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PRESENTACION

La microbiologia es la rama de la biologia que estudia los microorganismos o
microbios. Bajo esta denominacion se incluyen seres de tamafio microscopico y
organizacion muy simple, de estructura subcelular, unicelular o pluricelular, aunque

en este Ultimo caso no forman tejidos diferenciados

La parte de la microbiologia que tiene un caracter general se ocupa del analisis de
la morfologia, estructura, fisiologia, genética, sensibilidad in vitro a diversos
agentes, habitat de los microorganismos, etc., mientras que la que tiene un caracter
sistematico lo hace del estudio pormenorizado de los distintos grupos o taxones en

los que se rednen los microbios.

La microbiologia oral, como parte de la microbiologia médica y clinica, tendra, tanto
en los aspectos generales como sistematicos, sus mismos contenidos, haciendo,
como es ldgico, hincapié en los microorganismos propios de la cavidad bucal y la
respuesta de ésta frente a aquéllos (microbiologia general y sistemética e
inmunologia microbiana orales). Igualmente, su estudio se extendera a las

relaciones que los microbios establecen entre si y con los tejidos.

Los estudiantes de odontologia deben conocer los distintos microorganismos
presentes en cavidad oral, ya que estos son causantes de enfermedades orales,

tales como la caries dental, la cual presenta una alta prevalencia a nivel mundial.
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NORMAS GENERALES DE BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO

1. Antes de realizar una practica, debe leerse detenidamente para adquirir una
idea clara de su objetivo, fundamento y técnica. Los resultados deben ser
siempre anotados cuidadosamente apenas se conozcan.

2. El orden y la limpieza deben presidir todas las experiencias de laboratorio. En
consecuencia, al terminar cada practica se procedera a limpiar cuidadosamente
el material que se ha utilizado.

3. Cada grupo de practicas se responsabilizara de su zona de trabajo y de su
material.

4. Antes de utilizar un compuesto hay que fijarse en la etiqueta para asegurarse
de que es el que se necesita y de los posibles riesgos de su manipulacion.

5. Todo el material, especialmente los aparatos delicados, como lupas y
microscopios, deben manejarse con cuidado evitando los golpes o el forzar sus
mecanismos.

6. No pipetear nunca con la boca. Se debe utilizar la bomba manual, una jeringuilla
o0 artilugio que se disponga en el Centro.

7. Las pipetas se cogeran de forma que sea el dedo indice el que tape su extremo
superior para regular la caida de liquido.

8. Cuando se calientan a la llama tubos de ensayo que contienen liquidos debe
evitarse la ebullicién violenta por el peligro que existe de producir salpicaduras.
El tubo de ensayo se acercara a la llama inclinado y procurando que ésta actue
sobre la mitad superior del contenido y, cuando se observe que se inicia la
ebullicion rapida, se retirara, acercandolo nuevamente a los pocos segundos y
retirandolo otra vez al producirse una nueva ebullicion, realizando asi un
calentamiento intermitente. En cualquier caso, se evitara dirigir la boca del tubo
hacia la cara o hacia otra persona.

9. Los cubreobjetos y portaobjetos deben cogerse por los bordes para evitar que
se engrasen.

10. Durante el desarrollo de la préactica utilice siempre su bata blanca.



" CORPORACION UNIVERSITARIA

RAFAEL NUNEZ Guia de Microbiologia

11.Debe revisar su microscopio antes de empezar la practica. Si detecta alguna
anormalidad avise inmediatamente al docente.
12.En el laboratorio se prohibe comer, fumar, conversar en voz alta. trabaje en

silencio.
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1.

2.

3.

4.

5.

6.

7.

8.

9.

PLAN DE TRABAJO DEL ESTUDIANTE

Previamente a la practica, lea los procedimientos que se va a realizar y
prepare todos los aspectos teéricos correspondientes, y los materiales y/o
muestras necesarias para la ejecucion de la misma.

Anote cuidadosamente sus resultados: el examen de la practica no se limitara
a la informacion proporcionada por el manual o el docente, sino que también
requerira de sus propias observaciones, investigacion y deducciones.
Asegurese de que la superficie del mesén esté limpia y seca antes de
comenzar la practica.

En la mesa de trabajo solo debe estar el material necesario para la
realizacion de la préactica. Debe estar limpio y ordenado.

Asegurese de marcar adecuadamente las laminas, tubos y/o cajas de
cultivos.

Tome todas las precauciones necesarias (evite contacto con ojos, boca y el
resto del cuerpo) al momento de trabajar con microorganismos. Recuerde
gue los microorganismos con los que va a trabajar son patdégenos.
Practique varias veces el procedimiento y en caso de dudas pregunte a su
docente.

Anote y/o dibuje todo los fendmenos observados y los resultados obtenidos
para una mejor realizacion del informe de laboratorio.

Al terminar, limpie la zona de trabajo descartando el material que no necesite.
Descarte los medios usados en los sitios destinados para esto. No deje

material contaminado en las mesas de trabajo al finalizar la practica.

10.Limpie el microscopio antes y después de la practica. Recuerde que este

equipo es fundamental para su trabajo. jCuidelo!

11. Siempre tenga en cuenta las normas de bioseguridad.
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MATERIALES PARA TODAS LAS CLASES

Laminas (portaobjetos).

Laminillas (cubreobjetos).

L4piz de Cera o marcador cristalografico.
Cinta de enmascarar.

Colores.

Palillos.

Guantes desechables.

Mascarilla o tapabocas.

© © N o g p» w P

Gafas de proteccion.
10. Toalla pequenia.

11. Papel de arroz.

12. Asa bacteriologica.
13. Muestra solicitada.

14.Guias de laboratorio previamente estudiadas.
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PRACTICA Nol
EL MICROSCOPIO

l. INTRODUCCION
El microscopio fue inventado por el tallador de vidrios Antdon Van Leeuwenhoek
(holandés) en el afio 1608. Este, en las muestras que observd, describia muchos
“animaculos”. Sin duda vio las formas mas comunes de bacterias: cocos, bacilos,
espiroquetas. Pero lamentablemente él hizo todo esto como un pasatiempo y nadie
siguié su trabajo. Sin embargo, en 1678 Robert Hooke desarroll6 el microscopio

compuesto y confirmd los descubrimientos de Leeuwenhoek.

El microscopio se puede definir como un instrumento Optico que nos permite

observar objetos pequefios que escapan a la percepcion del ojo humano.

I OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES
+« Describir las partes del microscopio

% manejar correctamente el microscopio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
% Manejar correctamente el microscopio.

% Sefialar los componentes mecanicos y opticos que constituyen el

microscopio.

