar que no todas las moléculas del microorganismo digerido son
desechadas, algunas son procesadas para llevar a cabo la presentacion de antigenos,
mecanismo indispensable para la induccion de una respuesta inmunitaria especifica.
También se debe resaltar que la fagocitosis no solo se encarga de ingerir y destruir
particulas extrafias, también participa en la eliminacion de células muertas de nuestro
cuerpo por causas naturales o por dafo, ejemplo de ello son los osteoclastos quienes se

encargar de degradar hueso para permitir su remodelacion.
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En las siguientes direcciones, puedes visualizar videos de la fagocitosis realizada por
fagocitos vivos:

https://www.youtube.com/watch?v=cwputiSwE7w

https://youtu.be/438EovW4tzs

https://www.youtube.com/watch?v=IN5Lr4gUQQU

MATERIALY REACTIVOS

- Preparaciones fijas de fagocitosis.

- Aceite de inmersion.

EQUIPO

Microscopio

SERVICIOS

Luz, agua

PROCEDIMIENTO
e Observar cuidadosamente a 100x (inmersion) las preparaciones fijas identificando
los pasos de la fagocitosis.

e Realizar dibujos de las observaciones.

RESULTADOS
¢ Realizar los dibujos de las observaciones mencionando que pasos de la

fagocitosis observo e identifique que células estan participando en la fagocitosis.


https://www.youtube.com/watch?v=cwputi8wE7w
https://youtu.be/438EovW4tzs
https://www.youtube.com/watch?v=lN5Lr4qUQQU
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CUESTIONARIO

Elabore un resumen del articulo de la bibliografia nUmero 3 y conteste las siguientes

preguntas:

1) ¢Qué son los patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPSs)? y explique
cual es su importancia en la fagocitosis.

2) ¢Qué mecanismos emplean los fagocitos para reconocer a los microorganismos?

3) ¢Qué es la presentacion de antigenos?

4) Mencione algunas de las consecuencias que se presentan cuando el proceso de
fagocitosis no es eficiente.

BIBLIOGRAFIA

1. Abul. K. Abbas, Andrew H. Lichman, Shiv Pillai. Inmunologia celular y molecular.
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ISN:2395-9967
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Practica No. 13
REACCIONES DE PRECIPITACION EN CAPILAR

OBJETIVO

Conocer una de las reacciones antigeno—anticuerpo y relacionar este evento, con
las diferentes formas que tiene el cuerpo humano y la cavidad bucal para
defenderse.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

1. ¢ Cuédles son los mecanismos de defensa inespecificos de cavidad bucal?

2. Defina antigeno y anticuerpo.

3. Defina célula plasmatica.

4. Explique qué caracteristicas debe de tener el antigeno y el anticuerpo para que

se dé una reaccion de precipitacion.

FUNDAMENTO TEORICO

Desde el momento del nacimiento, el hombre esta expuesto a un sin nimero de
contactos o ataques de bacterias, hongos, virus y/o parasitos, de los cuales debe
defenderse, ya sea mediante mecanismos de defensa inespecificos, que son
eficaces contra una gran variedad de microorganismos o0 por mecanismos de
defensa especificos, los cuales son efectivos contra determinados agentes
agresores. Para todo aquel que se dedica a la salud, es de suma importancia
conocer como nuestro cuerpo reaccionara ante cualquier tipo de agresion ya sea
mecanica, fisica, quimica o microbiana. Un microorganismo necesita entrar en los
tejidos del huésped para infectarlo. ElI cuerpo humano tiene un gran numero de
barreras que lo protegen contra la entrada de este tipo de agresores.

Los mecanismos de defensa dependeran estrechamente de la herencia, edad, sexo,
raza, nutriciébn, hormonas, etc. protegiendo a nuestro cuerpo contra infecciones
determinadas como resultado de su capacidad de defenderse contra un agente

causal, ya sea de forma activa o pasiva.
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Dentro de esta capacidad de defender al cuerpo tenemos a la inmunidad especifica
0 adaptativa que es permanente o de larga duraciéon y ocurre de manera natural
cuando se padece la enfermedad o infeccion, creando en nuestro cuerpo una
memoria que se conserva y actua cuando existe un nuevo contacto con el mismo
microorganismo que ocasiond la primera infeccion. En este tipo de inmunidad
adaptativa, también se encuentra de forma artificial, que se obtiene mediante el uso
de vacunas, y que prepara al cuerpo para reconocer al agente agresor y atacarlo sin
padecer la enfermedad.

Ambos tipos de inmunidad adaptativa (natural o artificial) son especificos ya que
tienen en comun la produccion de anticuerpos o inmunoglobulinas, que son aquellas
sustancias que produce el organismo como respuesta a un antigeno y que
solamente pueden reconocer, atacar y destruir al antigeno especifico para el cual
fue creado.

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

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

e Precipitacién

e Aglutinacion

e Floculacién

¢ Neutralizacién

Las reacciones de precipitacibn se presentan cuando el antigeno (Ag) es
multivalente y el anticuerpo (Ac) bivalente y especifico, ambos deben ser solubles y
dan como resultado la formacion de un complejo insoluble.

Esta reaccién se utiliza en el laboratorio para demostrar, cuantificar antigenos y/o

anticuerpos, puede ser en medio liquido o semisélido.
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La precipitacion en capilar se realiza en un medio liquido y en tubos capilares,
mezclando antigenos multivalentes con anticuerpos bivalentes, ambos en solucién,
donde pueden combinarse formando redes tridimensionales que se agregan y
precipitan. Esta es una prueba semicuantitativa al medir los precipitados resultantes.
Cuando la cantidad de anticuerpo se encuentra en forma constante y el antigeno se
va diluyendo, el precipitado que resultara de la reacciéon se mide en milimetros;
cuando se grafican estos resultados, se puede observar una curva, a la que se le
llama curva de precipitacion en la cual se pueden diferenciar tres zonas (grafical):
Exceso de antigeno: Llamado también prozona, todos los anticuerpos estan
combinados, pero la precipitacidén es baja debido a que gran parte de los complejos
antigeno- anticuerpo son pequefios y solubles, tienden a disolverse, la cantidad de
precipitado es también menor a la de equivalencia.

Equivalencia: se encuentran en proporciones iguales las cantidades de antigeno y
anticuerpo por lo que se observa un maximo precipitado.

Exceso de anticuerpo: Los anticuerpos se encuentran en mayor proporcion para una
formacion eficiente de precipitado, los complejos formados son insolubles y permiten
una estimacién de la valencia del antigeno, la precipitaciéon es inferior a la de

equivalencia.
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GRAFICA 1. CURVA DE PRECIPITACION EN CAPILAR
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P S U O U O PRI OO

MATERIAL Y REACTIVOS

e 9tubos capilares.

e 9tubos de ensaye de 13 x 100 en gradilla.

e 3 pipetas de 1ml graduadas en décimas.

e 1 barra de plastilina.

e 1 tubo de ensaye con Suero Bovino Total (SBT) (Antigeno).

e« 1 tubo de ensaye con Antisuero Bovino Total (ASBT) (Anticuerpo).

. Solucion salina.

SERVICIOS: Luz, agua.
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PROCEDIMIENTO

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

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

3. Agregar 0.5 ml de suero bovino total (SBT) al tubo de ensaye numero 1
mezclandolo perfectamente.

4. Tomar 0.5 ml del tubo numero 1y colocarlos en el tubo numero 2, mezclar.

5. Tomar 0.5 ml del tubo 2 y transferirlos al tubo 3, mezclar y repetir del 3 al 4y
asi hasta el tubo numero 9.

6. Absorber siempre primero con un tubo capilar el antisuero bovino total
(ASBT) hasta la primera marca que realizé.

7. Girar el tubo capilar a 180° y dejar que el ASBT baje o descienda hasta el
borde contrario de donde se absorbid.

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

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

10. Colocar el liquido en el centro del capilar girandolo y clavarlo en la barra de
plastiina sin retirar el dedo hasta que esté bien clavado.
11. Realizar el mismo procedimiento con cada uno de los tubos capilares,
cambiando de dilucion.

12. Dejar la barra de plastilina a temperatura ambiente por unos minutos y

después en refrigeracion 24 a 48 horas.
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RESULTADOS

- Realizar una tabla como la siguiente:

Tubo capilar No. Tubo capilar No. Tubo capilar No.
1 11
2 1:2
3 1:4
4 1:8
5 1:16
6 1:32
7 1:64
8 1:128
9 1:256

Fuente: Propia

e Medir con regla el precipitado de cada tubo capilar anotando el resultado en el
cuadro superior.

e Graficar en papel milimétrico los resultados, teniendo en cuenta que para fines
didacticos, en esta ocasion el suero bovino funcionara como antigeno y el

antisuero bovino total serd el anticuerpo, coloque en el eje de las abscisas de su
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grafica la dilucidon de suero 1:1, 1:2, 1:4 etc, y en el eje de las ordenadas la
cantidad de precipitado en milimetros.

e |dentifique cada una de las zonas de su curva de precipitacion.

