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1. INTRODUCCIÓN
Las prácticas de laboratorio son un elemento fundamental del aprendizaje de las ciencias, considerando la naturaleza teórico – práctica de las mismas. 
El trabajo práctico constituye una experiencia vivencial que interioriza de mejor manera y más perecederamente los conocimientos promoviendo una enseñanza activa, participativa e individualizada y que además favorece que el estudiante desarrolle habilidades y se familiarice con el manejo de técnicas, instrumentos y aparatos. 
Las practicas que se desarrollan en la siguiente guía están encaminadas para que los estudiantes conozcan el rol que los microorganismos juegan en la presencia de enfermedades infecciosas no sólo de cavidad bucal sino del cuerpo humano, así como la importancia de conocer las diversas técnicas de laboratorio empleadas en el diagnóstico de enfermedades a las que van a estar expuestos en la práctica profesionales ya que como profesionales clínicos se enfrentarán día con día a una gran variedad de infecciones buco-dentales y máxilo-faciales. Además lleva coherencia con el perfil profesional ya que los alumnos serán capaces de “reconocer las estructuras de cabeza, cavidad oral y cuello en forma individual e integral y los procesos fisiológicos sistémicos y estomatognático normales y patológicos” de igual manera podrán “interpretar pruebas de laboratorio para determinar procesos fisiológicos patológicos que inciden en el tratamiento odontológico actuando en base a los resultados”.
2. INSTRUCCIONES GENERALES 
1. La presente guía debe llevarse a todas las prácticas de laboratorio.
2. En cada sesión de laboratorio se explicará brevemente la práctica siguiente.
3. Los alumnos se organizarán por equipos como el profesor a cargo se los indique.
4. El estudiante que no porte el equipo de protección especificado por el docente (mandil, guantes de manejo, mascarilla, gafas, etc), no podrá acceder a la práctica.

5. Antes de realizar cada práctica, los alumnos deberán leerla y conocer su objetivo, fundamento y técnica. 

6. Es deber de todos los integrantes de equipo, tener conocimientos de la práctica, ya que se les preguntará de manera activa sobre el contenido de la misma.

7. Es obligación del estudiante hacer buen uso de los materiales y equipos de la facultad destinados para las prácticas. 

8. Al recibir el material, el alumno deberá revisar que se encuentre limpio y en buen estado.
9. El estudiante deberá traer su material de trabajo según la práctica planificada.

10. Al finalizar la práctica, el material de la facultad debe ser devuelto al docente, se verificará que se encuentre en perfecto estado y limpio. En el caso de daño de materiales o equipos por parte de un estudiante o todo el grupo de trabajo, el docente responsable de la dependencia notificará a el/la decana/o para evaluar la situación y determinar las acciones a seguir.
11. Terminada las actividades se verificará la limpieza de los mesones o espacios designados para la práctica.
12. Antes de usar los equipos, deberá revisar el procedimiento de uso y al final llenar el registro de constancia de uso (bitácora)

13. Está prohibido fumar, comer o ingerir líquidos dentro del laboratorio.
14. Está prohibida la utilización de teléfonos celulares para fines ajenos de la práctica.
15. Ante cualquier accidente o eventualidad con equipos o insumos deberá acudir inmediatamente al docente para tomar las medidas de contingencia.
3. DESARROLLO DE LAS PRÁCTICAS

PRÁCTICA No. 1

TEMA: NORMAS DE TRABAJO SEGURIDAD Y BIOSEGURIDAD
OBJETIVO DE LA PRACTICA: Socializar las normas de seguridad y bioseguridad del laboratorio en base al Manual de Seguridad – Bioseguridad de la Facultad de Odontología orientado a minimizar los riesgos de accidentes durante las prácticas.
RESULTADO DE APRENDIZAJE: Aplica las normas de seguridad y bioseguridad en su práctica de laboratorio

CONTENIDO: 
El desarrollo de la práctica constituirá con el análisis del manual de seguridad y bioseguridad de la Facultad de Odontología al igual que el manual de bioseguridad en el laboratorio de la OMS 
MATERIALES PARA LA PRÁCTICA.

INFORMACIÓN BÁSICA DE BIOSEGURIDAD

A. Definición de Peligro Biológico

En la definición de Riesgo Biológico se incluyen los agentes infecciosos o etiológicos, los materiales potencialmente infecciosos, ciertas toxinas y otros materiales biológicos peligrosos.

Peligro Biológico

Agentes Biológicos y materiales que son potencialmente peligrosos para los seres humanos, animales y/o plantas.

Entre los agentes biopeligrosos se encuentran: Ciertas bacterias, hongos, virus, Rickettsias, Chlamydia sp., parásitos, productos recombinantes, alérgenos, cultivos de células humanas y animales y los agentes potencialmente infecciosos que contengan estas células, viriones, priones y otros agentes infecciosos que se contemplan en leyes, normativas y normas.

B. Clasificación de los Agentes Infecciosos en base a su Peligrosidad 
Existen diversos sistemas para clasificar los patógenos humanos y animales de acuerdo con los peligros que presenten para un individuo o una comunidad. 
Según la clasificación de la NIH Guidelines for Research Involving Recombinant DNA Molecules, los agentes etiológicos humanos se clasifican en cuatro grupos de riesgo de los que el GR-1 es el que presenta un peligro bajo o nulo y el GR-4 representa a los agentes altamente infecciosos:
	Tabla 1. Bases para la Clasificación de Agentes Biopeligrosos en Grupos de Riesgo  

	Grupo de Riesgo  
	Riesgo para el individuo y la comunidad  

	1 (GR-1)  
	Agentes que no están asociados con enfermedades en humanos adultos sanos: Bacillus subtilis, Hepatitis canina, E.coli, Saccharomyces cerevisiae, virus varicela Zoster, así como algunas cultivos de célula y bacterias no-infecciosas.  

	2 (GR-2)  
	Agentes asociados a enfermedades humanas que son raramente graves y para los que se dispone, con frecuencia, de intervenciones preventivas y/o terapéuticas: Virus de hepatitis B, virus de hepatitis C, virus de la gripe, Borrelia burgdorferi, salmonella, VIH.  

	3 (GR-3)  
	Agentes asociados con enfermedades humanas graves o letales para los que se puede disponer de intervenciones preventivas o terapéuticas (elevado riesgo individual pero bajo riesgo para la comunidad).       Bacillus anthracis, priones, rubulavirus, virus del Nilo Occidental, virus SRAS, viruela, Mycobacterium tuberculosis, Rickettsia prowazeki, virus de la fiebre amarilla, hantavirus, y virus del dengue.  