[l DESARROLLO
El microscopio es el instrumento mas necesario para un microbidlogo, ya que
permite la observacion de organismos que no pueden ser apreciados en detalle a
simple vista, es decir de los microorganismos. Existe una gran variedad de

microscopios que, segun la fuente de iluminacion utilizada, se agrupan en:
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» Microscopios Opticos: La fuente de iluminacion es la luz.
a. De campo claro. Permiten la observacion de preparaciones, en su color
natural o contrastadas mediante tinciones, resaltadas sobre un fondo mas
brillante.
b. De campo oscuro. Permiten la observacién de formas celulares que
destacan brillantes sobre un fondo oscuro. Este efecto se consigue utilizando
diafragmas especiales.
c. De contraste de fases. Gracias a la utilizacién de diafragmas y objetivos
especiales, gue consiguen aumentar las diferencias en el indice de refraccion
de las células y el medio que las rodea, permiten la observacion de células
vivas, ya que no es necesario realizar ninguna tincion de las mismas.
d. De interferencia. Permiten observar células vivas sin tefiir, obteniéndose
una imagen en relieve de las mismas.
e. De fluorescencia. La fuente de iluminacion proporciona luz ultravioleta
gue excita ciertas moléculas presentes en las células (bien de forma natural
o afadidas a la preparacion) que emiten fluorescencia en el espectro visible.
* Microscopios electrénicos: La fuente de iluminacién es un chorro de electrones
y las lentes son electroimanes.
a. De transmision. Permiten la observacion de muestras tefiidas con
sustancias que son resistentes al paso de electrones y cortadas dando lugar
a laminas finas, denominadas cortes finos. Los electrones no son visibles
directamente por lo que éstos se envian a una pantalla que emite
fluorescencia mas o menos intensa segun el nimero de electrones que
inciden en ella. Las estructuras celulares que se tifian mas intensamente
impediran el paso de electrones y por lo tanto no permitiran la emision de
fluorescencia, por lo que estas estructuras apareceran oscuras en
un fondo mas brillante. Se consiguen entre 10.000 y 100.000 aumentos.
b. De barrido. Permiten la observacion de células enteras, sin necesidad de
cortes finos, de modo que aparecen los relieves originales y las superficies

externas. Alcanzan entre 1.000 y 10.000 aumentos.

10
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Durante las practicas se empleara el microscopio Optico de campo claro, cuyos
componentes fundamentales (mecanicos, de iluminacion y épticos) se muestran en
la Figura 1. La capacidad de un microscopio para observar diferentes estructuras

se refleja en el nimero de aumentos y en el limite de resolucion (LR).

ocular
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brazo
objetivo s

platina \

desplazamiento
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- tornillo
: micrométrico

Figura 1. Fuente:
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-
guimico/materiales-e- instrumentos-de-un-laboratorio-
quimico/microscopio.html

diafragma

lampara

p—

e Microscopio simple
Compuesto por lentes convergentes que producen imagenes virtuales derecha y

aumentada. Este microscopio aumenta de 15-20 veces la imagen del objetivo

observado.

11
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e Microscopio compuesto
En él se combinan la amplificacion de dos sistemas de lentes, ambos convergentes

gue se encuentran colocados en los extremos de un tubo.

- OBJETIVO: este lente se situa cerca del objeto que se observa.

- OCULAR: es 0 son los lentes del microscopio mas préximos al observador.

Se pueden obtener aumentos de 50 a 1.000 veces segun la combinacion de lentes
y longitud de onda utilizada en la iluminacién, producen una imagen virtual e

invertida.

Tiene dos partes:
1. Parte mecanica. Pie, columna, platina, tubo y revélver.

- Pie: es la base del microscopio, soporta peso y da estabilidad al
microscopio. en €l reposa la fuente luminosa.

- Columna: es un vastago perpendicular al pie, también llamada brazo, en
la parte superior sustenta el tubo del microscopio.

- Platina: es una plataforma con un orificio central circular, sobre esta se
coloca la preparacion, que permite el paso de los rayos procedentes del
foco situado por debajo de ella. Es paralela al pie y perpendicular a la
columna a la cual va unida. Puede deslizarse a lo largo de la columna
mediante un tornillo situado en ella llamado Macrométrico o de avance
rapido. Existe otro tornillo mas pequefio con un movimiento mas lento: el
micrométrico o de ajuste fino del enfoque. Tiene dos pinzas que retienen
el portaobjetos. Tiene un sistema de cremallera guiado por dos tornillos de
desplazamiento (carro) que permiten mover la preparacién de delante

hacia y en forma horizontal.

12
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- Tubo: es una cadmara oscura y esta unida a la columna por medio de una
cremallera en cuyo extremo superior estan los oculares y en el inferior esta
ubicado el revolver.

- Revélver: pieza metélica en forma de casquete en donde estan ubicados
los diferentes obijetivos.

2. Parte Optica: Objetivos, oculares, aparato de iluminacion.

- Objetivos: Sistema de lentes convergentes montados en un tubo
metdlico. Proporciona una imagen real aumentada e invertida. El
aumento inicial del objeto es producido por el objetivo; la imagen se
transite al ocular donde se realiza el aumento final, a mayor aumento
mayor numero de lentes forman el objetivo.

Este aumento esta grabado en el tubo del objetivo: 10X = aumenta 10

veces

Segun las condiciones de empleo y mecanismos de construccion los

objetivos se clasifican en:

I. Objetivos a seco: no necesitan interponer ninguna sustancia entre el
objetivo y la preparacion. La preparacion y el lente estan separados
por el aire.

% Objetivos de exploracion: 3.5X 0 4.5X
« Objetivos de bajo aumento: 10X

II. Objetivos de correccién: corrige el defecto que tienen los objetivos
a seco empleando en la preparacion un cubre objeto.

1. Objetivos de gran aumento: 40X

Il. Objetivos de inmersidn: son los que requieren que entre el lente
frontal y la preparacion se interponga un liquido transparente con un
indice de refraccion superior al del aire. Son los que producen mayores
aumentos, pero la principal razon de su uso es la propiedad
descubierta por Amici de que a igualdad de aumento son mucho mas
luminosos, pues el liquido interpuesto impide la desviacién de los

rayos mas oblicuos y la lente frontal recoge asi muchos mas rayos

13
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para la formacion de la imagen. Se puede utilizar como sustancia de
inmersion, agua, aceite y monobromuro de naftaleno.
Ocular: consta de dos 0 mas sistemas de lentes que se encuentran
adaptados en el extremo superior del tubo del microscopio. Recoge la
imagen del objetivo transformandola en una imagen virtual, aumentada
y derecha. La lente que pega con el ojo humano: ocular, lente inferior —
interna: recolectora 0 de campo; los oculares cubren una gama de

aumentos que varia de 6 a 25X, las mas usadas son de 10X.

Se obtiene mayor resultado con objetivos de gran aumento que con
oculares de mayor aumento debido a que el poder de resolucidn reposa

en el objetivo.

Sistema de iluminacion: La luz es producida por una lampara halégena
situada en la base del microscopio, seguidamente encontraran el
condensador y el diafragma o Iris que ayudan a regular la intensidad y la
cantidad de luz respectivamente. Entre la fuente de luz y el condensador
de algunos microscopios existe el portafiltros: ellos interceptan el haz de

luz antes de que entre al condensador.

PODERES O CAPACIDAD DEL MICROSCOPIO

Se podria pensar que al emplear lentes adicionales se lograrian aumentos, pero en

la formacién de la imagen no solo es importante la ampliacion, se requiere que la

imagen sea nitida, para lo cual es necesario combinar los diferentes poderes del

Microscopio como son:

I. Poder de aumento o ampliacién
II. Poder de resolucion o separacion

I1l. Poder de definicién

14
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l. Poder de aumento o ampliacion
Permite magnificar la imagen. Es el poder de amplificar los objetos lo suficiente para
gue el ojo aprecie los detalles mas finos con precision e independientemente. Se

indica colocando X después de un numero.

10X 40X 110X Objetivos
5X 10X 15X Oculares

En el microscopio compuesto la ampliacion es igual al proceso del aumento del

objetivo por el aumento del ocular.
A Total = A Objetivo x A Ocular

I. Poder de resolucion o separacion
Es la capacidad de mostrar distintos y separados dos puntos muy préximos, el poder
de resolucion radica en el objetivo. Es la capacidad de distinguir los detalles finos.
% Limite de resolucion
Es la distancia minima a la que pueden estar situados dos puntos para

su perfecta diferenciacion.