CUESTIONARIO

1. Explique qué es una reaccién antigeno anticuerpo.

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

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

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

BIBLIOGRAFIA
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Practica No. 14

REACCION DE PRECIPITACION EN GEL (Ouchterlony)

OBJETIVO

Demostrar la reaccion antigeno-anticuerpo, y su utilidad como mecanismo de
defensa en la reaccion de precipitacion, utilizando una prueba cualitativa
inmunolégica de laboratorio.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

1. Caracteristicas de un antigeno y un anticuerpo para que se lleve a cabo una
reaccion de precipitacion.

2. Clasificacion de inmunoglobulinas.

3. Definicion de reaccion de precipitacion.

4. Definicién de Epitopo.

FUNDAMENTO TEORICO

La técnica de inmunodifusion doble de Ouchterlony se aplica para determinar las
relaciones existentes entre diferentes antigenos. En esta técnica se colocan
soluciones de antigeno y anticuerpos en pocillos separados en agar. La doble
difusién se lleva a cabo al colocar los pozos de antigeno y anticuerpo en diversos
angulos, los cuales difunden a través del agar en forma radial, estableciéndose los
gradientes de concentracion de cada sustancia, las cuales al encontrarse forman un
precipitado que se observa como una linea opaca en la region donde se encuentran
en proporciones equivalentes.

El gel de agarosa no contiene anticuerpos sino que se afiade tanto al antigeno como
al anticuerpo en dos pocillos situados a unos cuantos milimetros.

Basandose en este patrén de lineas de precipitacion, esta técnica también se
emplea para determinar si las muestras son idénticas (identidad total), si comparten
algun epitopo, pero no todos (identidad parcial), o bien, si se trata de muestras
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diferentes (no identidad). Si una preparacidn contiene varios antigenos se dara lugar
a lineas mudltiples, debido a que no todas las moléculas ya sean de antigeno o de
anticuerpo se difunden con la misma velocidad.

Las tres modalidades caracteristicas basicas de estas reacciones se mencionan a
continuacion (Figura 13.1)

I. Reaccion de identidad total: Se observa una linea en forma de “V” los anticuerpos
se unen a los mismos determinantes antigénicos en cada muestra y son idénticos
Il. Reaccion de identidad parcial: Se observa una linea de precipitacion en forma de
“Y” en este caso contiene un antigeno diferente que comparte con algun
determinante pero no todos

[ll. Reaccién de no identidad: Se observa una linea en forma de “X” esto sucede
cuando se afiaden dos antigenos sin relacién, no son compatibles con ningun
determinante

Inmunodifusion doble

X ¥ x

anti-x

x..
»

anti-x + anti-y

Xty # @ X
.

anti-x + anti-y

Identidad total No identidad

Identidad parcial

Figura 13-1 Reaccion de precipitacion

La doble difusién en agar se puede utilizar para analisis semicuantitativo en sistemas
serologicos humanos, donde la especificidad de las lineas de precipitacion ya ha
sido determinada. Son pruebas que se utilizan para evaluar la respuesta humoral
frente a la infeccion y los antecedentes de exposicion a agentes infecciosos de un
individuo.

Frecuentemente se usa la inmunodifusién doble para la deteccion de anticuerpos o
antigenos nucleares extraibles en pacientes con varias enfermedades del tejido
conjuntivo. Este método ha comprobado ser una técnica confiable para su deteccion.
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MATERIAL Y REACTIVOS

- 1 portaobjetos con ion agar (Oxoid).
- 1 caja de Petri.
- 1 aplicador de madera.
- 1 pipeta Pasteur.
- Papel filtro.
- Solucion de antigenos:
v' Suero bovino total (SBT).
v" Albumina bovina.
v' Gammaglobulina bovina u Ovoalbumina.
- Solucion de anticuerpos.
v antisuero bovino total (ASBT).
v antigamaglobulina bovina + antiovoalbumina.

SERVICIOS

Luz, agua.

PROCEDIMIENTO

1. Realizar tres sistemas con tres perforaciones en el agar, de forma que quede un
pozo en cada vértice, formando un triangulo equilatero (como lo muestra el
esquema):

Fuente: Propia
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2. Con un tubo capilar rellenar los pozos en el primer sistema como lo indica el
esquema 2.

SBT  SBT

O O
O

ASBT

Esquema 2 Fuente: Propia

3. En el segundo sistema con un tubo capilar rellenar los pozos como lo indica el
esquema 3

SBT ovoalbimina

OO
O

Anti albdmina
bovina
Esquema 3 Fuente: Propia




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS LABORATORIOS DE

DOCENCIA MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO MECANISMOS @i’ﬁ%
INFECCIOSOS Y RESPUESTA INMUNE DEL SISTEMA F E -
ESTOMATOGNATICO
Caodigo Fecha de aprobacion Version Pagina
SGC-FESZ-CD-ML08 00/07/2024 1 122 /166

4. En el tercer sistema con un tubo capilar rellenar los pozos como lo indica el
esquema 4

Ga Albtimina
mm bovina
ASBT
Esquema 4 Fuente: Propia

5. Improvisar una camara humeda con una caja de Petri, colocando papel
humedecido con agua en la base y en la tapa.

6. Se colocan los portaobjetos preparados en la camara hiumeda sobre el aplicador
de madera.

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

RESULTADOS
Tomar cuidadosamente el portaobjetos y observar hacia la luz cada sistema de
pozos, identificando las bandas de precipitacion. Hacer un esquema del portaobjetos
con los pozos sefialando donde se coloco el antigeno y el anticuerpo de acuerdo
con las instrucciones de su profesor y dibujar las bandas de precipitacién que se
observen.

Identificar el tipo de reaccion que se observo (identidad total, no identidad o identidad
parcial.

%emplo de como se observa una banda de precipitacion
uente: Propia
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CUESTIONARIO

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

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

3. ¢ Cuales son las caracteristicas que debe tener un antigeno y un anticuerpo para
gue se lleve a cabo una reaccién de precipitacion?

4. ¢ Qué aplicacién tiene esta prueba en su practica odontologica?

BIBLIOGRAFIA

-Ragueiro G, Martinez N, Lopez L, Corell A. (2021) Inmunologia Biologia y
patologia del sistema inmunitario. Médica Panamericana
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panamericana.
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Graw Hill. —
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México: Manual Moderno.

-Male D, Brostoff (2013). Inmunologia. ELSEVIER Health Sciences
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Practica No. 15

REACCIONES DE AGLUTINACION
OBJETIVO
Conocer la importancia de las reacciones de aglutinacion en diferentes pruebas de

laboratorio, particularmente en la determinacion del grupo sanguineo.

CONOCIMIENTOS PREVIOS
1. Concepto de aglutinacién.

2. Tipos de reaccion de aglutinacion.

FUNDAMENTO TEORICO

La reaccion antigeno-anticuerpo forma parte de los mecanismos de defensa
especificos del cuerpo humano. El estudio detallado de este proceso ha generado
conocimiento con numerosas aplicaciones clinicas, ya que nos ayuda a identificar la
presencia o ausencia de hormonas, antigenos, anticuerpos, enzimas, células, etc.
en diferentes fluidos (sangre, orina, saliva, etc.). Los analisis de laboratorio basados
en la interaccion antigeno-anticuerpo son importantes en el diagnéstico de
enfermedades, evaluacién de tratamientos y el seguimiento de procesos fisioldgicos
normales; ejemplo de lo anterior, son las pruebas para detectar la infeccion con el
VIH o las pruebas de embarazo. Las reacciones de aglutinacion son la base de
numerosas técnicas empleadas en laboratorios clinicos y de investigacion.

La reaccion de aglutinacién es la interaccion in vitro de un anticuerpo (aglutinina)
con un antigeno (aglutinégeno), este ultimo localizado en la superficie de una célula
0 particula, generalmente este proceso es visible a simple vista, por lo que no es
necesario un microscopio (Figura 14.1). Las reacciones de aglutinacion se clasifican

en dos tipos:
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a) Aglutinacion 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.

b) Aglutinacion indirecta o pasiva: esta reaccién 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. Este tipo de aglutinacion es til para determinar la
presencia y la cantidad de anticuerpos (titulo de anticuerpos) en diferentes fluidos
del cuerpo. Esta metodologia se emplea para determinar el factor reumatoide,
prueba de embarazo y anticuerpos anti-DNA. Es importante mencionar, que la
particula de latex, también puede ser recubierta con un anticuerpo de interés, las
particulas sensibilizadas con anticuerpos sirven para detectar la presencia de algun
antigeno en los diferentes fluidos biolégicos. En este caso la técnica se denomina
aglutinacion pasiva inversa.