	4 (GR-4)  
	Agentes que probablemente causan enfermedades humanas graves o letales para los que normalmente no se dispone de acciones preventivas o terapéuticas (alto riesgo individual y alto riesgo para la comunidad).   Machupovirus(Fiebre hemorrágica boliviana, virus de fiebre hemorrágica argentina, Marburgvirus, virus Ébola, virus de Lassay otras enfermedades hemorrágicas, sobre todo las africanas.  


Equivalencia entre Grupos de Riesgo y Nivel de Bioseguridad

La determinación del GR de un agente biológico está incluida en la determinación del riesgo de biopeligro y ayuda a asignar el nivel de bioseguridad para la contención.

En general, los agentes del GR-2 se manipulan con un nivel de Bioseguridad NB-2, y los agentes del GR-3, con un NB-3. Sin embargo, la manipulación en grandes cantidades de agentes del GR-2 podría requerir unas condiciones de NB-3, mientras que algunos agentes del GR-3 podrían manipularse de forma segura a un NB-2 bajo ciertas condiciones.

C. Seguridad Biológica y Niveles de Bioseguridad

La bioseguridad es la aplicación del conocimiento, las técnicas y el equipamiento para prevenir la exposición del personal, el laboratorio y el medio ambiente a agentes potencialmente bio-infecciosos.

La bioseguridad define las condiciones de contención bajo las cuales los agentes infecciosos se pueden manipular con seguridad.

El objetivo de la contención es confinar los peligros biológicos y reducir la exposición, de las personas que hacen prácticas de laboratorio.

La contención se puede llevar a cabo mediante los siguientes medios:
Contención Primaria: Protección del personal y del ambiente del laboratorio mediante la utilización de buenas técnicas microbiológicas (práctica en el laboratorio) y el uso de equipos de seguridad apropiados.

Contención Secundaria: Protección del ambiente exterior al laboratorio de la exposición a materiales infecciosos mediante la combinación del diseño de las instalaciones y los hábitos de trabajo seguros

De forma general, los cuatro Niveles de Bioseguridad definen la contención necesaria para proteger al personal y al medio ambiente

( Nivel de Bioseguridad 1 (NB-1) - es el menos restrictivo.

( Nivel de Bioseguridad 4 (NB-4) - requiere un laboratorio o instalaciones con contención especial.

	Tabla 2. Relación de los grupos de riesgo con los niveles de bioseguridad, las prácticas y el equipo.

	Grupo de

riesgo
	Nivel de

 bioseguridad
	Tipo de 

Laboratorio
	Prácticas de laboratorio
	Equipo de 

Seguridad

	1
	Básico Nivel 1
	Enseñanza básica investigación
	TMA
	Ninguno trabajo en mesa de laboratorio al descubierto

	2


	Básico Nivel 2
	Servicios de atención primaria diagnóstico investigación
	TMA y ropa; protectora, señal de riesgo biológico
	Trabajo en mesa al; descubierto y CSB, para posibles aerosoles

	3
	Contención Nivel 3


	Diagnóstico especial investigación


	Prácticas de nivel 2 más ropa especial acceso controlado y flujo direccional del aire
	CSB además de otros medios de contención primaria para todas las actividades



	4


	Contención máxima Nivel 4


	Unidades de patógenos peligrosos


	Prácticas de nivel 3 más cámara de entrada con cierre, hermético salida con ducha y eliminación especial de residuos
	CSB de clase III o trajes presurizados junto con CSB de clase II, autoclave de doble puerta (a través de la pared), aire filtrado




TMA: técnicas microbiológicas apropiadas. CSB: cámara de seguridad biológica
Basándonos en la clasificación de la OMS nuestro laboratorio se encuentra clasificado en:

Nivel de Bioseguridad 1

En este nivel se trabaja con agentes que presentan un peligro mínimo o nulo para el practicante del laboratorio y para el ambiente. El acceso al laboratorio no es restringido y el trabajo se realiza por lo regular en mesas estándar de laboratorio. En este nivel no se requiere equipo especial ni tampoco un diseño específico de las instalaciones. En nuestro caso los alumnos estarán supervisados por el profesor de la asignatura.
D. Desinfectantes Químicos

En las Tablas 3a y 3b se resumen las propiedades y las aplicaciones más importantes de los desinfectantes químicos líquidos de uso más frecuente.

	Tabla 3. Propiedades y aplicaciones de los desinfectantes

	
	Requerimientos prácticos (tiempo de contacto en minutos)
	Adecuado para

 desinfección de

	Desinfectante
	Lipovirus 
	Amplio espectro 
	BV
	LV
	VNL
	MB
	EB

	Etanol
	10
	30
	+
	+
	V


	
	

	Isopropanol

	10
	30
	+
	+
	V
	
	

	Compuestos Clorados

	10
	30
	+
	+
	+
	+
	+

	Formaldehído
	10
	30
	+
	+
	V
	+
	+

	Sales de Amonio 

cuaternario
	10
	30
	
	
	+
	
	


BV - Bacterias Vegetativas. LV - Lipovirus. VNL - Virus no lipídicos (v) depende del virus. MB - Micobacterias. EB - Esporas Bacterianas.
	Tabla 3b. Propiedades y aplicaciones de los desinfectantes

	
	Desinfección de:
	Propiedades

	Desinfectante
	Superficie de 

trabajo 
	Vidrio  
	IN
	C
	IR
	  T
	

	Etanol
	+
	
	
	
	+
	+
	

	Isopropanol


	+
	
	
	
	+
	+
	

	Compuestos Clorados


	
	+
	
	
	+
	+
	

	Formaldehído
	
	
	
	
	+
	+
	

	Sales de Amonio 

cuaternario
	
	
	
	
	+
	+
	


IN- Inflamable. C - Corrosivo. IR - Irritante. T – Tóxico
E. Hábitos de trabajo seguros

Objetivos:

 ( Proteger al alumno frente a la exposición de agentes infecciosos.

 ( Prevenir la contaminación ambiental.

 ( Proporcionar un lugar de trabajo seguro
1. Prácticas y Procedimientos

Vías de Infección

Durante las prácticas con materiales infecciosos, en un laboratorio microbiológico, se pueden producir infecciones con más frecuencia que en otros individuos de la facultad. 