Depende de la longitud de onda de la luz utilizada en la observacion y

de la apertura numérica del objetivo.

% Poder de resolucién = )\
2x N.A
A = Longitud de onda
= Constante
N.A = Apertura numérica

15
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El poder de resolucion es mayor cuanto menor es el limite de resolucion.

Il. Poder de definicion
Permite formar imagenes claras con contornos definidos. Se esta hablando
principalmente de contraste y depende de la calidad del lente.
Los lentes tienen defectos que se llaman aberraciones esféricas y aberraciones
cromaticas.

a) Aberracion esférica

Es la imposibilidad de la lente de hacer coincidir todos los rayos en el foco.
b) Aberracién Cromatica

Es el defecto de la lente que produce imagenes borrosas y coloreadas. Estas
aberraciones son corregidas por el empleo de lentes y de mineral fluoritico.

16
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Identificacion de las partes del microscopio.

17
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PRACTICA No 2.
OBSERVACION DE BACTERIAS DE LA SUPERFICIE
DE LA MUCOSA BUCAL (TINCION SIMPLE)

l. INTRODUCCION

En la cavidad oral existe un conglomerado de bacterias llamado placa dental
bacteriana, la cual esta formada por microorganismos adheridos entre si, a las
superficies dentarias, al epitelio y otras que permaneceran flotantes.

Las bacterias de la placa estan mezcladas y rodeadas de un material extracelular

abidtico.

I. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

e Conocer la morfologia bacteriana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Identificar las bacterias segun su forma.
e Diferenciar las células eucariéticas de las bacterias.

e Identificar los distintos tipos de tinciones simples.

[l REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS
e Azul de metileno.

e Microscopio.

e Espatula.

e Cubreobjetos.

e Bajalenguas.

e Portaobjetos.

18
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V. PROCEDIMIENTO

Raspe la mucosa del carrillo suavemente con un bajalenguas.
Extienda la muestra en un portaobjetos y deje secar (frotis).
Fije la muestra con calor.

Deje refrescar a temperatura ambiente por un minuto.
Coloque una gota de azul de metileno por un minuto.

Lavelo por 3 segundos.

Escurra y seque la preparacion.

Enfoque a 10x, 40x y 100x.

© N o g s~ w D P

V. TALLER

1. ¢Qué diferencias existen entre las bacterias y las células eucarioticas?

2. Clasifique las bacterias segun su forma y dibujelas.

3. ¢Cuales son los métodos microscopicos para la observacion de las
bacterias?

4. ¢Cuales son los tipos de tinciones empleados en microbiologia? De

ejemplos de cada una.
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OBSERVACION MICROSCOPICA DE BACTERIAS

OBSERVACIONES
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CONCLUSIONES
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PRACTICA N°3
TINCION DE GRAM
(TINCION DIFERENCIAL)

l. INTRODUCCION

Antiguamente los biélogos habian dividido el mundo animal en dos reinos:

Plantas y animales.

Con el desarrollo del microscopio se hizo evidente que algunos organismos no
podian ser considerados como tales.

Ernest Haeckel, establecid la presencia de un tercer reino: El Protista.

En 1937 Edouard Chatton sugirio el término procariotico (significa antes del nacleo),
para describir bacterias y el término euariotique (significa nacleo verdadero) para
describir las demas células.

Con el desarrollo de la microscopia electrénica y las técnicas bioquimicas, se
revelaron diferencias celulares basicas que inspiraron muchas propuestas de
nuevas clasificaciones.

En 1969 R.H. Whitaker propuso la clasificacion de cinco reinos que ha sido aceptada
por la mayoria de los bidlogos, sugiriendo la clasificacion de los hongos en un reino
aparte del reino Fungi, y no como parte del reino vegetal debido a que los hongos
no son fotosintéticos y deben absorber nutrimentos producidos por otros

organismos.

I. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

e Realizar la tincion de gram.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar la morfologia bacteriana.
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e Identificar las bacterias Gram. positivas y Gram. negativas
[l. FUNDAMENTO

Esta tincién fue desarrollada empiricamente por Christian Gram en 1884. A pesar
del tiempo transcurrido, la tinciébn apenas se ha modificado y es uno de los primeros
pasos que se realiza para cualquier identificacién bacteriana. La técnica es capaz
de diferenciar dos grandes grupos de eubacterias: Gram positivas (G+) y Gram

negativas (G-).

La tincion de Gram requiere cuatro soluciones:

1. Primer colorante: es un colorante basico que, en contacto con las células
cargadas negativamente, reacciona con ellas coloreandolas. El mas
utilizado es el cristal violeta.

2. Solucién mordiente: fija las tinciones y aumenta la afinidad entre el
colorante y las células. Los mordientes empleados suelen ser sales
metdlicas, &cidos o bases, como, por ejemplo, el Lugol.

3. Agente decolorante: es un disolvente organico, como, por ejemplo,
alcohol-acetona (1:1).

4. Colorante de contraste: es un colorante béasico de distinto color que el
primer colorante, como, por ejemplo, la safranina o la fucsina.

Los dos grupos bacterianos que distingue esta técnica difieren en el color con el que
finalmente aparecen. Las bacterias Gram+ se tefiiran de azul por el cristal violeta y
no perderan esta coloracion durante los pasos sucesivos. Las bacterias Gram-
perderan la coloracion inicial del cristal violeta en los siguientes pasos y se tefiran
de rosa debido a la safranina. La diferencia esta determinada por la composicién de
su envoltura celular. Las Gram+ poseen una malla de peptidoglicano en su parte
mas externa, mientras que las Gram-, recubriendo una fina capa de peptidoglicano,

presentan una membrana externa que envuelve toda la célula.
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Una de las precauciones al realizar esta tincion es la de trabajar con cultivos en fase
exponencial. De lo contrario se pueden obtener resultados falsos. Por ejemplo, las

bacterias Gram+ en fase estacionaria pueden aparecer como Gram-.

V. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

e Aceite de inmersion.
e Coloracion de Gram.
e Microscopio.

e Mechero.

e Portaobjetos.

e Palillo.

V. PROCEDIMIENTO

e Con un palillo de dientes retire un poco de sarro dental y prepare un
extendido fino, deje secar al aire.

e Fije el material pasando el portaobjeto tres o cuatro veces por la lama del
mechero, controlando la temperatura con el dorso de la mano.

e Agregue cristal violeta hasta cubrir la muestra y deje actuar el colorante por
un minuto, lave la muestra con agua del chorro.

e Cubra la preparacién con yodo de Gram. durante un minuto, lave
suavemente.

e Agregue alcohol acetona cuando la preparacion no desprenda mas
colorante, requiere diez segundos. Lave con agua.

e Cubra la preparacién con fucsina basica o safranina durante un minuto, lave
con agua y deje que escurra el exceso. Seque la muestra al aire libre.

e Examine con mayor aumento y con objetivo de inmersion.
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Las bacterias se observan de color violeta y de color rosa.
Las violetas se llaman Gram. positivas.
Las rosadas se llaman Gram. negativas.

e (Qué estructuras u organelos diferencia?

e (Por qué las diferencias en el color de las bacterias?

¢,Cudles son las funciones de los diferentes componentes del colorante de

Gram?