Por otra parte, los eritrocitos también pueden ser aglutinados por ciertos virus o
bacterias. Esta reaccion de hemaglutinacion puede inhibirse de manera especifica
en presencia de anticuerpos dirigidos contra estos microorganismos (ensayo de
inhibicion de la hemaglutinacién). Estas técnicas sirven para determinar la
concentracion relativa (titulo) de virus y anticuerpos.

Como ya se mencion0 la determinacion de grupos sanguineos es un ejemplo de la
reaccion de aglutinacion directa, la prueba identifica la presencia o ausencia de
antigenos caracteristicos de los glébulos rojos de la sangre. De acuerdo a la
distribucion de los isoantigenos A y B en los eritrocitos, la sangre de toda persona
gueda incluida entre los cuatro grupos denominados A, B, AB y O, segun tengan un
antigeno (A o B), los dos antigenos al mismo tiempo (A y B) o carezcan de ellos (O).
Los grupos sanguineo fueron descubiertos por Karl Landsteiner en 1901, lo que
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permiti6 establecer los criterios de compatibilidad sanguinea entre humanos.
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 (Rh+) y los que no lo poseen son Rh negativos (Rh-). 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 cual es fundamental al momento de
realizar una transfusion sanguinea para evitar una reaccion de hemodlisis, que puede
culminar con la muerte del paciente.

Los antigenos del sistema ABO, son los mas antigenicos y por ello son importantes
en medicina transfusional. Generalmente, las personas poseen anticuerpos
naturales, contra los antigenos, que no estan presentes en sus propios eritrocitos,
por ello durante una trasfusion de sangre incompatible se pueden observar
reacciones adversas e incluso fatales. Ejemplo de lo anterior es la reaccién de
hemolisis inducida por la transfusion de sangre incompatible, lo que ocurre a nivel
intravascular y es inmediata; se produce hipotension, fiebre, coagulacién
intravascular diseminada, falla renal y muerte. Debido a lo anterior, es vital
determinar la compatibilidad de los grupos sanguineos antes de realizar una
trasfusion.

A diferencia de lo que ocurre con el sistema ABO, no existen isoanticuerpos contra
el antigeno Rh. Sin embargo, si una persona Rh negativa recibe eritrocitos del tipo
Rh positivo, reaccionara y sintetizara anticuerpos contra el factor Rh. Esto es
peligroso cuando una mujer Rh negativa se embaraza y su esposo es Rh+. Cuando
el feto sea Rh+ al tener contacto con la sangre de la madre, esta producira
anticuerpos contra el factor Rh presente en los eritrocitos fetales. Estos anticuerpos
seran del tipo IgG, los cuales pueden cruzar la barrera placentaria, reaccionar con
los eritrocitos fetales e inducir una enfermedad hemolitica conocida como
eritroblastosis fetal. Generalmente el primer hijo no sufre peligro alguno. Sin

embargo, si en la mujer ocurre una respuesta inmune primaria al antigeno Rh en el
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momento del parto, puede generar una respuesta inmune secundaria contra el
siguiente feto Rh+, los anticuerpos anti-Rh cruzaran la placenta y destruiran los
eritrocitos del producto. Para evitar esta complicacion se utiliza el hecho de que un
exceso de anticuerpo inyectado contra los eritrocitos tipo Rh+ reaccionara con ellos
y los destruird, y asi evitard que en la madre se produzca una reaccion primaria
contra el factor Rh. Este procedimiento se realiza sisteméaticamente en el momento
del parto de mujeres con eritrocitos tipo Rh- con bebés con eritrocitos de tipo Rh+.

La determinacion de los grupos sanguineo se realiza mediante una reaccion in vitro
de aglutinacion, en la cual sucede una 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 o0 ausencia de aglutinacion, determinard el tipo de sangre.

Anticuerpos Aglutinacién
especificos (reaccion antigeno-anticuerpo)

Eritrocitos

Figura 14.1 Reaccidon de aglutinacién. Los anticuerpos especificos reaccionan con los antigenos presentes
en la superficie de los eritrocitos, lo anterior provoca que los glébulos rojos se agrupen y formen grumos

facilmente visibles (Fuente: Dra. Marta Elena Castro Manreza).

MATERIAL Y REACTIVOS POR EQUIPO
2 lancetas estériles.

2 portaobjetos.

2 aplicadores de madera.

2 torundas con alcohol.
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MATERIAL Y REACTIVOS POR GRUPO
1 frasco de suero hemaotipificador A.
1 frasco de suero hemotipificador B.

1 frasco de suero hemotipificador Rh o D.

SERVICIOS: Luz, agua.

PROCEDIMIENTO
1) Dos comparfieros de cada equipo firmaran la carta de consentimiento informado.

2) Limpiar el area (dedo) con una torunda impregnada con alcohol.

3) Puncionar con una lanceta estéril y colocar en un portaobjetos limpio, tres gotas

de sangre separadas.

4) En la primera gota de sangre colocar una gota de suero anti—A, en la segunda
gota de sangre agregar una gota de suero anti-B, y en la Ultima, una gota de suero
anti-D.

5) Inmediatamente mezclar con un aplicador de madera, cuidando que no haya

contacto entre cada gota de sangre.

RESULTADOS

Dibuje o fotografie sus resultados, con base en las siguientes observaciones:

1. La presencia de aglutinacion (grumos) en la mezcla en un lapso de minutos, indica
la union antigeno—anticuerpo (resultado de la prueba: positivo).

2. La ausencia de aglutinacién (grumos) indica que no existe reaccién de
aglutinacion (resultado de la prueba: negativo).

3. Se observard en que mezcla hubo aglutinacién, reportando como grupo

sanguineo A si hubo aglutinacién en el suero anti-A, grupo sanguineo B si hubo
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aglutinacion con el suero anti-B, grupo sanguineo AB si aglutina en ambos sueros y
grupo sanguineo O si no hay aglutinacion.

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

5. Realizar un cuadro de resultados que incluya todos los grupos sanguineos

observados en el grupo.

Determinacion de grupos sanguineos y Rh.
Sueros grupos sanguineos.

.

- A B AB ) Rh+

Anti-A 23 » 23! s

Anti-B o A i e

Anti-Ay Anti-B | -~ 3 21 e

Anti-Rh o3 a
:i° Aglutinacion. B No aglutinacion.

CUESTIONARIO

1. ¢ Cudl es la importancia de conocer nuestro tipo de sangre?

2. ¢ Cuando se requieren y cudl es la funcioén de las pruebas cruzadas?

3. Expliqgue la diferencia entre reaccion de aglutinacién, precipitacion vy
neutralizacion.

4. Investigue en qué consiste la prueba de Coombs directa e indirecta.

BIBLIOGRAFIA

-Jawetz E, Melnick J, Adelberg E. (2011). Microbiologia médica. (25a. ed.) McGraw
Hill Interamericana Editores.

-Parslow T, Stites D, Abba T, Imboden D. J. (2002) Inmunologia béasica y clinica.
(10a. ed.) Manual Moderno.

-Rojas E. (2006) Inmunologia (de memoria). (3a. ed.) Médica Panamericana.
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Practica No. 16
FIJACION DE COMPLEMENTO

OBJETIVO
Analizar la relevancia del sistema de complemento como mecanismo de defensa

destacando su papel en la cavidad bucal.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

1. Definicion de complemento.

2. Vias de activacion del complemento.

3. Inmunoglobulinas que intervienen en la activacion del complemento.
4. Definir los conceptos de normobiosis y disbiosis.

FUNDAMENTO TEORICO

El complemento es un componente fundamental del sistema inmune innato,
compuesto por una red de proteinas circulantes y de membrana, esenciales para
combatir una variedad de microorganismos invasores. Estas proteinas representan
aproximadamente del 10% al 15% de las proteinas en la sangre. Conformado por
mas de 30 proteinas, muchas de las cuales son enzimas proteoliticas o proteasas,
el complemento circula en forma inactiva, conocida como zimégenos, hasta que es
activado. Su sintesis ocurre principalmente en el higado, aunque también puede ser
producido por diversas células, como macréfagos, células endoteliales y adipocitos.
El complemento puede desempefar un papel especifico cuando es activado por
anticuerpos, o actuar de manera inespecifica cuando se activa por ciertos

microorganismos.