Se produce una infección cuando un microorganismo patógeno se introduce en el cuerpo humano en suficiente número y a través de una vía particular y sobrepasa el sistema de defensa del cuerpo. 

Las vías de infecciones más frecuentes adquiridas en el laboratorio son:

· Boca o Comer, beber y fumar en el laboratorio o Pipetear con la boca o Transferencia de microorganismos a la boca mediante los dedos o utensilios contaminados 
· Piel o Inoculación accidental con una aguja hipodérmica, otros instrumentos punzantes o vidrios o cortes, rasguños

· Ojos o Salpicaduras de materiales infecciosos en los ojos o transferencia de microorganismos a los ojos mediante dedos contaminados

· Pulmones o Inhalación de microorganismos transportados por el aire 

Normas para una utilización adecuada y segura del laboratorio:

El elemento clave es la actitud proactiva hacia la seguridad y la información que permita reconocer y combatir los riesgos presentes en el laboratorio. 

Será fundamental la realización meticulosa de cada técnica, pues ninguna medida, ni siquiera un equipo excelente puede sustituir el orden y el cuidado con que se trabaja. 

1. Cualquier persona que entre al laboratorio debe entender los riesgos biológicos y otros riesgos con los que se pueden encontrar durante su trabajo normal en el laboratorio y estar entrenados en las precauciones de seguridad y procedimientos apropiados.
2. El laboratorio debe estar ordenado y limpio, y se debe minimizar el almacenamiento de materiales innecesarios para el trabajo.
3. No se deben bloquear la parte baja de las mesas o pasillos con mochilas, u otros elementos que entorpezcan la correcta circulación. 
4. Se deberá evitar el uso de accesorios colgantes que interfieran con los diversos materiales y equipos con los que se trabaja.
5. Profesores y alumnos debe llevar perfectamente abrochada el mandil el cual debe ser de manga larga y cubrir debajo de las rodillas. 

6. La ropa protectora del laboratorio no debe llevarse en otras áreas fuera del laboratorio, al retirarse del laboratorio debe envolverse el mandil de tal manera que la parte exterior de esta quede hacia adentro y meterla inmediatamente a una bolsa plástica. Dicho mandil deberá lavarse por separado metiéndola antes del lavado en una solución desinfectante (ej. agua con cloro)

7. Debe llevarse calzado blanco apropiado y cerrado no deberán entrar en sandalias o zapatos de tacón pues estos pueden condicionar a accidentes en el laboratorio.

8. Se debe utilizar guantes de látex desechables para realizar cualquier procedimiento en el que la piel pueda entrar en contacto con colorantes, sangre, o materiales biológicos infecciosos (cepas y materiales con los que se obtengan las muestras). 

9. No deberá tocar con los guantes puestos, objetos, ni superficies, tales como: teléfono, lápices, cuadernos, bolsas de mano, o puertas, etc. 

10. Los guantes deben quitarse cuidadosamente y descontaminarse junto con el resto de residuos del laboratorio antes de tirarlos. 

11. Se deben lavar las manos después de quitarse los guantes, antes de salir del laboratorio y siempre después de manejar materiales que se sabe o se sospecha que son contaminantes. 

12. Se debe llevar gafas protectoras cuando sea necesario proteger la cara y los ojos de salpicaduras, impacto de objetos o sustancias nocivas. 

13. No se permite comer, beber, fumar, almacenar comida, efectos personales o utensilios, aplicar cosméticos ni poner o quitar lentes de contacto, en ningún área del laboratorio. 

14. No se debe correr en el laboratorio. 

15. El cabello largo debe llevarse sujeto y usar gorro
16. Las superficies de trabajo deben estar limpias y deben descontaminarse con un desinfectante adecuado al final de la sesión y siempre que se haya producido un derrame de materiales potencialmente peligrosos. 

17. Cualquier procedimiento técnico debe realizarse de tal forma que se minimice la formación de aerosoles. 

18. Todos los materiales, líquidos o sólidos, contaminados o infecciosos, deben descontaminarse antes de reutilizarlos o desecharlos. 

19. Se deben extremar las precauciones cuando se utilizan agujas y jeringas para evitar la autoinoculación y la generación de aerosoles durante su utilización y desechado. 
20. Verificar las etiquetas de los reactivos, medios o colorantes que se usen. 

21. Las manos deben lavarse cuidadosamente después de cualquier manipulación de laboratorio y antes de retirarse del mismo. 

22. Uso de mascarillas: protege de eventuales contaminaciones con saliva. Con esta medida se previene la exposición de mucosas de boca y nariz. 

23. Al hacer frotis, exámenes directos, siembras en medios de cultivo y toma de muestras deberán estar prendidos los mecheros de Bunsen. 

24. No tocar con las manos y menos con la boca los medios y reactivos. 

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

26. Los cubreobjetos y portaobjetos deben tomarse por los bordes para evitar contaminarse y así mismo evitar alterar el frotis.
Los elementos de protección personal son un complemento indispensable de los métodos de control de riesgos para proteger al alumno y para evitar la transmisión de infecciones.
Principios de la Bioseguridad:
1. Universalidad: Todo el personal debe seguir las precauciones estándares rutinariamente para prevenir la exposición con materiales infecciosos. 
2. Uso de barreras: Comprende el concepto de evitar la exposición directa a materiales potencialmente infecciosos, mediante la utilización de materiales adecuados que se interpongan al contacto de los mismos. 
La utilización de barreras no evita los accidentes de exposición a estos fluidos, pero disminuyen las probabilidades de una infección.
3. Medios de eliminación de material contaminado: Comprende el conjunto de dispositivos y procedimientos adecuados a través de los cuales los materiales utilizados en la atención de pacientes, son depositados y eliminados sin riesgo. 
Elementos básicos de la bioseguridad 
Los elementos básicos de los que se sirve la Seguridad Biológica para la contención del riesgo provocado por los agentes infecciosos son tres: 
( Prácticas de trabajo.
( Equipo de seguridad (o barreras primarias). 
( Diseño y construcción de la instalación (o barreras secundarias). 
1- Prácticas de trabajo
Prácticas de trabajo normalizadas son el elemento básico y a la vez el más importante para la protección de cualquier tipo de trabajador. Las personas que están en contacto, más o menos directo, con materiales infectados o agentes infecciosos, deben ser conscientes de los riesgos potenciales que su trabajo encierra y además han de recibir la formación adecuada en las técnicas requeridas para que el manejo de esos materiales biológicos les resulte seguro. 
2- Equipo de seguridad
Se incluyen entre las barreras primarias tanto los dispositivos o aparatos que garantizan la seguridad de un proceso (como por ejemplo, las cabinas de seguridad) como los denominados equipos de protección personal (guantes, calzado, pantallas faciales, mascarillas, etc.).
3- Diseño y construcción de la instalación La magnitud de las barreras secundarias dependerá del agente infeccioso en cuestión y de las manipulaciones que con él se realicen. Vendrá determinada por la evaluación de riesgos.
REGLAS BÁSICAS DE HIGIENE Y SEGURIDAD EN LABORATORIOS
Las medidas de Seguridad en Laboratorios son un conjunto de medidas preventivas destinadas a proteger la salud de los que allí se desempeñan frente a los riesgos propios derivados de la actividad, para evitar accidentes y contaminaciones tanto dentro de su ámbito de trabajo, como hacia el exterior. 