Gram(+) Gram(-)
Proteina asociada Acidos

a la pared Teicoicos

Peptidoglicano — Peptidoglicano

Membrana Plasmatica
Membrana

Plasmatica

i Espacio periplasmico
Lipopolisacarido
y Proteina

Imagen tomada de iquimicas.com

Acidos
Lipoteicoicos

dh |-

Imagen tomada de iquimicas.com

Membrana
Plasmatica

26



Guia de Microbiologia
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Bacillus sp.

Gram +

Morfologia: Coco.
Adrupaciones: Racimos irregulares.

Antibidtico + eficaz: Amoxicilina.

Crece en Agar Manitol — Sal.

o) Gram +

o Morfologia: Coco.

o Agrupaciones: Cadenas.

o Ligero crecimiento en Agar manitol sal.
o Gram +

o Morfologia: Bacilo grande esporulado.
o Agrupaciones: Cadenas.

o Movilidad: por vibracion.

o Antibidtico + eficaz: Cloranfenicol.

Imagen tomada de iquimicas.com
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Escherichia coli

Imagen tomada de iquimicas.com

Serratia marcescens
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Gram +

Morfologia: coco
Agrupaciones: Tétradas
Movilidad:

Antibidtico + eficaz: Cefalexina

Ligero crecimiento en Agar manitol sal

o Gram —

o Morfologia _celular: Bacilo pequefio no

esporulado.

o Aqgrupaciones: Cadenas.

o Movilidad: Movimiento ondulante.

o Antibidtico + eficaz: Amoxicilina.

o Crece en Agar Entérico Ektoen [0 Fermenta

lactosa.

o Gram —

o Morfologia _celular: Bacilo pequefio no

esporulado
o Agrupaciones:
o Movilidad:

o Crece en Agar Entérico Hektoen 0 Fermenta

Lactosa.

o Degrada Caseina, Tween-80 y DNA.
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OBSERVACION MICROSCOPICA DE BACTERIAS

OBSERVACIONES

Aumento Total Aumento Total

Aumento Total

CONCLUSIONES
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PRACTICA No 4
COLORACION DE ZIEHL NEELSEN
(ACIDO ALCOHOL RESISTENTE)

l. INTRODUCCION

Tincion de acido-alcohol resistencia (Ziehl-Neelsen). Se basa en que ciertos
microorganismos no son destefidos por una mezcla de acido y alcohol si han sido
previamente tefiidos con fucsina fenicada. Se dice que son microorganismos acido-
alcohol resistentes. Una vez realizada la decoloracion con esta mezcla se utiliza un
colorante de contraste (el Azul de metileno) para poder observar las células
sensibles a la decoloracion por acido-alcohol. Son microorganismos acido-alcohol
resistentes las micobacterias, por la especifica composicion de su pared celular, y
algunos actinomicetos, como Nocardia. Algunos microorganismos patégenos son

acido-alcohol resistentes: Mycobacterimum tuberculosis (tuberculosis), M. leprae

(lepra).
Il. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
e Realizar una coloracion de Ziehl Neelsen.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e |dentificar la morfologia bacteriana.
e I|dentificar las bacterias acido alcohol resistentes de las no acido alcohol no

resistentes.
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[I. PROCEDIMIENTO

° Extienda la muestra sobre un portaobjetos.
° Fije la muestra con calor.
° Coloque sobre la muestra Fucsina fenicada (con emision de vapores

durante 5 minutos).

° Lavar abundantemente con agua.

° Afadir acido-alcohol y esperar 30 segundos.

° Lavar con agua.

° Afnadir Azul de metileno (colorante de contraste) durante 1-2 minuto.
° Lavar con agua.

° Secar la muestra.

° Observar (x40, x100).
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Imagen tomada de researchgate.com

IV.  TALLER

¢,Cuadles son las bacterias acido alcohol resistentes y acido alcohol no resistentes?
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OBSERVACION MICROSCOPICA DE BACTERIAS CON
COLORACION DE ZIEHL NEELSEN

OBSERVACIONES

Aumento Total Aumento Total

Aumento Total
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PRACTICA No. 5
TINCION NEGATIVA
(TINCION ESPECIFICA)

l. INTRODUCCION

La tincién negativa es un método de coloracion especial para destacar la presencia
de la capsula en algunos microorganismos principalmente Streptococcus
pneumoniae, Klebsiella pneumoniae y Cryptococcus neoformans, provenientes de
muestras clinicas o de cultivos puros.

. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

e Realizar una coloracién con tinta china.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar las bacterias capsuladas.

[l. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS
e Aceite de inmersion.

e Tinta china.

e Microscopio.

e Mechero.

e Portaobjetos.

e Palillo.
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PROCEDIMIENTO

Material bioldgico a utilizar: biofilm dental.

Técnica A:

1. Aplique una gota de tinta china diluida en portaobjetos.

2. Cubra con portaobjetos.
3. Examine al microscopio.
Técnica B:
1. Coloque una gota de tinta china diluida sobre portaobjetos. Mezcle la
muestra con el asa.
2. Deje secar al aire y fije brevemente con calor.
3. Coloree con safranina por 15 seqg.
4. Lavey seque el frotis.
5. Examine al microscopio.

Resultado: Bacterias encapsuladas se ven con halo blanco sobre un fondo oscuro.

Célula de la bacteria color rosado o rojo. (Figura 4.3)
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BACTERIAS CAPSULADAS

Imagen tomada de urg.es
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OBSERVACION MICROSCOPICA DE BACTERIAS
CON TINCION NEGATIVA

OBSERVACIONES

Aumento Total Aumento Total

Aumento Total
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PRACTICA No 6
MEDIOS DE CULTIVOS

l. INTRODUCCION

Son preparados que intentan reproducir artificialmente las condiciones del habitat
natural de las bacterias, estos son preparados con elementos en cantidades
precisas y equilibradas, que permiten el crecimiento y la multiplicacion bacteriana
(cultivo bacteriano). La inoculacion de bacterias en un medio de cultivo se denomina

siembra.

COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

- Mc Conkey su composicion es: peptonas (20gr/l), lactosa (10gr/l), sales

biliares (5gr/l), cloruro sédico (5gr/l) y rojo neutro (0.075gr/1).

- Kliger_su composicion es: extracto de carne (3gr/l), extracto de levadura
(3gr/l), peptonas (20gr/l), lactosa (10 gr/l), destrosa (1gr/l), cloruro sédico
(5gr/l), citrato amonico y Fe2+ (0.50gr/1), rojo fenol (0.03gr/l) y agar (15gr/l).

- Mueller-Hinton_su composicion es: peptonas (17.5gr/l), extracto de vaca
(4gr/l), almidén (1.5gr/1), agar (15gr/l).

- Agar nutritivo su composicion es: extracto de carne (1gr/l), extracto de

levadura (2gr/l), peptonas (5gr/l), cloruro sédico (5gr/l) y agar (15gr/l).
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. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Conocer los distintos medios de cultivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Diferenciar los medios de cultivo segun su composicion.
e Diferenciar los medios de cultivo segun su estado.

e Identificar las condiciones fisicoquimicas que afectan los cultivos.

1. MATERIALES Y EQUIPOS

e Placas de Petri.

e Polvos de los medios de cultivo.
e Balanza.

e Autoclave.

e Beaker.

e Pipeta.