Existen tres vias de activacion bien conocidas: la via clasica, la via alternativa y la

via de la lectina.
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Ciq La via clasica, asi nombrada por ser la primera en ser

descubierta, utiliza una proteina plasméatica conocida
como Clq para reconocer anticuerpos unidos a la
superficie de un microorganismo u otra estructura.

Una vez que el Clg se une a la porcion Fc de los

anticuerpos, se activan dos proteasas asociadas,
llamadas C1r y Cls, desencadenando una cascada

proteolitica que afecta a otras proteinas del

o

Antigono  Anticuerpo igM complemento.
en superficie ; )
del microbio La via alternativa, aunque

Lectina ligadora
descubierta posteriormente, es de manosa
MASP1

MASP2 ~

Fuente: Abbas, A. K., et al.(2015)

mas antigua en la evolucion filogenética que la via clasica. Se
activa cuando una proteina del complemento, C3, reconoce
directamente ciertas estructuras en la superficie microbiana, como
el lipopolisacarido bacteriano.

La via de la lectina es iniciada por una proteina plasmatica
llamada lectina ligadura de manosa MBL (en inglés mannose-
binding lectin) que identifica manosas terminales en
glucoproteinas y glucolipidos microbianos. La MBL tiene una

estructura hexamérica similar al componente C1q del sistema de

complemento. Una vez que la MBL se une a los microorganismos, 4
- . _ Manosa en
dos cimégenos, MASP1 (serina proteasa 1 asociada a la manosa) superficie del
microbio

y MASP2, con funciones analogas a C1r y C1s, estos se asocian
ala MBL para iniciar los pasos proteoliticos posteriores, los cuales

L 3 L. Fuente: Abbas, A. K., et al. (2015).
son idénticos a los de la via clasica.
La activacion del sistema de complemento puede desencadenarse a través de tres vias
diferentes, las cuales conducen a la generacion de C3b, marcando asi los primeros
pasos en la cascada de activacion del complemento. EI C3b, a su vez, inicia los pasos

posteriores de activaciéon del complemento, generando la produccién de péptidos
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inflamatorios como Cb5a y en la polimerizacion de C9, formando el complejo de ataque

a la membrana. Este ultimo se llama asi porque crea poros en la membrana plasmatica.

Inicio de la
activacion del
complemento Primeros pasos Ultimos pasos

Microbio = -
| L1C
Via I\

alternativa -(C3 C3b depositado _
£ \_ en el Complejo de ataque
- C3a microbio de la membrana (MAC)

Py 4) « i
e (e £C3) o8
12 / ] ,
‘ % cao > R e
Via =6 coy =P G {

1 , , A
clasica Anticuerpo (:3" e @ $Csa

Lectina
de union

S 'Funciones C3a:
Via de -~ efectoras inflamacion
la lectina

C5a: Lisis de
inflamacion microbio

C3b: opsonizacion
y fagocitosis

Fuente: Abbas, A. K., et al. (2015).

La salud periodontal requiere un estado inflamatorio controlado que pueda mantener
la homeostasis entre el huésped y los microorganismos en el periodonto. Sin
embargo, los defectos en el estado inmunoinflamatorio del huésped, asi como las
condiciones predisponentes y los factores ambientales, pueden alterar este
equilibrio hacia la disbiosis, un estado en el que los antiguos comensales se
convierten en patobiontes proinflamatorios. De manera similar, la presencia de

patdgenos puede inclinar la balanza hacia la disbiosis.
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1 Biofilm extendiendose
hasta la bolasa periodontal
2 Inflamacién gingival

3 Reabsorcion ésea

Susceptibilidad del huésped:

Inmunodeficiencias, enfermedades
sistemicas, obesidad, estrés,
infeccion por microorganismos
patégenos

.

’M Homeostasis _ ‘_f‘M ‘“

Ciclo patégeno >

Normobiosis T Disbicsis m

Microorganismos comensales Microorganismos patoblontes \
9. - | l

Destruccién de tejidos Interaccion del
y aporte de nutrientes complemento y de
a patobiontes receptores de PAMPs
- T N ¢
&2 =

Periodontitis Inflamacion

Maodificado de Hajishengallis G. (2014)

La inflamacién causada por la microbiota disbidtica depende, entre otros factores,
de la activacion del complemento y de la activacion de receptores que reconocen
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS), lo que a su vez activa a los
polimorfonucleares. Esta inflamacién tiene dos efectos principales e
interrelacionados: provoca la destruccién inflamatoria del tejido periodontal, incluida
la pérdida 6sea caracteristica de la periodontitis, que a su vez proporciona nutrientes

(péptidos de degradacion de tejidos y otros productos) que promueven aun mas la
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disbiosis y, por tanto, la destruccion de tejidos, generando asi un ciclo patégeno que

se perpetta a si mismo.

Actividades bioldgicas del complemento:

1.- Incremento en la permeabilidad vascular.

2.- Anafilotoxinas.

3.- Quimiotaxis.

4.- Opsonizacion y endocitosis.

5.- Adherencia inmune.

6.- Lisis reactiva.

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

hemolisina.

MATERIAL Y REACTIVOS

Hemolisina 2 U. 100 % hemoliticas.

Complemento 2 U. 100 % hemoliticas (suero).
Zymosan 10 mg/ml.

Glébulos rojos de carnero al 1% en TBS.

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

3 tubos de 13x100.

1 gradilla.

AN N N N N Y NN

Equipo:
Centrifuga, incubadora.

SERVICIOS: Luz, agua.
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PROCEDIMIENTO

1.- Extraer 10 ml de sangre de un alumno del grupo previa firma de la carta de
consentimiento informado.

2.- Esperar a que coagule, separar el coagulo y centrifugar a 1000 rpm por 3 minutos,
separar el Suero con una pipeta Pasteur y colocarlo en un tubo de ensaye.

3.- Colocar en una gradilla 3 tubos de ensaye de 13x100 previamente etiquetados
con nameros del 1 al 3.

4.- Preparar cada tubo con los reactivos de acuerdo con la siguiente tabla de

desarrollo
TUBO ZYMOSAN SUERO | : GRC HEMOLISINA : BS FRIO
ml. ml. N ml. ml. N ml.
C C
U U .
B B C
1 0.25 B A 025 0.25 A 1.25 E
R R N
70 T
C 37°C R
2 0.25 0.25 0.25 0.25 15 1.0 I
15 min. F
min U
G
3 3 0.25 : 0.25 0.25 1.25 A
R
F'T

Tabla de desarrollo ** centrifugar a 1500 rpm durante 1 minuto después de agregar el TBS.
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Resultados
Cuando hay lisis el contenido del tubo se observa con coloracion rojiza (ruptura de

eritrocitos), cuando no hay lisis el liquido se observa transparente
y con un botdn rojo en la base del tubo.

Tubo 1: Control negativo de activacion del complemento ya que no
contiene suero (no hay lisis).

Tubo 2: Se activa el complemento por via alterna por accion del
zymosan y dependiendo de la cantidad de complemento en suero
puede o no presentar lisis.

Tubo 3: Debido a la ausencia del zymosan se activa el

complemento por la via clasica y se observara lisis.

CUESTIONARIO

1.¢Qué via del complemento se activa con mayor frecuencia en la cavidad bucal?
2. ¢ Qué moléculas presentes en los microorganismos de la cavidad bucal pueden
desencadenar la activacion del complemento por la via alterna y por via clasica?

3. ¢Cuédl es el papel del C3b en la activacion del sistema de complemento y como
contribuye a la respuesta inmune en la cavidad bucal?

4. ;(Cémo puede la disbiosis en la cavidad bucal influir en la activacion del
complemento y contribuir a la periodontitis?

5.¢Cudl es el mecanismo de accion del complejo de ataque a la membrana en la

destruccion de microorganismos en la cavidad bucal?
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Practica No. 17
CHOQUE ANAFILACTICO

OBJETIVO
Analizar las reacciones de hipersensibilidad haciendo énfasis en el choque
anafilactico.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

1. Defina hipersensibilidad.

2. Mencione la clasificacién de hipersensibilidad de acuerdo con Gell y Coombs.

3. Mencione la inmunoglobulina que interviene en la reaccion de hipersensibilidad Tipo
l.

4. ¢Qué células intervienen en esta reaccion?

FUNDAMENTO TEORICO

Toda respuesta inmunolégica (normal o patolégica), requiere de una fase de
sensibilizacién, que siempre es silenciosa. Durante esta fase, las células
presentadoras de antigenos procesan los antigenos propios o extrafios y los
presentan a los linfocitos T CD4. Estos linfocitos seran los encargados de dirigir el
tipo de respuesta inmune, ya sea de tipo celular o humoral contra este antigeno, en
forma silente, pudiendo concluir en una defensa exitosa o exagerada que cause
dafio organico en la persona.