Las reglas básicas aquí indicadas son un conjunto de prácticas de sentido común realizadas en forma rutinaria. 

Procedimientos ante emergencias: 

Si ocurre una emergencia tal como: cortes o abrasiones, quemaduras, se deberá proceder: 

Derrames y salpicaduras de material potencialmente infeccioso: 
a. Las medidas a tomar son responsabilidad exclusiva del Laboratorio de Microbiología y bajo ningún concepto del personal de limpieza.

b. Lavado. Primero se eliminan los restos grotescos de cristal, plástico, agar, etc., después se lava con abundante agua y un detergente acuoso y a continuación se inicia la desinfección. Hay que tener en cuenta que cualquier sustancia orgánica (agar sangre, restos de peptona, etc.) es extraordinariamente bloqueante de la capacidad oxidativa del hipoclorito sódico y de la capacidad de actuación de los iodóforos; por ello, la norma es primero limpiar y después desinfectar.

c. Desinfección. Se empleará un desinfectante preferentemente líquido. Los más útiles en el laboratorio son:

I.  Hipoclorito sódico. De elección para suelos, cerámica, etc. No debe usarse en superficies metálicas. Se utiliza a la dilución pertinente para conseguir 50000 p.p.m. de cloro libre. Se vierte haciendo un círculo alrededor del derrame, o mejor sobre papel absorbente, y se deja actuar 20 minutos.

II.  Iodóforo. Se utiliza a la dilución indicada por el fabricante. Adecuado en superficies metálicas. 

III. Alcohol etílico al 70%.

IV. Productos detergentes desinfectantes. Agentes como Virkon® (peróxido tamponado con surfactante), de fácil manejo, no corrosivo, no irritante, especialmente activo en presencia de materia orgánica y que cambia de color cuando deja de ser activo.

EVALUACIÓN: Se evaluara al finalizar la clase mediante respuestas a las siguientes preguntas por lo cual el estudiante debe haber leído el Manual de Bioseguridad de la Facultad de Odontología de la Universidad Central del Ecuador y el Manual de Bioseguridad en el laboratorio de la OMS 
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PRÁCTICA No. 2
TEMA: TINCION Y MORFOLOGIA DE BACTERIAS Y HONGOS
OBJETIVO DE LA PRÁCTICA: Conocer las diferentes técnicas de tinción para diferenciar las características microscópicas de bacterias y hongos.

RESULTADO DE APRENDIZAJE: Aplica las diferentes técnicas de tinción para diferenciar las características microscópicas de bacterias y hongos.
INTRODUCCIÓN: 

La observación de las estructuras de los microorganismos se facilita utilizando muestras teñidas, para ello se tiñen con colorantes que son compuestos químicos para aumentar el contraste, los colorantes pueden ser vitales, colorean células vivas y pueden añadirse directamente a este proceso se denomina técnica en fresco. Para realizar ésta observación microbiológica, podemos emplear directamente los productos patológicos o bien a medios de cultivos sólidos o líquidos.

El uso de técnicas de tinción es importante en la observación e identificación de los microorganismos, utilizando en ocasiones diferentes colorantes. Una gran parte de los colorantes son efectivos después de que los microorganismos hayan sido fijados (adheridos al portaobjeto). La fijación puede ser por calor o fijación química.

MATERIALES Y REACTIVOS:

· Microscopio.

· Mechero de Bunsen. 

· Asa bacteriológica y micológica. 

· Puente de tinción. 

· Portaobjetos y cubreobjetos. 

Para tinción de Gram

· Frasco con solución salina o agua estéril

· Frascos goteros para tinción de Gram

· Colorante de cristal violeta o violeta de genciana 

· Colorante de safranina 

· Mordiente Lugol 

· Decolorante alcohol-acetona

Para tinción de hongos 

· Frasco gotero con azul de lactofenol 

· Porta objetos 

· Cubre objetos 

· Asa micológica

Cepas 

· Staphylococcus aureus.

· Streptococcus pyogenes

· Candida albicans

Consumibles 

· Aceite de inmersión

· Gasas

· Toallas de papel

· Papel filtro o absorbente

· Encendedor 

· Cinta adhesiva blanca

· Lápiz graso.

CONTENIDO DE LA PRÁCTICA: 

Principios de la toma de muestra y manejo del material.

1. Evite la auto contaminación, la contaminación de los materiales y áreas circunvecinas. 

2. Cuando tome la muestra de un medio sólido para que se extienda más fácilmente coloque una gota de solución salina o agua bidestilada y extender con el asa bacteriológica estéril, dejar secar y fijar.

3. Cuando se tome la muestra de un medio líquido puede tomar la muestra con el asa bacteriológica estéril, colocar en el portaobjeto sin usar agua, dejar secar al aire y fijar. 

4. Para fijar la muestra caliente la placa portaojetos en la flama del mechero tomando la temperatura con la palma de la mano para evitar el sobrecalentamiento ya que de lo contrario las bacterias serán destruidas y la tinción ya no será precisa. 

TÉCNICA PARA LA REALIZAR EL FROTIS 
I. Se realizará la técnica de tinción de Gram con dos géneros bacterianos Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes.

II. Se realizará la técnica en fresco con azul de lactofenol para el microorganismo Candida albicans.

TINCIÓN DE GRAM
Medios de cultivo con Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes.

1. Preparar un frotis de cultivos de Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes . Fijarlos cada uno en portaobjetos diferentes con calor y marcar en un extremo con lápiz graso las iníciales de la bacteria.