V. PROCEDIMIENTO

En la practica elaboraremos agar nutritivo, Para elaborarlo primero pesamos 28gr
de polvo y medimos 1 Litro de agua destilada y lo llevamos a ebullicion. Luego
esterilizamos en el autoclave durante 15 minutos a 121°C.

e Antes de disolver el medio, hemos calentado el agua y, luego, lo disolvemos

pOCo a poco.
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e Una vez disueltos se tienen que verter en un matraz Erlenmeyer que sea
del doble de capacidad.

e Luego lo tapamos con papel de aluminio, y le pondremos la tira del
autoclave (es como un esparadrapo que al llegar a 121°C cambia de color)
y lo pondremos en el autoclave.

e Lo dejaremos en la autoclave entre 1 hora y media y 2 horas. Hemos de
tener cuidado porque cuando lo saquemos de la autoclave aun estara
caliente.

e Cuando la temperatura empiece a bajar de 45°C se empezara a solidificar,
por eso lo tenemos que poner en las placas de petri o en los tubos antes de
gue se enfrie.

e Unavez en las placas lo dejamos enfriar.
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PRACTICA No 7
MANEJO DEL AUTOCLAVE

l. INTRODUCCION

Entre los requisitos para el trabajo con microorganismos estan los cultivos y la
técnica aséptica. Dadas la ubicuidad de los microorganismos y la existencia de
endosporas termorresistentes, se han desarrollado varios procesos de

esterilizacion, o sea de eliminacion o destruccion de todo organismo vivo.

Asi todo objeto esterilizado esta libre de organismos viables capaces de
reproducirse. La destruccion de endosporas termorresistentes se realiza a
temperaturas mayores de 100°C, aplicada mediante vapor a alta presién, no

alcanzables con el agua liquida.

La esterilizacion con vapor a presiones superiores a la atmosférica se logra en las
autoclaves. Usualmente se utiliza para esterilizar medios de cultivo y soluciones a
121°C, 15 Ib (1.2 atm) de presién por 15-30 minutos.

Esterilizacién por calor hiumedo (vapor) y alta presion en el autoclave

1. Reconozca inicialmente las partes del autoclave.

2. Verifique el nivel de agua de la cAmara de vapor. Este debe estar siempre

por encima de la resistencia, y 1-2 cm por debajo de la patrrilla.

. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

e Aprender el manejo de la autoclave.

41



" CORPORACION UNIVERSITARIA

RAFAEL NUNEZ Guia de Microbiologia

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Preparar medios de cultivo y esterilizarlos.

e Aprender el manejo de la autoclave en odontologia.

lll.  TALLER DE PREGUNTAS

a) ¢Cual es el mecanismo por el cual el vapor saturado a presion mata los

microorganismos?

b) ¢Cudles son los métodos mas corrientes utilizados para esterilizar?

c) Ciertos organismos poseen la estructura biolégica mas termorresistente, para

supervivencia ¢,Cual es y en qué organismos se encuentra?

d) ¢ Usualmente como se esterilizan las cajas de Petri?

e) ¢Como se verificaria que un medio de cultivo procesado en el autoclave

guedo realmente esterilizado?
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DIBUJE LAS PARTES DE UN AUTOCLAVE
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PRACTICA No 8
SIEMBRA

l. INTRODUCCION

El trabajo con microorganismos no se realiza con células aisladas, sino con
poblaciones extensas y homogéneas del microorganismo a estudiar, por lo que el
microbidlogo utiliza técnicas que permiten obtener un cultivo puro, y luego cultivar

a gran escala dicho microorganismo.

Para la siembra es importante: la esterilizacion del material de trabajo (asas de
siembra, medios de cultivo, frascos de toma de muestras, etc.) y el mantenimiento
de un ambiente estéril (mechero bunsen, campanas de flujo laminar) para la

manipulacion de microorganismos.

Para obtener colonias individualizadas se puede efectuar o que se denomina una
siembra por agotamiento. Para ello se toma un inoculo con un asa en forma de
ojal y se extiende sobre la superficie del medio por diversos procedimientos, por
ejemplo, mediante estrias que se continlan unas con otras o en forma de
cuadrantes. Tras la incubacién se podra observar un conjunto de colonias que
estardn mas separadas unas de otras cuanto mas lejos se encuentren de la primera
zona. A partir de las colonias pueden seguirse sistematicas muy variadas, pero
todas ellas pretenden en definitiva demostrar que se investigan por separado cepas
distintas, es decir obtener un cultivo puro teniendo en cuenta que el término cepa
hace referencia a un clon que procede de una sola célula bacteriana perteneciente
a una especie determinada. Para conseguir el fin dltimo del diagndstico directo
(identificacion de los microorganismos y estudio de la sensibilidad a los antibiéticos)
y otros secundarios (por ejemplo, conservar las cepas en estudio), cada colonia
diferente se procesara por separado, bien directamente o bien tras su inoculacion

(repicado) en medios solidos o liquidos a fin de incrementar la masa bacteriana y
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simultdneamente se procedera a su identificacion. Para esto dltimo se podra
recurrir a la realizacion de pruebas bioquimicas, que detectan generalmente
productos catabdlicos, al estudio morfol6gico y por microscopia de las colonias y, a
veces, a las caracteristicas antigénicas, de forma excepcional, a técnicas

cromatograficas o de biologia molecular

. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
e Realizar una siembra bacteriana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e |dentificar las bacterias sembradas.

e Identificar bacterias de la placa dental.

[I. PROCEDIMIENTO
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ESTERILIZACION DE ASAS DE SIEMBRA

Imagen tomada de oocities.org
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Asaen Asaen
ojal punta

Incubacion

Imagen tomada de oocities.org

Obtencién de un cultivo microbiano puro a partir de una muestra clinica.
A. Toma del in6culo de la muestra mediante un asa en ojal.
B. Siembra en medio sdlido para aislamiento, que puede realizarse por las
técnicas: en cinco estrias o en cuadrantes.

C. Tras la incubacion, recogida de dos colonias diferentes para obtener un

cultivo puro.
D. Inoculacion en medios solidos.

E. Inoculacion en medios liquidos.
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AISLAMIENTO Y RECUENTO BACTERIANO

TECNICAS DE AISLAMIENTO PARA LA OBTENCION DE CULTIVOS PUROS

A partir de un cultivo mixto, se pretende obtener un cultivo puro de bacterias, a
través de la obtencion de colonias aisladas. Cada colonia representa una poblacion
de microorganismos procedentes de una sola célula, a partir de la cual se posee la
seguridad de obtener dicho cultivo puro de un solo tipo de microorganismo. Para
ello se utilizan diferentes técnicas de aislamiento, basadas en diluir la muestra inicial
para obtener colonias aisladas. Una vez que se ha obtenido un cultivo puro, se
puede mantener haciendo resiembras en tubos de agar inclinado o bien congelando
las células en glicerol (10-30%) a -70° C, en Nitrogeno liquido a -173° C, o mediante

liofilizacion.

e Agotamiento: para obtener colonias aisladas por la técnica del agotamiento
la muestra se extiende sobre la superficie segun se indica en la figura, de
forma que al final de dicha siembra "por agotamiento”, la cantidad de in6culo
se espera sea lo suficientemente bajo como para que se depositen células
aisladas y distanciadas en la superficie del agar a partir de las cuales surjan,
tras incubar, colonias aisladas.

e Estrias escocesas. Se procede de forma similar al caso anterior, en lo que
se respecta al método general para la siembra en placa y permite también

obtener colonias aisladas.
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Confluant growth at ~__
peginning of streak ™~

|solated colonies N
atent of streak

Imagen tomada de oocities.org

e Técnica de aislamiento y recuento. Banco de diluciones. técnica que

consiste en obtener una suspension de la mezcla de microorganismos y
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hacer diluciones seriadas que se vierten en una placa Petri hasta conseguir

colonias aisladas.