El choque anafilactico representa la manifestacion mas grave de la anafilaxiay es el
resultado de la liberacion de mediadores quimicos de los mastocitos y basofilos
(histamina, sustancia de reaccién lenta de la anafilaxia, prostaglandinas,
leucotrienos, etc.) dependientes de inmunoglobulina E (IgE).

De acuerdo con la clasificacion de Gell y Coombs, esta respuesta corresponde a un

mecanismo de dafio mediado por linfocitos Th2 e IgE, también conocida como
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respuesta de hipersensibilidad inmediata. Durante la fase de sensibilizacion, se

sintetiza IgE contra alérgenos, la cual se unira a sus receptores en la superficie de

los mastocitos. Cuando el nivel de IgE en los mastocitos alcance un nivel critico, la
siguiente exposicion al alérgeno originara su desgranulacion. Son esos mediadores
quimicos liberados durante este proceso, los responsables de los sintomas y signos
como el broncoespasmo, los estornudos, la rinorrea, la congestion nasal, urticaria,
angioedema, colicos abdominales, diarrea, hipotensién, piel fria, palida y sudorosa,
venas subcutdneas colapsadas, taquicardia, oliguria o anuria, relajacion de

esfinteres y pérdida de la conciencia y en los casos mas graves, la muerte.

Alergeno (p. &j. polen)
al alergeno
Activacion del
mastocito, liberacion
de mediadores
Linfocito 8 7 Amv\:vand.v)s
Producciénde IgE || . e r e MEGI0Ores Iipichcos
WgE l 4
Reaccoion de hipersensibivdad Reaccion tardia
L diata (mmutos despue (2-24 h después de la
Unién de IgE 2 e de la exposicion repetida exposicion repetida al
FceRi de los Mastocto : al alérgeno) alergeno)
- ;

Fuente: Robbins 2010

Existen diversas sustancias que pueden desencadenar esta reaccion como son:

e Medicamentos (anestésicos, antibiéticos, analgésicos, vitaminas, etc.)

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

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

e Productos de la naturaleza (polen, polvo, pelo de animales, plumas de aves, etc.)

e Latex.
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Sin embargo, también intervienen otros factores importantes como:

e Caracteristicas genéticas.

e Propiedades moleculares de los alérgenos.

e Contaminacion Ambiental.

e Edad.

e Estilo de vida.

Tipo de
reaccion
|

Organo o sistema

Manifestacion

Reacciones de hipersensibilidad
inmediata (anafilaxia)
Anticuerpos citotdxicos
mediata
Complejos antigeno- anticuerpo

mediata

Hipersensibilidad tardia mediada

por células tardia

Clasificacion de hipersensibilidad (Gell y Coombs)

Moléculas y células

IgE, células cebadas y

basdfilos
lgG e IgM

IgG, IgM, células fagociticas,
LTNK'y componentes del
complemento

Linfocitos T sensibilizados

Manifestaciones clinicas de la anafilaxia

involucrado

Cardiovascular

Respiratorio

Taquicardia,

arritmias,

Signos y sintomas dominantes

hipotensién, colapso

vascular, paro (Infarto de miocardio).

laringeo,

Estornudos, rinorrea, ronquera, disfonia, estridor

sensacion de cerrazon de garganta,

edema de vias aéreas superiores (lengua, uvula,



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS LABORATORIOS DE

DOCENCIA MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO MECANISMOS @i’ﬁ%
INFECCIOSOS Y RESPUESTA INMUNE DEL SISTEMA F E -
ESTOMATOGNATICO
Caodigo Fecha de aprobacion Version Pagina
SGC-FESZ-CD-ML08 00/07/2024 1 141 /166

paladar blando, faringe, laringe) taquipnea,

broncoespasmo, apnea, asfixia.

Piel Prurito palmo-plantar inicial y luego generalizado,
eritema, urticaria, angioedema.
1. Gastrointestinal Nausea, vomitos, colicos, dolor abdominal,
deposiciones acuosas o0 sanguineas.
2. Genitourinario Colicos uterinos, incontinencia urinaria.
3. Nervioso Convulsiones sensacion de “muerte inminente”,

pérdida de la conciencia.

Tratamiento de choque anafilactico en el consultorio dental:

Llamar al 911 y solicitar una ambulancia

2. Aplicar adrenalina 1:1000 |I.M (repetir la dosis a los 15 o 30 minutos si es
necesario).

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

solucién salina, entre otras.)

Colocar al paciente en posicién de Trendelemburg

Si tenemos oxigeno aplicarlo al paciente 3 L.

Administrar antihistaminico I.V.

Administrar corticoesteroides I.V.

Administrar broncodilatadores |.V ¢ inhalados si hay conciencia.

© ® N o g

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

Video grabacion:

Analizar el video en donde se representa un evento de choque anafilactico y tomar
el tiempo que transcurre entre la aplicacion del alérgeno y la aparicion de los signos
y sintomas, hasta llegar a la muerte del cobayo.

SERVICIOS:

Luz

Proyector

PC portéatil

RESULTADOS

Discutir la importancia del diagnéstico oportuno de choque anafilactico y las formas
de prevenir estos eventos en el consultorio dental con el apoyo de una buena historia
clinica y un correcto manejo de la farmacologia para casos de emergencia (botiquin
de urgencias NOM-013-SSA2-2015).

CUESTIONARIO

1. ¢Qué sustancias y materiales de uso odontolégico pueden desencadenar un
choque anafilactico?

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

3. ¢Qué medicamentos deben existir en el botiquin de urgencias del consultorio dental
(nombre comercial y genérico)?

4. ¢Cual es el 6rgano diana en el choque anafilactico?
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Préactica 18

PRESENCIA DE EOSINOFILOS EN PROCESOS ALERGICOS

Objetivo

Comprender la importancia de los eosinéfilos y su relaciéon con procesos alérgicos.

Conocimientos previos

1. Morfologia y funciones de los eosinofilos.
2. Concentracién de células inmunes en secreciones nasales (valores normales).

3. Rinitis alérgica cuadro clinico, diagnostico y tratamiento.

Fundamento teérico

Las células de los sistemas inmunitarios; innato (monocitos, macrofagos, células
dendriticas, eosindfilos, basofilos, neutrofilos, NK) y adaptativo (linfocitos By T),

estan presentes normalmente en forma de células circulantes en la sangre, en la
linfa y en forma de células dispersas en casi todos los tejidos, generan respuestas

protectoras eficaces contra microorganismos infecciosos.

Los eosindfilos (Eos), se originan en la médula 6sea, son granulocitos sanguineos
gue expresan granulos citoplasmicos que contienen enzimas lesivas (eotoxinas)
para las paredes celulares de los parasitos, pero que también pueden dafar los
tejidos del hospedero. Los granulos de los Eos contienen proteinas basicas que ligan
pigmentos acidos como la eosina. Algunos eosindfilos estan presentes normalmente
en los tejidos periféricos, en especial en los recubrimientos mucosos de las vias
respiratoria, digestiva y genitourinaria. Los valores normales varian de 200 a 500
Eos por mililitro cubico en sangre, estos pueden aumentar en algun proceso
inflamatorio o cuando se presentan las manifestaciones alérgicas del arbol

respiratorio superior. Su concentracion en moco hasal y esputo aumentan
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considerablemente, y su determinaciéon ayuda a definir un origen alérgico como
puede ser la rinitis, bronquitis, asma y en otras afecciones como infecciones
parasitarias, vasculitis, inmunodeficiencias de células T, enfermedad de Hodgkin,
aspergilosis broncopulmonar, eosinofilia tropical y sindromes de hipereosinofilia
idiopatica.

Los eosindfilos tienen multiples receptores de superficie, entre los que destacan los
de adhesion, los ligandos del endotelio vascular, las integrinas a las que se unen las
inmunoglobulinas, los receptores de selectinas que estan en la célula endotelial y
los ligandos de los carbohidratos, que son los que permiten que esta célula atraviese
al espacio intravascular. Estos receptores de superficie, en especial IgE, IgM y C3b,
aumentan cuando son ocupados por sus ligandos especificos, lo que a su vez
incrementa el metabolismo oxidativo y ocasiona explosion respiratoria, la liberacion
de leucotrieno C4 y aumento de la actividad citotéxica. Como poseen receptores
para las inmunoglobulinas, en especial para la IgA, pueden desencadenar
degranulacion importante de sus proteinas. Las proteinas granulares generan
orificios transmembranosos, ademas, por su dotacion enzimatica, el eosinéfilo
puede neutralizar la accion de las células cebadas, y asi la arilsulfatasa neutraliza la
accion de las sustancias de reaccion lenta de anafilaxia (SRS-A, slow-reacting
substance of anaphylaxis), la fosfolipasa D inactiva al factor activador de plaguetas
(PAF, platelets activating factor) y la histaminasa a la histamina, lo que inhibe y

neutraliza la degranulacion de basofilos y células cebadas.