2. Cubrir el frotis con cristal violeta durante 1 minuto. 

3. Lavar el frotis ligeramente con agua corriente a chorro fino.

4. Cubrir con lugol el frotis por de 1 minuto. 

5. Lavar el frotis ligeramente con agua corriente a chorro fino. 

6. Decolorar el frotis con alcohol-acetona hasta que el color salga ligeramente claro 15 segundos  

7. Lavar con agua corriente a chorro fino. 

8. Cubrir el frotis con safranina durante 1-3 minutos. 

9. Lavar el frotis con agua corriente a chorro fino. 

10. Dejar secar el frotis al aire y observar al microscopio.
OBSERVACIÓN MICROSCÓPICA DE HONGOS CON AZUL DE LACTOFENOL

EXAMEN EN FRESCO

Colocar una gota de azul de lactofenol en un portaobjetos

De la cepa en Sabouraud proporcionada por el laboratorio tomar una asada y colocarla en el porta objetos con el azul de lactofenol 
Cubrir con un cubreobjetos y observar al microscopio y observar a 40X 
El resultado se interpreta: a. positivo=presencia de blastoconidias y/o pseudomicelios. b. negativo= ausencia de blastoconidias y/o pseudomicelios
CUESTIONARIO: 

1. Describa cuáles son las técnicas para preparar un frotis

2. Describa la técnica de Gram y su fundamento

3. Describa la técnica que debe utilizarse cuando las bacterias son ácido-alcohol resistentes

4. Cuáles son las tinciones se utilizan para observar hongos

5. Gráfico de la practica 

EVALUACIÓN: 

Mediante el formato del Anexo 1. 

BIBLIOGRAFÍA: 

· Negroni, M. Microbiología estomatológica. Fundamentos y guía práctica. Buenos Aires. Editorial Médica Panamericana. 2009.
· Liebana Ureña, José. Microbiología Oral. 2 ed. McGraw-Hill Interamericana, 2002
PRÁCTICA No. 3
TEMA: FLUJO Y pH SALIVAL 
OBJETIVO DE LA PRÁCTICA: Determinar la cantidad de flujo de saliva no estimulada y el rango del pH salival.
INTRODUCCIÓN: 

Se considera que la producción y secreción salival constituyen uno de los factores más importantes que influyen en la homeostasis de la cavidad bucal, protegiendo a los dientes y mucosa contra la influencia de muchos factores perjudiciales. El papel que desempeña la saliva en relación con el desarrollo de la caries dental se debe, principalmente, a la velocidad y cantidad de tasa de flujo salival1 (TFS), que favorece la limpieza de sustratos bacterianos y protege las superficies bucales gracias a su capacidad amortiguadora, las sustancias que incrementan el pH y los agentes antimicrobianos presentes en su composición. Welin-Neilands y Svensäter2 refieren que las perturbaciones en el balance de los procesos fisiológicos que se desarrollan en la placa dental constituyen factores que deben considerarse en el desarrollo de la caries dental. La aparición y posterior progreso de dicha patología se deben a la intersección de cuatro factores primarios: la microbiota local representada por las bacterias acidógenas, el huésped representado por la saliva y los dientes, la ingesta de carbohidratos y el tiempo.
RESULTADO DE APRENDIZAJE DE LA UNIDAD: Determina la cantidad de flujo de saliva no estimulada y el rango del pH salival.
MATERIALES Y REACTIVOS:

· Caja de Petri con división simple 
· 2 Jeringas descartables de 5ml 
· 4 tiras colorimétricas para medición de pH 
· Cronometrado 
· Campo descartable 

· Guantes 

· Mascarilla

· Gorro 

CONTENIDO DE LA PRÁCTICA: 

1. Para el procedimiento de recolección de flujo salival no estimulado o en reposo, el paciente no debe haber ingerido alimentos por lo menos 1 hora antes de la recolección.

Se realiza con el paciente sentado en posición relajada, con los codos apoyados en las rodillas. Se debe instruir a su paciente a no tragar y evitar cualquier movimiento de las mejillas o de la mandíbula; la lengua se apoya en las superficies linguales de los incisivos superiores. En esta posición, el paciente dobla la cabeza hacia delante y va dejando gotear la saliva pasivamente sin tratar de escupir ni masticar, por 5 minutos cronometrados y depositar la saliva en un compartimiento de la caja de Petri.

Posteriormente se mide la cantidad de saliva con una jeringa de 5 ml. El flujo salival se calcula dividiendo el volumen salival entre el tiempo de recolección.

Los resultados se expresan en ml/min, existiendo amplias variaciones entre las personas.

TASA DE SECRECIÓN NORMAL...................: 0.25-0.4 ml/min

TASA DE SECRECIÓN BAJA .......................: 0.1-0.25ml/min

El valor resultante debe ser registrado, bajo el cuadro de evaluación del riesgo cariogénico, si este es menor a 0, 25 ml por minuto se considera alterado. Esta medición se realizará dos veces.

2. El pH salival se medirá con cintas colorimétricas para medir pH. El rango va de 1 a 14 donde 1 es muy ácido, 7 es neutro y 14 muy alcalino y presenta 4 recuadros para observar la variación de color.

Esta cinta se colocará en la boca del paciente en la zona del primer molar inferior izquierdo y superior derecho. Debe mantenerse en boca entre 60 segundos. En contacto con la saliva el marcador virará el color de los 4 recuadros que presenta, esto debe ser comparado con la caja kit y se asignará el valor de acuerdo al que presente la misma coloración en los 4 recuadros. Se considerará pH crítico valores de 5 o menos. Este valor se registrara para la evaluación del riesgo cariogénico.

Para la evaluación del riesgo de caries se considerará riesgo presente cuando esté alterado 1 o los 2 parámetros (Flujo y pH salival).

CUESTIONARIO: 

1. Cuál es el pH que se encuentra en el fluido gingival crevicular normal y que factores pueden alterarlo 

2. Indique cual es el tipo de saliva que es generada por las glándulas parótidas, submandibulares y sub maxilares y como se produce

3. Describa la composición química y la función que cumplen los componentes de la saliva

4. Cuáles son las funciones de la saliva, descríbalas 

5. Gráfico de la practica 

EVALUACIÓN: 

Mediante el formato del Anexo 1. 

BIBLIOGRAFÍA: 

1. Dawes C. Factors influencing salivary flow rate and composition. En: Edgar WM, O´Mullane DM. Saliva and oral health. 2nd ed. London: Bristish Dental Asocciation; 1996. p. 27-41.
2. Welin-Neilands J, Svensäter G. Acid tolerance of biofilm cells of Streptococcus mutans. Appl Environ Microbiol 2007; 73(17):5633-5638. 