Instrucciones: se debe trabajar, como siempre, en condiciones estériles,
flameando la boca de los tubos antes y después de introducir la pipeta, en
las proximidades del mechero.

Mediante una pipeta estéril, tomar una muestra del cultivo mixto, y depositar
1ml en el primer tubo con 9ml de suero fisioldgico (o en nuestro caso: 0,5ml
en 4,5ml respectivamente) (dilucion 10-1).

Agitar hasta conseguir una suspension homogénea.

Tomar otra pipeta estéril, y transferir de esta primera dilucién 0,1ml al
siguiente tubo con 10ml de suero fisioldgico (102), y asi sucesivamente.

A partir del tubo con dilucién 102y 104, con una pipeta estéril, inocular 0,1ml
en placa AN extendiendo la muestra sobre la superficie con el asa de vidrio,
la cual se debe esterilizar mediante su introduccion en alcohol y posterior
flameado, por lo que se pasa el asa impregnada en alcohol por el mechero
y se deja consumir el alcohol completamente.

Tras incubar se podran obtener colonias aisladas. El recuento de estas
colonias permitird conocer el niumero de células existentes en el cultivo

original.
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Figura 6: Diluciones seriadas

1mi 1mi 1 ml
9 ml de caldo ﬁ ﬁ ﬁ
Muestra para 1100 110* 1710° 1/10°
contar Dilucién —a (1073 (107%) (10°®%) (10°%)

Muestras de 1 ml l l

L 17 2 o
T
Demasiadas colonias colonias colonias colonias colonias
159 x 10° = 1.59 x 10°
Contaje Factor Células {unidades
de formadoras de colonias)
dilucion por mililitro de la

muestra original
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Ci=NxDx10
Ci = Concentracion inicial (unidades: namero

de células / ml) N = n° de colonias D = dilucién

METODOS DE RECUENTO Y MEDIDA DEL CRECIMIENTO BACTERIANO

e Contaje directo en camara de recuentos: se basa en el recuento directo
del nimero de células en un volumen determinado, prefijado en la camara
de recuento, mediante su observacién al microscopio. El método no permite

distinguir entre células viables y no viables.
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Figura 8.8 Recuento  microscopico
directo. La camara de recuento de Petrofi-
Hauser se usa, junto a un microscapio,
para realizar un recuento directo de célu-
las. Consta de un porta que tiene unes po-
cillos superficiales (de 0,02 mm de
profundidad). En el fondo del porta hay
grabada una rejilla de 1 mm?, dividida en
25 cuadrados grandes, cada uno de los
cuales esta dividido en 16 cuadrados mis
pequenos. De esta manera, el volumen
total de la rejilla es de 0,02 (un quincea-
vo) mm?, y cada cuadrado grande es un
veinticincoavo de esta cantidad,

Guia de Microbiologia

parta con pocilios
superficiales y rejilla

(a) Se pipetea una suspensién de células en el
porta, en el borde del cubre, rellenando la
cdmara de recuento por capilaridad. En unos
minutos sedimentan las células en el fondo v
se puede empezar el recuento

(b) Se cuentan las células bacterianas de unc
de los 25 cuadrados de mavor tamano; en este
caso hay 12 bacterias. En |z practica se cuentan
las bacterias de varios cuadrados grandes v se
hace la media. El nimero en el cuadrado gran-
de multiplicado por 25 es el nimero en 0,02
mm?. El némero multiplicado por 50 es el
numero en 1 mm?. Este nimero multiplicado
por 1000 es el nimero en un mililitro (un
centimetro clbico). En este caso:

12 % 25 % 50 % 1000 = 1,5 x 107 células/m!

Si se cuentan las células de un cuadrado
pequeiio, el nimero se multiplica por un factor
de 16 (16 x 25 x 50 x 1000 = 20 000 000).

Imagen tomada de sgpwe.izt.uam.mx

« Medicion de la densidad Optica en el espectrofotometro: se trata del

método mas habitual para el seguimiento del crecimiento de un cultivo

bacteriano. La medicion de alicuotas o muestras del cultivo a lo largo del

tiempo, permite desarrollar curvas de crecimiento de la poblacion bacteriana.

Ello permitira, a su vez, la comparacion de tasas de crecimiento en diferentes

condiciones, el establecimiento de las condiciones 6ptimas, etc.
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detector sensible

fuente cultive absorbancia
de luz bacteriano

logaritmos del
namero de células
por mililitro

0 5 10 15 20 25
tiempo (horas)

Figura 8.3 Fases de crecimiento de un cultivo bacteriano (esta gréfi-
ca se basa en el cultivo descrito en la Figura 8.2). La fase de muerte es una
fase de declive exponencial, como la fase exponencial y, por tanto, s una
linea recta, aunque se produce a una tasa mucho més lenta.

Imagen tomada de sgpwe.izt.uam.mx

El incremento en el nimero de células es lento al principio y después llega a ser de
forma exponencial. La grafica anterior es caracteristica de un cultivo en un recipiente
cerrado en el que los nutrientes son limitados. En la curva se distinguen:

1.Fase de latencia. Fase de adaptacion de las células a las nuevas condiciones
del medio de incubacion al que han sido transferidas. Las células no crecen
inmediatamente sino después de este tiempo de latencia. Las células son
metabodlicamente activas, se adaptan al medio y eventualmente lo modifican. Para
un mismo indculo, esta fase de latencia varia dependiendo del medio al que se
transfieren y de las condiciones de incubacion.

2.Fase de crecimiento exponencial. Fase en la que las células se estan dividiendo
regularmente a ritmo constante. En condiciones apropiadas durante esta fase, el
grado de desarrollo es maximo. Es en este periodo donde puede calcularse el
tiempo de generacién de un microorganismo.

3.Fase estacionaria. El n° de células no se incrementa mas porque los nutrientes

del medio se van agotando y posibles sustancias téxicas pueden ir acumulandose.
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No hay incremento neto del n° de células, el n° de células que se originan es igual

al n° de las que mueren.

e Recuento de viables: se determina el niumero de células capaces de
generar colonias sobre la superficie de un medio sélido. En la préactica
habitual se considera que el nimero de colonias en una placa debe oscilar
entre 30 y 3000, con objeto de que la muestra sea estadisticamente

representativa, y evitando que aparezca crecimiento confluente.

filtro de
membrana

Etapa 2 Se coloca 2l filtro de membrana
en una placa con un medio con agar y se
incuba.

muestra
filtrada

Etapa 1 Se filtra a través de un filtro de membrana Etapa 3 Se cuenta el nimero de colonias
un volumen conocido de muestra (por ejemplo, de la placa (en este caso, 26 colonias).
10 litros).

Recuento de viables

Mediante la realizacion de diluciones, en caso de muestras concentradas o
mediante técnicas de filtracion, de volimenes determinados, y posterior
incubacion del filtro en que han quedado retenidos los microorganismos sobre la
superficie de medios sélidos. Ello permite el uso de medios selectivos para el

aislamiento y cuantificaciéon de determinados grupos de microorganismos.
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PRACTICA No 9
ANTIBIOGRAMA

l. INTRODUCCION

Los antibioticos son compuestos organicos de bajo peso molecular sintetizados
por microorganismos, que a bajas concentraciones inhiben el desarrollo o matan

a otros microorganismos.