4

Nacleo

Se observan los granulos especificos en un eosindfilo

Fuente: Atlas de Histoloaia Veaetal v Animal
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Material

v Equipo de hemocolorantes para tincion de frotis sanguineo HYCEL que contiene:
— Solucién fijadora

— Hemocolorante 1

— Hemocolorante 2

v' Portaobjetos

v Isopo esteril

v" Mechero bunsen

v Pinzas de diseccion

v" Microscopio

SERVICIOS Agua, luz, gas

Procedimiento

1. Tomar una muestra del moco nasal de un donador, previamente debera firmar la
carta de consentimiento informado.

Realizar la extension de la muestra en un portaobjetos, dejar secar al aire.

3. Sumergir el portaobjetos en el recipiente con solucién Fijadora para 3 veces
durante 1 segundo cada vez. Dejar escurrir el exceso de liquido sobre una toalla
de papel.

4. Sumergir el portaobjetos en el recipiente con Hemocolorante 1 por 1 segundo 4
veces. Dejar escurrir.

5. Sumergir 4 veces el portaobjetos en el recipiente con Hemocolorante 2 por 1
segundo cada vez. Dejar escurrir.

6. Enjuagar suavemente el frotis con agua.

7. Secar al aire y observar al microscopio a 10X y 40X.
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Resultado
Si existe la presencia de eosinofilos en moco estos se observaran de la siguiente

manera:

o : Plaquetas

" Eosindfilo
Fuente: Atlas de Histologia Vegetal y Animal
Cuestionario
1. ¢Cuadles son los valores normales de los eosindfilos en sangre?
¢ Cuél es la importancia de la rinitis alérgica en odontologia?

Menciona dos diagnésticos diferenciales de la rinitis alérgica.

» wnN

¢,Cudles son las funciones principales de los eosindfilos?
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Préactica No. 19
USO Y MANEJO DE MICROPIPETAS
OBJETIVO
Aprender la forma correcta de utilizar micropipetas para realizar microdiluciones.
CONOCIMIENTOS PREVIOS

1. ¢ Que es una dilucion?
2. Mencionar en que procedimientos se utilizan micropipetas.

FUNDAMENTO TEORICO

En el trabajo de laboratorio hay una serie de operaciones basicas, como son la
pesada de los reactivos solidos o la medida del volumen de un liquido, cuya correcta
ejecucion es determinante para la obtencion de unos resultados analiticos fiables.
La medida de volimenes de los liquidos se puede llevar a cabo mediante diferentes
instrumentos como buretas, probetas o pipetas. Estas uUltimas se pueden encontrar
en distintos formatos, fabricadas con materiales diferentes y con tamafos muy
diversos. Entre los diferentes tipos de pipetas encontramos las pipetas graduadas o
aforadas, las pipetas Pasteur o las micropipetas. La técnica mediante la cual se
dosifica un volumen de un liquido utilizando una pipeta se denomina pipeteo.
Cuando queremos medir y transferir pequefios volimenes de un liquido, en el rango
desde unos pocos microlitros a mililitros, es muy aconsejable utilizar micropipetas.
Existen diferentes tipos de micropipetas y la técnica para pipetear con cada una de
ella requiere unas condiciones especificas de uso.

Aungque podemos encontrar formatos diferentes segun la marca del fabricante, en
general, estas micropipetas de desplazamiento de aire con accionamiento manual
constan de las siguientes partes (Imagen 1):

* Empunadura o cuerpo principal de la micropipeta.
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« Embolo o botén de accionamiento usado para el llenado y dispensado de los
liquidos, este presenta dos topes que indican la presion que debemos ejercer para
absorber (1er tope) y descargar (2° tope) el liquido. También las hay de un solo tope.
* Rueda o tornillo de ajuste del volumen con el que establecemos el volumen exacto
gue queremos dispensar.

» Ventana indicadora del volumen que muestra el volumen seleccionado.

* Boton de eyeccidn o botdn expulsor de la punta para desechar las puntas usadas.
» Cono o soporte de la punta.

* Eje de la micropipeta, que une la empufadura o cuerpo con el soporte de la punta.

En algunos modelos puede tener acoplado el eyector.

Embolo o botdén de accionamiento
- Rueda de ajuste del )
— volumen :

Boton eyector
Boton eyector

Bloqueodel

Ruedade ajuste volumen

delvolumen

Indicador o Empufiadura o cuerpo
devolumen de la micropipeta

Eyectorde

Ejey eyector puntas

de puntas Ele

n - Soporte de la punta
Puntadesechable » |l
|

Figura 1 Partes de una micropipeta

Fuente: Manual de practicas, R Navarro et al
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1.-Manejo correcto de las micropipetas

A) Llenado de la pipeta

> Colocar el pulgar sobre el émbolo de pipeteado.
> Cuando el émbolo se presiona sentira un punto de resistencia. Este es el primer
“alto” o "tope".
> Si contintia presionando encontrara un punto donde el émbolo ya no se mueve hacia abajo,

este corresponde al segundo “alto” o "tope".

> Para llevar a cabo una correcta aspiracion del liquido es muy importante mantener la
micropipeta siempre en posicion vertical (Figura 2).

> Manteniendo esta posicion, deberemos presionar el émbolo con el pulgar hasta el primer tope

antes de introducirlo en el liquido.

v/ X

Figura 2. Angulo de inmersion de la micropipeta en el liquido
Fuente: Manual de préacticas, R Navarro et al

> Oprimir el émbolo hasta el primer tope y colocar la punta dentro del liquido, formando un
angulo de 90° con este, y soltaremos el émbolo de manera lenta y controlada, disminuya la presion del émbolo
para permitir que se desplace hacia arriba. No suelte el émbolo abruptamente, al permitirlo causara que el
liquido pueda salpicar dentro de la punta produciendo volimenes inexactos y generando contaminacion de la
pipeta.

> La profundidad de inmersion depende del volumen de la punta que estemos utilizando.
Mantener una profundidad de inmersion adecuada nos permitird mejorar la precision de nuestro pipeteo
mas de un 5% (Figura 3). Una vez el émbolo se haya desplazado hasta arriba mantenga la micropipeta en el

liquido durante un segundo, esto evita que Se aspire aire en la parte final.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS LABORATORIOS DE
DOCENCIA MANUAL DE LABORATORIO DEL MODULO MECANISMOS
INFECCIOSOS Y RESPUESTA INMUNE DEL SISTEMA

ps
FES
ZARAGOZA

ESTOMATOGNATICO
Cadigo Fecha de aprobacion Version Pagina
SGC-FESZ-CD-ML08 00/07/2024 1 151 /166

\ M\ &
I12mm ﬁ[zamm Wlasmm
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Figura 3. Profundidad de inmersién de la punta durante el pipeteo
Fuente: Manual de practicas, R Navarro et al

B) Dispensar el liquido

» La mejor técnica para dispensar el liquido es dejarlo caer por la pared lateral del recipiente donde
queremos llevar la alicuota. Para ello, tocaremos ligeramente la pared del recipiente conla punta y

presionaremos el piston lentamente hasta llegar al segundo tope.

> Se puede depositar el liquido suavemente sobre la superficie o introduciendo ligeramente la punta en la
solucion (Figura 4). Haga este procedimiento a una velocidad moderada, hacerlo muy rapido hara
que queden gotas de muestra en la punta. Si observa cuidadosamente, entonces notara que al

oprimir hasta el segundo “tope” se expele todo el liquido de la punta.
4 v o

R

Figura 4. Formas de depositar el liquido
Fuente: Manual de practicas, R Navarro et al.
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C) Expulsary desechar la punta utilizada
Algunas micropipetas disponen de un boton eyector que nos permite expulsar las puntas de manera
automatica, facilitando su reemplazo y reduciendo el riesgo de contaminacion.
Siempre debemos depositar las puntas utilizadas en un contenedor destinado para ello, segunlas
caracteristicas de los materiales o reactivos con los que estemos trabajando.
Recuerda que una buena gestion de los residuos o material desechado en el laboratorio es esencial
para nuestra seguridad en el trabajo y para el medio ambiente.

MATERIAL Y REACTIVOS
- Micropipeta de 50 ul.

- Puntas para micropipeta

- Microplaca de 96 pozos

- Tubos ependorff

- Solucion tintada

SERVICIOS

Agua, luz

PROCEDIMIENTO

1.- Identificar las partes de las micropipetas utilizadas en tu laboratorio

2.- Compararlas con el esquema e identificar sus diferencias.