3. Negroni, M. Microbiología estomatológica. Fundamentos y guía práctica. Buenos Aires. Editorial Médica Panamericana. 2009.
4. Liebana Ureña, José. Microbiologia Oral. 2 ed. McGraw-Hill Interamericana, 2002.
PRÁCTICA No. 4

TEMA: MEDIOS DE CULTIVO, TECNICAS DE SIEMBRA Y MORFOLOGIA DE BACTERIAS Y HONGOS
OBJETIVO DE LA PRÁCTICA: 
Conocer los diferentes tipos de medios de cultivo de acuerdo a su composición química, características físicas y uso. 

Realizar las diferentes técnicas de siembra en medios de cultivo. 

Describir los aspectos más comunes de las colonias microbianas mediante observación macroscópica.
INTRODUCCIÓN: 

Los medios de cultivo son preparados que intentan reproducir artificialmente las condiciones del habitad natural de los agentes microbianos. Sus componentes deben cumplir todas las necesidades nutriciones, esto permitirá su crecimiento y su multiplicación bajo condiciones óptimas de temperatura, pH, tensión de oxígeno y luminosidad.
RESULTADO DE APRENDIZAJE DE LA UNIDAD: Prepara medios de cultivo y realiza diferentes técnicas de siembra, reconoce los aspectos más comunes de las colonias microbianas mediante observación macroscópica.
MATERIALES Y REACTIVOS:

Equipo:

· Asa bacteriológica. 

· Mechero. 

· Gradillas. 

· Termómetro 

Cepas 

Placas del muestreo de aire.

Medios de cultivo

· Una placa de agar de soya tripticasa

· Una placa de agar Sabouraud con cloranfenicol 

· Dos placas de Agar-sangre

· Un tubo de gelosa sólida (para picadura)

· Un tubo de ensayo medio líquido cerebro-corazón.

Consumibles 

· Lápiz graso
· Cinta adhesiva blanca

· Encendedor

CONTENIDO DE LA PRÁCTICA: 

MUESTREO AL AIRE (Cinco días previos a esta práctica) 

1. Abrir su caja de agar de soya tripticasa y agar Sabouraud en un área a elegir de la facultad por 10 minutos aproximadamente.

2. Cerrar su caja e incubar a 37°C la placa de tripticasa soya agar por 48 horas y la de agar Sabouraud por 5 días a 28°C. 

TÉCNICAS DE SIEMBRA

· Limpiar y esterilizar el área de trabajo
· Prender los mecheros, ajustar la flama hasta que esta presente un cono azul bien marcado. 
· Identificar y organizar el material dentro del área de trabajo. 
· Marcar los tubos y cajas con iniciales de la cepa a sembrar y fecha.
Nota: Siempre debe de esterilizarse y enfriarse el asa bacteriológica previa toma de la muestra de la cepa. 

Siembra en estría cruzada en placa de agar sangre

Frente al mechero encendido sostener con la mano izquierda la placa de agar sangre y con el asa bacteriológica esterilizada, depositar la muestra, en uno de sus extremos. Estriar la primera mitad, girar la caja para estriar la primera sección de dicha mitad. Volver a girar la caja y estriar la otra mitad de ésta. Nuevamente girar la caja y estriar la última sección que falta, de esta manera el estriado quedará entrecruzado y el crecimiento será en toda la caja. Esterilizar el asa bacteriológica. Rotular una etiqueta, anotando en ella: la fecha de inoculación y el nombre del alumno. Pegar la etiqueta a la caja e incubar en la estufa, a temperatura de 37°C ± 2° observar a las 24 horas. 
Siembra para cultivo puro en placa de agar sangre

Por la parte inferior, dividir la caja de Petri con un lápiz graso que contiene agar sangre solidificado, a la mitad y una de las mitades en cuadrante, de tal manera que queden tres secciones. Con el asa esterilizada tomar un pequeño inóculo en la forma que ya se indicó anteriormente. Destapar la caja de Petri y descargar el asa en un extremo de la sección 1. Continuar sembrando esta sección en forma de estría. Esterilizar el asa y enfriarla. Tocar un extremo de la sección 2. Sembrar en estría esta sección, procurando que las primeras estrías no toquen los extremos sembrados en la sección 1. Esterilizar el asa, enfriarla en las paredes de la caja o en el medio de cultivo, darle vuelta a la caja y sembrar la sección 3 en la misma forma en que se hizo para la sección 2. Tapar la caja, esterilizar el asa, rotular e incubar a 37° C ± 2° y observar a las 24 horas. 
Siembra por picadura en tubo de gelosa sólido
Frente al mechero encendido sostener con la mano izquierda por la parte inferior un tubo de ensayo conteniendo medio de cultivo sólido. Con el asa bacteriológica recta, estéril tomar un pequeño inóculo, e introducirlo de una sola vez hasta el fondo del tubo y sin tocar las paredes. Retirar el asa en la misma dirección en que se introdujo, esterilizar el asa. Rotular una etiqueta, anotando en ella: la fecha de inoculación y el nombre del alumno. Pegar la etiqueta a la caja e incubar en la estufa, a temperatura de 37°C ± 2° observar a las 24 horas.
Siembra en medio líquido cerebro-corazón

Con el asa bacteriológica previamente esterilizada y enfriada, se toma un pequeño inóculo y se introduce en el medio líquido, se agita con movimientos de rotación varias veces para asegurar la distribución de la muestra, se saca el asa bacteriológica y se esteriliza. Rotular una etiqueta, anotando en ella: la fecha de inoculación y el nombre del alumno. Pegar la etiqueta al tubo e incubar en la estufa, a temperatura de 37°C ± 2° observar a las 24 horas.
CUESTIONARIO: 

1. Que son los medios de cultivo y cuál es su composición básica
2. Que es un medio de cultivo enriquecido. Indique tres ejemplos 
3. Describa la técnica de cultivo puro y para qué se emplea
4. Cuál es el objetivo de utilizar la técnica de estría cruzada
5. Describa y dibuje los aspectos más comunes de las diversas colonias microbianas aisladas sobre medio sólido: forma, bordes, elevación y superficie
EVALUACIÓN: 

Mediante el formato del Anexo 1. 