CARACTERISTICAS GENERALES

1. Inhiben el crecimiento (bacteriostaticos) o matan (bactericidas).

2. Son efectivos a bajas concentraciones.

3. Poseen toxicidad selectiva: actian sobre el patdgeno sin afectar al organismo

hospedador.

4. Pueden actuar frente a procariotas o eucariotas.

5. Pueden ser de accion muy especifica o de amplio espectro.

6. Solubles en agua.

7. Poseen estabilidad quimica.

8. Son productos del metabolismo secundario.
Es importante tener en cuenta la posibilidad de aparicion de resistencia a
determinados antibiéticos en algunos microorganismos durante el tratamiento

de una infeccion.

MICROORGANISMOS PRODUCTORES
Se encuentran tanto dentro del grupo de procariotas como en el de eucariotas.
Procariotas: Bacillus, Streptomyces, Nocardia Eucariotas: Penicillium,

Aspergillus, Cephalosporium

CLASIFICACION
Hay muy diversas clasificaciones:
Segun su origen:
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« Naturales: sintetizados por microorganismos.

« Sintéticos: obtenidos completamente por sintesis quimica.

« Semisintéticos: parte de compuesto sintetizada por microorganismos y otra
parte sintetizada quimicamente. Segun su estructura quimica

« B-lactamicos: penicilinas, cefalosporinas.

+ Macrdlidos: eritromicina.

«  Aminoglucésidos: estreptomicina.

« Polipeptidicos: bacitracina.

+ Poliénicos: anfotericina B

+ Tetraciclinas.

+ Derivados del benceno: cloranfenicol.

Segln su mecanismo de accion:

« Actuan sobre la pared celular bacteriana inhibiendo su sintesis: penicilinas.
« Actuan sobre la membrana celular alterando su permeabilidad.

« Inhiben la sintesis proteica.

« Inhiben la sintesis de acidos nucleicos: mitomicina.

Los antibiéticos en general pueden ser de amplio espectro o de espectro reducido,
estos Ultimos van a matar gérmenes mas especificamente. Dependiendo del
origen o localizacion de la infeccidn, se va a utilizar uno u otro. Por ejemplo, en
una infeccién de garganta no se deberia utilizar uno de amplio espectro ya que

mataria también a la microbiota tan importante para nosotros.

El antibiograma consiste en el estudio de la sensibilidad o resistencia de
determinado microorganismo (o0 grupo de ellos) a varios antibioticos. Se puede
utilizar para tratar un patdégeno, afiadir a alimentos, en definitiva, para saber como

se comporta un germen frente a determinado antibiético.
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. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

e Realizar un antibiograma.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Comprender el fundamento del antibiograma, preparacion y posibles fuentes
de error en su realizacion.
e Realizar una buena eleccién del antimicrobiano para el posterior tratamiento

de infecciones.

[l PROCEDIMIENTO
El antibiograma se puede hacer tanto en medio liqguido como en medio sélido.
En nuestro caso vamos a utilizar un agar ordinario, pero modificado, de manera que

gérmenes y antibioticos puedan difundir correctamente, agar de Muéller-Hinton.

Se utilizan para poner los antibiéticos, unos discos impregnados que llevan unas
letras que nos indican el antibiotico del que se trata y un nimero que indica la
concentracion en mg/ml que tenia la disolucion en la que se impregnaron. Por

ejemplo, el Cloranfenicol a concentracion 30mg/ml

Ademas, utilizamos unas pinzas para poner los discos sobre el agar. Pipetas
estériles para sembrar la placa. Un hisopo estéril para extender por la superficie el

indculo. Y asa de siembra y mechero para esterilizar.

Partimos de un cultivo puro de 48 horas. La cepa es potencialmente patdgena de
humano y como crece en nuestro cuerpo, la incubacién se ha hecho a 37°C. Vamos
a sembrar 0.5ml que cogemos con la pipeta (agitando para resuspender las células
del fondo) y lo vertemos sobre la placa. Con el hisopo estéril extendemos bien el
inoculo por toda la superficie de la placa. Con las pinzas cogemos los cuatro discos

de antibidticos y los ponemos en la placa bien separados entre si y de los bordes.
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La placa se pone a incubar 48 horas a 37°C y en posicion invertida. Tras la
incubacion va a aparecer toda la superficie llena de colonias y alrededor de cada
disco aparecera o no un halo de inhibicién dependiendo de que el germen sea

sensible a ese antibibtico.

El tamafio del halo nos va a permitir conocer el grado de sensibilidad al antibiético
0 si es resistente. Puede aparecer un pequeiio halo aun siendo resistente, esto se

debe a la alta concentracion de antibiético en el medio inmediato al disco.

Resultados, los antibiéticos utilizados han sido:

C30: Cloranfenicol 30mg/ml Halo >> 19cm, alta sensibilidad.

MA30: Cefamandoles 30mg/ml > 19cm, alta sensibilidad.

CAZ30: Ceftadina 30mg/ml > 19cm, alta sensibilidad.

CIP5: Ciprofloxacin 5mg/ml Resistente, aparece un halo muy pequefio que

no es significativo.

Puede aparecer alguna colonia dentro de los halos, esto se debe a mutaciones

espontaneas que hacen a algunas bacterias resistentes.
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Se siembra la cepa de
interés en |a superficie de una
placa de medio Mueller Hinton,
realizando la extension con
ayuda de un hisopo estéril (o
asa de siembra) de forma que

se obtenga un crecimiento
confluente o en césped
distribuido homogéneamente.

£
[AEEEsa
" N £ |
for
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Con ayuda de unas pinzas
metalicas (esterilizadas mediante
flameado con alcohol), se depositan
los discos de los distintos antibidicos
sobrela superficie

.

Actividad antibiética por crecimiento en césped. FIGURAS

Imagen tomada de sgpwe.izt.uam.mx
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PRACT[CA N° 10
OBSERVACION DE HONGOS

l. INTRODUCCION

OBSERVACION DE ORGANISMOS PERTENECIENTES AL REINO FUNGI: El
reino fungi consiste en una amplia variedad de organismos eucariéticos cuya
diversidad los hace dificil de caracterizar. Se caracterizan principalmente por tener
una estructura celular eucariética, y que es compartida con organismos de otros tres

reinos: animales, vegetales y hongos.

Las células eucarioticas tienen nucleo verdadero y otros organelos rodeados de

membrana como mitocondria y reticulo endoplasma tico.

. OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

% ldentificar las caracteristicas eucaridticas de los hongos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Conocer las principales diferencias y semejanzas de los vegetales y los
hongos.

[l. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS
% Azul de metileno.

% Agua destilada.

% Lugol.

< Pinzas.
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Portaobjetos.
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Cubreobjetos.
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*
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% Pan enmohecido.

°o*

L

Agua estancada.

4

L)

» Microscopios.

<,

V. PROCEDIMIENTO:
Con una pequefia aguja de diseccion desprenda una pequefia porcién de la masa
algodonosa que crecio sobre el sustrato (pan, bollo de yuca) de manera que incluya
parte de este.
Coléquela sobre el portaobjeto una gota de azul de lactofenol. Disperse el extendido
con la aguja de diseccion.
Identifique: micelio vegetativo, hifas, esporas, rizoides, conidio. Haga los dibujos

correspondientes.