3.- Colocar 50 ul de agua en los 12 pozos de la fila A de la microplaca.

4.- Tomar 50 ul de la solucidn tintada del tubo ependorff y colocarlo en el pozo 1 de
la fila A de la microplaca.

5.- Con la misma punta tomar 50 ul del pozo 1 y transferirlo al pozo 2

6.- Tomar 50 ul del pozo 2 y transferirlo al pozo 3

7.-Repetir el punto anterior transfiriendo en forma secuencial hasta el pozo 11

8.- El pozo 12 funcionara como testigo negativo.

9.- Practicar con la micropipeta el llenado y descarga de liquidos tintados

depositandolos en microplacas y tubos ependorff.
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RESULTADOS

Al concluir la practica el alumno conoceray seré capaz de utilizar correctamente una
micropipeta.

Analizar y realizar un cuadro indicando a que dilucion corresponde cada pozo de la

microplaca.

CUESTIONARIO
1. ¢ Cuando esta indicado realizar una microdilucién?

2. Diferencia entre dilucion y microdilucién

BIBLIOGRAFIA
-Eppendorf AG (2020). Eppendorf Research plus. Manual de instrucciones. Disponible en:

https://www.eppendorf.com/product-

media/doc/es/174967/Eppendorf_LiquidHandling_Operating-manual_Research-plus.pdf.
-Departamento de Servicio Técnico de Eppendorf (2017). Calibracion y ajuste de sistemas de
dispensacion en el laboratorio. Farmaespafia industrial, Septiembre-octubre 2017, pp. 86-88.

Disponible: http://www.farmaindustrial.com/digital-versions/magazines/index.html?id=61.

-Fuentes Lopez, Ana; Fernandez Segovia, Isabel; Fuentes Lopez, Cristina (2020). Manejo de
micropipetas. Departamento de Tecnologia de Alimentos. Centro Universitat Politécnica de
Valéncia.

-Fuentes Ldpez, Ana; Ferndndez Segovia, Isabel; Fuentes Lépez, Cristina (2020).
Consideraciones en el uso y mantenimiento de micropipetas . Departamento de Tecnologia de Alimentos.

Centro Universitat Politecnica de Valencia.
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Practica No. 20

DETERMINACION DE ANTICUERPOS HETEROFILOS COMO DIAGNOSTICO
DE MONONUCLEOSIS INFECCIOSA

OBJETIVO:

Identificar en saliva y suero la presencia de anticuerpos heteroéfilos, como indicador

de mononucleosis infecciosa, mediante aglutinacién activa o directa.

CONOCIMIENTOS PREVIOS:

e ¢Qué significa titulacion de anticuerpos?

e ¢ Qué es una reaccion cruzada?

« Mencione el cuadro clinico de mononucleosis infecciosa.

¢ Tratamiento de mononucleosis.

FUNDAMENTO TEORICO:

El término anticuerpos heteroéfilos (AH) (del griego, hetero: diferente vy filo: afinidad)
es usado para describir anticuerpos humanos dirigidos contra antigenos de origen
animal mas que contra antigenos humanos.

Los AH se encuentran en ciertos tipos de leucemias, linfoma de Burkitt y enfermedad de
Hodgkin (linfomas donde esta fuertemente asociado a la infeccion por Virus Epstein Bar),
también en hepatitis viral, lupus eritematoso sistémico, enfermedad del suero y
mononucleosis infecciosa entre otros.

La mononucleosis infecciosa es una enfermedad de distribucion mundial, causada por el
virus de Epstein-Barr (VEB), que es un herpesvirus (ADN virus), el cual infecta linfocitos B
humanos. Esta enfermedad se presenta como un trastorno linfoproliferativo agudo por lo
general, autolimitado y benigno. En individuos con inmunodeficiencias se convierte en una
enfermedad grave, esta se manifiesta clinicamente con fiebre, linfadenopatia,
adenomegalia, esplenomegalia y linfocitosis. El titulo de anticuerpos heteréfilos en la

mononucleosis infecciosa se eleva en la primera semana de la enfermedad y alcanza un
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maximo a las dos semanas y permanece alto hasta por aproximadamente 6 semanas
después. La presencia de éstos anticuerpos pueden aparecer tardiamente en la enfermedad
y el retraso en la aparicion de estos se asocia con convalecencias prolongadas que una vez
resuelto el cuadro clinico, los titulos de anticuerpos pueden permanecer durante meses 0
incluso afos.

En la enfermedad del suero originada por faboterapia, la presencia de estos anticuerpos se
debe a que en México, la mayor parte de los sueros usados en esta seroterapia provienen
de caballos inmunizados deliberadamente con toxoides y venenos.

Los llamados anticuerpos heterdfilos, que se forman durante la mononucleosis infecciosa
se encuentran en el 80-90% de los pacientes que la padecen, su presencia es un indicador
util para establecer el diagnéstico de esta infeccion a través de una técnica de aglutinacién
directa o activa, poniendo a reaccionar el suero o saliva de éstos pacientes con eritrocitos
de caballo que poseen la estructura similar al virus que produce la infeccion, generando una
reaccion cruzada.

La deteccién de anticuerpos heterdfilos, se realiza en aquellos individuos que van a donar

érganos, para evitar que éstos sean portadores del virus de la mononucleosis infecciosa.

MATERIAL POR EQUIPO:

e 2 Tubos de ensayo con muestra de saliva y suero.

e Suspension de glébulos rojos de caballo al 1% en PBS.
e Solucion salina amortiguadora de fosfato (PBS).

e 1 Microplaca.

e Tubo control positivo.

e Micropipetas de 50 a 100 pl. con puntas.

PROCEDIMIENTO:

1. Extraer 5 ml de sangre de un compafiero del grupo y solicitarle colecte también 5
ml de saliva, previamente deberé firmar la carta de consentimiento informado.

2. Colocar 50 ul de PBS en los pozos 1 al 12 de la fila Ay en la fila B de la

microplaca.
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En el pozo 1 de la fila A colocar 50 ul de la muestra de saliva y realizar diluciones
al doble con la micropipeta de 50 ul hasta el pozo 11, desechar los ultimos 50 pl
ya que el pozo 12 solo lleva PBS ya que es el testigo negativo.

En la fila B repetir el procedimiento anterior pero colocando suero en lugar de
saliva.

Repetir el mismo procedimiento en la fila C pero con suero de conejo anti glébulos
rojos de caballo (esta fila sera el testigo positivo del estudio)

Adicionar 50 ul de suspension de globulos rojos de caballo a todos los pozos en
las tres filas.

Mover suavemente toda la placa de forma horizontal para que se mezclen.
Incubar 30 minutos a 37 grados centigrados.

Leer aglutinacion y reportar el titulo de anticuerpos en saliva y suero humano.

microplaca Fuente: propia

RESULTADOS:

Se observara un titulo de anticuerpos muy alto en la fila C del ensayo, lo que
permitira identificar las caracteristicas que presenta una reaccion de
hemaglutinacion.

Comparar las fila Ay B (problemas), con el pozo 12 de la fila que corresponda
(testigo negativo) y la fila C que son testigos positivos.

Los individuos que han recibido faboterapia daran resultados falsos positivos.

Ejemplo:
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En este ejemplo en la fila A el pozo No. 6 es el primero que se parece al pozo No.12 (testigo), por lo tanto, el

O
O

titulo de anticuerpos sera el encontrado en el pozo No. 5, tomando en cuenta la diluciéon que hay en ese pozo

No. 5. La fila B es el control positivo de la prueba, por lo tanto ninguin pozo se parece al pozo 12 .

- o’ ~'/L ‘jv" y ; | ——
Ik QOO0 CROL

En este ejemplo se puede observar que el titulo de anticuerpos heterdfilos esté en el
pozo 7.

o , -
¢lo'®

-

CUESTIONARIO.

1. ¢Qué manifestaciones bucales se presentan durante la mononucleosis infecciosa?
2. ¢ Porqué es importante que los donadores de érganos estén libres del virus Epstein- Barr?
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Practica No. 21

DETERMINACION DEL TiTULO DE ANTICUERPOS EN SALIVA Y SUERO CONTRA
CEPASPOTENCIALMENTE CARIOGENICAS Y SURELACION CONEL iNDICE C.P.O.

1. OBJETIVO

Establecer la relacion que existe entre la presencia de microorganismos cariogénicos, la
presencia de anticuerpos en saliva y suero contra microorganismos cariogénicos con el
indice de caries (CPO).

2. CONOCIMIENTOS PREVIOS

e Microorganismos que son cariogenicos.
e Definicion de caries dental.
e Colonizacion bacteriana en la caries dental.

e Factores que intervienen en el proceso de caries dental.