BIBLIOGRAFÍA: 

· Negroni, M. Microbiología estomatológica. Fundamentos y guía práctica. Buenos Aires. Editorial Médica Panamericana. 2009.
· Liebana Ureña, José. Microbiologia Oral. 2 ed. McGraw-Hill Interamericana, 2002
PRÁCTICA No. 5

TEMA: PRUEBA DE ACTIVIDAD CARIOGÉNICA CRT BACTERIA

OBJETIVO DE LA PRÁCTICA: Observar la cuantificación de especies cariogénicas por medio del Test de Riesgo de Caries CTR bacteria. 
INTRODUCCIÓN: 

La caries dental es un proceso patológico de destrucción de los tejidos dentales, causada por microorganismos. Las pruebas de actividad de caries se han empleado durante muchos años en la investigación dental y algunas de estas se han adaptado para el uso rutinario en el consultorio dental. Se han descrito numerosas pruebas de actividad de caries en la literatura mundial. El hecho más significativo de que se hayan elaborado innumerables pruebas, nos demuestran que los investigadores están interesados en predecir si existe susceptibilidad individual, y esto sugiere dos cosas: Que existe necesidad muy clara de que se establezca una prueba y de que los métodos que en la actualidad se emplean, ninguno es completamente satisfactorio
RESULTADO DE APRENDIZAJE DE LA UNIDAD: 
Cuantifica especies cariogénicas por medio del Test de Riesgo de Caries CTR bacteria
MATERIALES Y REACTIVOS:

· Kits de la Técnica de CTR BACTERIA (1 por cada grupo)

· Kits de la Técnica de amortiguador de CRT (1 por grupo) (
· Tubo o vaso de precipitado para depositar saliva 

· Mechero

· Lápiz graso

· Cuenta colonias
CONTENIDO DE LA PRÁCTICA: 

CRT BACTERIA 

Se ha desarrollado para la determinación del número de Streptococcus mutans y de Lactobacillus en saliva con la ayuda en cada caso de un substrato selectivo.

INDICACIONES: 

· Diagnóstico in vitro 

· Superficie de agar clara: Determinación de Lactobacillus en saliva 

· Superficie de agar azul: Determinación de Streptococcus mutans en saliva y placa. 

CONTRAINDICACIONES:

· No utilizar CRT bacteria durante un tratamiento con antibióticos. Esperar al menos 14 días después de un tratamiento de dicho tipo.

· Si utiliza colutorios antibacterianos esperar 12 horas. 

PROCEDIMIENTO:

1. Paciente: Estimular el flujo salival del paciente dando a masticar la pastilla de parafina adjunta. 

2. Recoger la saliva en un recipiente adecuado.

Consejo: Tener en cuenta al mismo tiempo la determinación del índice de flujo de saliva y la valoración de la capacidad amortiguadora de la saliva, con ayuda de CRT buffer. 

3. Extarer el porta-agar del tubo de prueba 

4. Colocar una tableta de NaHCo3 en la base del tubo 

5. Retirar con cuidado las láminas protectoras de ambas superficies de agar, no tocar las superficies de agar

6. Humectar completamente ambas superficies con ayuda de una pipeta, sin arañar las mismas. 

7. Dejar gotear la saliva sobrante

8. Volver a colocar el porta-agar de nuevo en el tubo y cerrarlo bien 

9. Utilizar un bolígrafo indeleble para anotar la fecha y el nombre del paciente en el vial 

10. Mantener el tubo verticalmente durante 48 horas y 37°C en una incubadora. 

11. Después de extraer el tubo de la incubadora, comparar la densidad de las colonias de Streptococcus mutans y de Lactobacillus con los correspondientes gráficos del cuadro modelo adjunto. 

MODIFICACIÓN:

· Una modificación en el proceso de la prueba posibilita, el recuentro de los Streptococcus mutans en placa: 

· Retirar placa con un pincel fino

· Aplicar la placa sobre el agar azul, sin dañarlo; se pueden tomar hasta cuatro pruebas sin problemas. 

NOTA: En caso de no depositarse suficiente saliva sobre la pastilla de NaHCO3, añadir sobre ella una pequeña cantidad de agua. 

VALORACIÓN: 

· Un recuento de Lactobacillus y Streptococcus mutans superior a 105 UFC en saliva indica un alto riesgo de caries. 

RESULTADOS:
Recuento de S. Mutans: __________________________________________ UFC 

Recuento de Lactobacillus:_________________________________________UFC
CUESTIONARIO: 

1. Qué métodos se emplean para determinar la actividad cariosa
2. Qué características microscópicas tienen los Lactobacillus y Streptococcus mutans
3. Cuál es la fuente de energía de los Lactobacillus y Streptococcus mutans de la boca
4. Qué aspecto tienen las colonias de Lactobacillus y Streptococcus mutans
5. Gráfico de la practica 
EVALUACIÓN: 

Mediante el formato del Anexo 1. 

BIBLIOGRAFÍA: 

Negroni, M. Microbiología estomatológica. Fundamentos y guía práctica. Buenos Aires. Editorial Médica Panamericana. 2009.
Liebana Ureña, José. Microbiologia Oral. 2 ed. McGraw-Hill Interamericana, 2002.
PRÁCTICA No. 6

TEMA: MICRORGANISMOS DEL SURCO GINGIVAL

OBJETIVO DE LA PRÁCTICA: Observar la diversidad de microorganismos que habitan en el surco gingival mediante la obtención de muestras de placa dentobacteriana subgingival.
INTRODUCCIÓN: 

Las enfermedades periodontales son infecciones que se caracterizan por la pérdida progresiva de los tejidos de soporte del diente (encía, ligamento periodontal, cemento radicular y hueso alveolar), son causadas por grupos específicos de microorganismos que colonizan la superficie dental y el espacio periodontal. Los dos cuadros patológicos principales que las caracterizan son la gingivitis y la periodontitis. Actualmente se reconoce que las infecciones periodontales son de origen endógeno y que ciertas especies bacterianas consideradas patógenos periodontales se encuentran también colonizando la placa dentobacteriana de sujetos sanos. Sin embargo, el grado de patogenicidad de la placa dentobacteriana se ve influenciado por el medio ambiente local, factores de virulencia de ciertos microorganismos y la cantidad e identidad de las bacterias presentes.