V. TALLER
e ;CoOmo se nutren los hongos?

e (Cuales son las semejanzas y diferencias entre los vegetales y los hongos?
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OBSERVACION MICROSCOPICA DE HONGOS

OBSERVACIONES

Aumento Total Aumento Total

Aumento Total
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PRACTICA No 11
MICROBIOLOGIA DE LA CARIES

l. INTRODUCCION

Quizas la definicion mas completa de la caries es aquella que la considera como
una enfermedad infecciosa, cronica, transmisible, muy prevalente en el ser humano,
gue se caracteriza por la destruccion localizada de los tejidos duros dentales, por la
accion de los acidos producidos por los depositos microbianos adheridos a los
dientes

Il. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Conocer los microorganismos responsables de la caries dental.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Conocer el metabolismo del streptococo mutans.
e Conocer el metabolismo de los lactobacillus.

e Conocer el metabolismo de los actinomices.

DETERMINANTES BACTERIANOS DE CARIOGENICIDAD

De las bacterias que forman parte de la microbiota de la placa bacteriana es
interesante seleccionar los determinantes de la virulencia o cariogenicidad de los
microorganismos mas implicados en el inicio y desarrollo de la caries: estreptococos
del grupo mutans, Lactobacillus spp. y Actinomyces spp. Segun Marsh (1999), tres
son las caracteristicas distintivas mas importantes de las bacterias cariégenas: a)
capacidad de transportar azlicares en competicion con otros microorganismos de
la placa; b) capacidad de convertir rapidamente estos azucares en acidos y c)

capacidad de mantener estas funciones en condiciones ambientales extremas.
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Estreptococos del grupo mutans

Los estudios epidemiologicos han demostrado una correlacion significativa entre
los niveles de estas bacterias en la placa y la saliva con la prevalencia e incidencia
de caries. Se han aislado en distintas superficies dentarias antes de la aparicion de
las lesiones y estan implicadas en el inicio de las mismas. El poder cariégeno de
los estreptococos del grupo mutans es, aungque con algunas diferencias, muy similar
en todas las especies y esta muy ligado a la sacarosa, ya que tienen la capacidad
de metabolizarla mucho mas rapidamente que cualquier otro microorganismo de la

cavidad oral

Factores metabdlicos de cariogenicidad de los estreptococos del grupo

mutans:

- Poder acidégeno. Producen acidos.

- Poder aciddfilo. Son muy tolerantes a los acidos/?

- Poder acidurico. Siguen produciendo acidos a pH acido.

- Rapido metabolismo de los azlcares a acido lactico y otros acidos organicos.

- Pueden conseguir el pH critico para la desmineralizacion del esmalte mas
rapidamente que cualquier otro microorganismo de la placa.

- Produccién de polisacaridos extracelulares a partir de, la sacarosa y su
movilizacion.

- Produccién y movilizacion de polisacéaridos in-

- Produccion de dextranasas y Fructanasas.
S. sobrinus posee algunas caracteristicas diferentes del resto de las especies
caribgenas para el hombre: tiene menor poder acidégeno pero es mas aciddrico
y no sintetiza polisacaridos intracelulares. Recuérdese la importancia de una

ATPasa muy activa, la denominada puerta del lactato y la sintesis de proteinas.
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[I. TALLER PREGUNTAS

e (Cuales son los microorganismos cariogénicos?
e Explique el mecanismo de formacién de una caries dental.
e Dibuje como sucede la formacion de placa dental.

67



.__\

'.'3.;-. CORPORACION UNIVERSITARIA

.f RAFAEL N UNEZ Guia de Microbiologia

pr=——"

PRACTICA No 12
MICROBIOLOGIA ENDODONTICA

l. INTRODUCCION

La endodoncia es la disciplina que estudia las enfermedades de la pulpa dentaria 'y

mantiene una estrecha relacién con la microbiologia.

La pulpa dental es un tejido conjuntivo que se encuentra en el interior de una
camara de dentina y se relaciona con el area periapical a través del agujero apical.
La porcién coronal del diente esta recubierta de esmalte y la porcion radicular, de
cemento. La integridad del esmalte y de la dentina protege la pulpa y constituye una
barrera fisica que, no obstante, al estar encerrada en su interior, le impide la
distensibilidad. Por otra parte, a través del agujero apical, la pulpa presenta una
limitada comunicacion vascular y nerviosa con el resto del organismo. Estos dos
hechos, junto con la ausencia de una circulacion colateral eficaz, determinan
una importante dificultad para la reparacion de los distintos cuadros inflamatorios

gue tienen lugar en la pulpa.

PATOGENIA DE LA INFECCION ENDODONTICA

A pesar de la proteccidon natural que posee la pulpa dental, algunas bacterias
pueden invadirla, aunque, normalmente, las defensas del hos-pedador detienen el
proceso infeccioso. El cuadro clinico y la gravedad de estas infecciones estan
relacionados con la interaccion entre la microbiota, presente en los conductos
radiculares y en la camara pulpar tras la infeccion bacteriana, y la respuesta

defensiva del hospedador.
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Vias de invasion de la microbiota
m  Comunicacion directa

de la cavidad oral con la pulpa
Esta situacién puede deberse a diversas causas como lesién por caries, fracturas
dentales (de la corona o de la raiz) derivadas de traumatismos dentales intensos,
grietas o fisuras del esmalte a consecuencia de traumatismos continuados,
atriccion patolégica por bruxismo, oclusién traumatica, abrasion, reabsorcion
interna-externa y maniobras operatorias que exponen accidentalmente, incluso a
veces de forma imperceptible, el tejido pulpar.
m Tubulos dentinarios
La causa mas prevalente de infeccion de la pulpa dental es la comunicacion
con ladentina cariada a través de los tubulos dentinarios. Esta infeccion puede
producirse, antes de que la pulpa quede expuesta directamente al medio oral a
través de la cavidad de caries, por contaminacion directa de bacterias, por toxinas
o por productos derivados del metabolismo bacteriano; todos ellos llegan al tejido
pulpar a través de los tabulos dentinarios. A su vez, las abrasiones, las atricciones
y erosiones cervicales, o las maniobras operatorias, pueden exponer los tubulos
dentinarios al medio oral, posibilitando también, de esta forma, la contaminacién de
la pulpa dental.
» Viaperiodontal
En las enfermedades periodontales puede producirse la destruccion del aparato de
insercion del diente (cemento, ligamento periodontal y hueso alveolar). Si la pieza
afectada presenta un conducto lateral, o un conducto en el techo de la furca en los
dientes multirradiculares o la profundidad de la bolsa periodontal alcanza la
proximidad del agujero apical, puede irritarse o contaminarse la pulpa dental, con
su consiguiente inflamacion. Es mas probable que se produzca la lesion de la pulpa
si el conducto lateral se expone al medio oral como consecuencia del avance de la
lesion periodontal (la exposicion es tan grave como la producida por una caries).

Estas lesiones pulpares tienen unas implicaciones importantes clinicas, debido a la

69



.__\

'.'3.;-. CORPORACION UNIVERSITARIA

.f RAFAEL N UNEZ Guia de Microbiologia

VT

dificultad de su diagndstico, ya que es necesario discriminar si se necesita tan solo

tratamiento de conductos, tratamiento periodontal o ambos.
. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Conocer los microorganismos implicados en los procesos endodoénticos

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Identificar las rutas metabdlicas de los microorganismos implicados en

procesos endodonticos.
. TALLER DE PREGUNTAS

1. ¢ De qué se encarga la endodoncia?

2. ¢ Cudles son los microorganismos relacionados con problemas endodonticos?
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