3. FUNDAMENTO TEORICO

Los componentes inmunolégicos y no inmunologicos de la saliva, son factores que pueden
jugar un papel importante en el mantenimiento de la salud dental, ya que interfieren en la
fisiopatologia de procesos infecciosos como la caries y enfermedad periodontal, donde los
microorganismos son uno de los factores etiolégicos mas importantes.

Dentro del proceso cariogénico, los factores inmunes especificos mas destacados son las
inmunoglobulinas presentes en suero y saliva. La mas estudiada es la IgA secretora (IgAs)
gue se sintetiza localmente y se secreta activamente, encontrandose en mayor cantidad
en la cavidad bucal. En menor proporcion se encuentran la IgA, IgG e IgM séricas, que

llegan a través del fluido gingival.
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La IgAs también se encuentra en lagrimas, sudor, secreciones bronquiales e intestinales, leche

humana, calostro entre otros.

La IgAs en saliva inhibe la adhesion bacteriana, reduce la hidrofobicidad, la acumulacién de
las bacterias e inactiva las enzimas y toxinas bacterianas. Ademas, en algunos estudios se
ha relacionado que un mayor nivel de IgAs se relaciona con pacientes que no tienen caries.
Por lo anterior, hipotéticamente ayuda en la prevencién de la caries dental. Sin embargo, en
la literatura internacional existen articulos cientificos con resultados contradictorios con
respecto a la correlacion entre IgAs en saliva y la caries dental. Esto puede ser explicado
por la diferencia en los estudios de los métodos de muestreo, criterios de seleccion de
pacientes, las pruebas de laboratorio y factores de condiciones sistémicas como desnutricién
proteico-caldrica, obesidad, infecciones bacterianas, estrés psicologico, tabaquismo, salud
bucal, presencia de caries o dientes obturados, etc., todos estos factores afectan los niveles

de IgAs en saliva.

Existen estudios que sefialan que los anticuerpos séricos (especialmente IgG) son capaces
de opsonizar S. mutans. Los neutroéfilos poseen receptores especificos para la porcion Fc de
la IgG que se enlaza especificamente con S. mutans; de este modo, se forma un complejo
IgG- S. mutans, que se adhiere a la membrana del polimorfonuclear. Una vez logrado esto,
el componente es endocitado y forma fagosomas, los cuales se combinan con los lisosomas
del neutrdéfilo (formando el fago-lisosoma). En esta estructura mezclan las enzimas

lisosébmicas con el microorganismo, tras lo cual este muere.

Por otra parte, las células plasmaticas que estan en las glandulas salivales, producen IgAs,
estas moléculas son considerablemente mas resistentes a las enzimas proteoliticas que las
IgA, 1gG e IgM séricas. Esta resistencia relativa hace que la IgAs esté mejor adaptada a la

cavidad oral y otras membranas mucosas.

También se ha observado que durante el desarrollo de la caries dental hay un aumento de
los niveles de anticuerpos IgG e IgM en suero y de complejos inmunes compuestos por
anticuerpos seéricos y antigenos de S. mutans que pueden suprimir la estimulacion del
sistema inmune de mucosas, siendo esta una posible explicacion del porqué los niveles de

anticuerpos IgAs se deprimen tras el desarrollo de la caries dental. Este hecho fue apoyado
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por estudios secuenciales que revelaron que después del tratamiento contra la caries sigue
un aumento en el nivel de anticuerpos IgA contra S. mutans, coincidiendo con una
disminucién de los niveles de IgG e IgM en el suero.

MATERIAL Y REACTIVOS POR GRUPO

Microplaca

Micropipetas de 50 pL

2 Tubos de ensaye 18 X 150

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

Bafio maria

PBS (solucién amortiguadora de fosfatos)

Jeringas de 5 mi

Antigeno de Carbohidratos de S. mutans pegados a glébulos rojos de carnero.

Antigeno de Carbohidratos de S. sanguis pegados a glébulos rojos de carnero.

Mechero

Alcohol

Equipo:
Centrifuga

Incubadora.

SERVICIOS: Agua, luz, gas
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PROCEDIMIENTO

1. El companero donador de sangre y saliva debera firmar la carta de consentimiento
informado.

2. Extraer 5 ml de sangre de un compafero, centrifugar y separar el suero.

3. Pedir al mismo donador 3 ml de saliva y filtrarla con la jeringa con algodon.

4. Incubar ambas muestras en bano Maria a 622 C por 3 minutos para inactivar el
complemento.

5. Colocar con una micropipeta una gota (50ul) de PBS en cada uno de los pozos (1 a 12)
de la microplaca en las filas A y B.

6. Colocar con otra micropipeta una gota (50ul) de SUERO en el pozo No. 1 fila A.

7. Con la misma punta de la micropipeta mezclar y tomar 50 pl, transferirlos al pozo 2.

8. Realizar el mismo procedimiento para los siguientes pozos hasta el No. 11, ya que el

No. 12 sera el testigo negativo.

9. Enelpozo No. 1delafila B con una micropipeta agregar una gota (50ul) de SALIVA
y repetir los pasos del 6y 7.

10. Colocar con otra micropipeta en los pozos del 1 al 12 una gota (50ul) de glébulos
rojos con el antigeno pegado en ambas filas A y B.

13. Incubar a 372 C por 2 6 3 horas y leer los resultados.

Realizar la lectura tomando como referencia lo que se observa en el pozo 12 de cada fila
ya que este es un testigo negativo, de acuerdo con su lectura observe los pozos del 1 en
adelante hasta que encuentre una reaccién igual a la del pozo 12, el resultado sera el

pozo anterior al que encuentre con esa caracteristica.
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Ejemplo:
Pozo 1 2 3 4 3] 6 7 8 9 10 11 12

A

En este ejemplo en la fila A el pozo No. 6 es el primero que se parece al pozo No.12 (testigo),
por lo tanto, el titulo de anticuerpos sera el encontrado en el pozo No. 5, tomando en cuenta
la dilucion que hay en ese pozo No. 5. Las diluciones van de la siguiente manera pozo
No. 1 dilucion 1:1, pozo No. 2 dilucion 1:2, hasta llegar al pozo numero 11 con la dilucién
1:2056.

RESULTADOS

Observar y analizar los titulos de anticuerpos encontrados en la muestra de salivay en la de
suero, comparar estos resultados y relacionarlos con el indice CPO y con el numero de caries

activas que presenta el donador.

CUESTIONARIO:
4. Mencione las caracteristicas antigénicas de Streptococcus mutans.
5. ¢ Por qué es necesario inactivar el complemento en esta practica?

6. Mencione por lo menos dos funciones antibacterianas de IgAs.
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ANEXOS

TINCION DE GRAM

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

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

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

REALIZACION DEL FROTIS
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TECNICA

Una vez realizado el frotis se siguen los siguientes pasos:

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

/

2.- Lavar con agua.

5.- Colocar alcohol acetona por 15 segundos (decolorante).

A

=
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6.- Lavar con agua.

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

/
/

8.- Lavar con agua.

[ =) " N a~
! 5 %‘ _ 10um
LN

Lépez JLE, Herndndez DM, Colin CCA, Ortega PS, Cer6n-GG, Franco CR. Las tinciones basicas en el
laboratorio de microbiologia. Medigraphic 1(3) 2014 p 10-18
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CARTA CONSENTIMIENTO INFORMADO

El que suscribe

con No. de cuenta con domicilio en
Teléfono
Correo electronico Edad Género

Manifiesto que se me ha informado de manera amable y sin presion alguna, en forma clara, sencilla y
suficiente que para la realizacion de la practica de laboratorio numero Titulada
del modulo Mecanismos Infecciosos y
Respuesta Inmune del Sistema estomatognatico del Tercer afio de la Carrera de Cirujano Dentista, se
requiere realizar el siguiente procedimiento:

- Extraccion de sangre.........coiiiiiii i
- Recoleccidn de saliva...........cccooeiiiiiiii e

- Muestra de Exudado Faringeo............cooviiiiiiii i
- Extraccion defluidonasal.............oooiiiiiiiiiii
- Muestrade LAgrima. .......o.ouieiiiii e

= MUEBSErA dE SUAOT. ... e e e D

- Muestradecalculodental..........oooiiiiieii

Especifique

Se me informé que dicho procedimiento no implica riesgo para mi salud y/o integridad, y que es un
procedimiento en el que siempre estara presente o realizard uno de los profesores responsables del

grupo.
Manifiesto que la informacién que he proporcionado es veridica y que firmo esta carta de

consentimiento informado, conociendo todo el procedimiento en el que se utilizara mi donacion.

Ciudad de México a del mes de del 20

Nombre y firma del alumno
Nombre y firma del profesor responsable