RESULTADO DE APRENDIZAJE DE LA UNIDAD: 
Identifica la diversidad de microorganismos que habitan en el surco gingival mediante la obtención de muestras de placa dentobacteriana subgingival
MATERIALES Y REACTIVOS:

Instrumental clínico y material 

· Cureta Gracey 13/14 estéril 

· Rollos de algodón 

· Gasas 

· Guantes y mascarilla para la persona que tomará la muestra

Material de Laboratorio 

· 4 tubos de con 10 ml c/u de medio TSB (Caldo con soya tripticasa) marcados con 1, -1, -2, -3 y -4.
· 4 placas de Petri con medio de cultivo TSA (Agar con soya tripticasa) 

· Pipetas Pasteur estériles, dobladas para distribuir la muestra en las placas de petri 

· Mechero de bunsen 

· Jarra de anaerobiosis  

· Incubadora para bacterias aerobias 

· Micropipetas
CONTENIDO DE LA PRÁCTICA: 

1. Tener la mesa del laboratorio limpia y con todo el material que se va a utilizar preparado y acomodado

2. Sentar al paciente (a quien se le va a tomar la muestra de placa subgingival) cerca del campo de trabajo

3. Hacer aislamiento relativo (con rollos de algodón) de la zona de alguno de los primeros o segundos molares inferiores y eliminar con una de las puntas de la cureta la placa supragingival 

4. Tomar la muestra de la placa subgingival de la zona mesiovestibular (MV) del molar seleccionado, raspando suavemente el surco gingival con la otra punta de la cureta. 

NOTA: este procedimiento no debe causar sangrado ni dolor al paciente

5. Colocar la muestra tomada al tubo con TSB marcado con 1, La cureta debe de tocar perfectamente el medio de cultivo y la muestra debe de ser depositada en el medio del tubo, golpeando ligeramente las paredes del tubo con la cureta 
6. Una vez colocada la muestra en el tubo 1, ésta debe de ser dispersada por medio de vortex o agitación manual vigorosa 
7. Posteriormente se realizan diluciones seriadas de la muestra de la siguiente manera: tomar 1 mL del tubo 1 (con la muestra) y transferirlo al tubo marcado -1. Dispersar la muestra por medio de vortex o agitación manual vigorosa. Tomar 1 mL del tubo -1 y transferirlo al tubo marcado -2. Nuevamente, dispersar la muestra por medio de vortex o agitación manual vigorosa. Repetir este mismo procedimiento para los tubos -3 y -4. 
8. Ya que todos los tubos tienen la muestra dispersada, se deben de tomar 100 µL del tubo -3 y transferirlos a una de las placas de petri (marcarla con el número -3 anaerobio) y hacer el mismo procedimiento con otra placa de petri pero marcado con el número -3 aerobio. Hacer el mismo procedimiento con la muestra del tubo -4. Es decir al final se tendrán dos placas de petri para incubación anaerobia (-3 y -4 anaerobio) y dos placas de petri para incubación aerobia (-3 y -4 aerobio) 
9. Incubar las placas anaerobias en las jarras de anaerobiósis a 37(C durante 7 días y las aeróbias en la incubadora a 37(C durante 3-5 días 
10. Después del tiempo de incubación, comparar la diferente morfología de colonia de las bacterias que haya crecido en cada una de las placas 

CUESTIONARIO: 

1. Qué son las enfermedades periodontales y cómo se clasifican
2. Qué son las biopelículas

3. Mencione cinco especies de microorganismos que componen la microflora normal en la placa subgingival y supragingival

4. Mencione tres microorganismos relacionados con las enfermedades periodontales

5. Gráfico de la practica 

EVALUACIÓN: 

Mediante el formato del Anexo 1. 

BIBLIOGRAFÍA: 

· Negroni, M. Microbiología estomatológica. Fundamentos y guía práctica. Buenos Aires. Editorial Médica Panamericana. 2009.
· Liebana Ureña, José. Microbiologia Oral. 2 ed. McGraw-Hill Interamericana, 2002.
PRÁCTICA No. 7

TEMA: ACCION DE LOS DESINFECTANTES EN EL CRECIMIENTO BACTERIANO

OBJETIVO DE LA PRÁCTICA: Determinar la acción antimicrobiana del glutaraldehido al 2%, hipoclorito de sodio al 5,25% y alcohol isopropílico al 70%, desinfectantes de uso común en Odontología 
INTRODUCCIÓN: 

La industria química se ha preocupado por la elaboración de sustancias empleadas en la desinfección de diversos lugares como: hospitales, quirófanos, clínicas, salas de espera, sitios públicos y el hogar. Muchos de los desinfectantes son ocupados en una gran diversidad de áreas, pero todos ellos son aplicados a diferentes concentraciones, la mayoría de las diluciones se realizan sin seguir las instrucciones del fabricante, que previamente ha llevado a cabo una serie de pruebas para ofrecerlos con un promedio de efectividad bactericida o bacteriostática del 90 al 99%. Esta efectividad depende, no solo de la concentración que tenga la dilución, sino también de la limpieza de la superficie, el tipo de contaminantes, la calidad del vehículo, la temperatura, el almacenamiento, por lo anterior, nos percatamos que la gran diversidad de variables a controlar en la población abierta no son considerados

RESULTADO DE APRENDIZAJE: 
Diferencia la acción antimicrobiana del glutaraldehido al 2%, hipoclorito de sodio al 5,25% y alcohol isopropílico al 70%
MATERIALES Y REACTIVOS:

Glutaraldehído (esterilizante de material quirúrgico y dental) 

Hipoclorito de sodio (Uso comercial) 

Alcohol isopropílico (Uso comercial) 

Diluciones

· 1 recipiente plástico (de cierre hermético) con glutaraldehído al 2% (para preparación previa a la práctica) Nota: leer técnica y realizar procedimiento previo a la práctica.

· 1 recipiente plástico con hipoclorito de sodio al 5,25%
· 1 recipiente plástico con alcohol isopropílico al 70%
Medios de cultivo

· 6 cajas de petri con agar sangre.

Cepa bacteriana pura de:
· Fusobacterium nucleatum. 
Equipo

· Mechero de Bunsen
· Incubadora. Material 
· Asa bacteriológica 
· 1 probeta. 
Consumibles

· Encendedor

· Cinta adhesiva

· Lápiz graso

Instrumental y material por equipo

· 3 Recipientes plásticos con cierre hermético 

· 3 instrumentos de uso odontológico preferentemente romos sin lavar ni esterilizar (uno de ellos en caja con cierre hermético y solución de glutaraldehido).

· 2 instrumentos de uso odontológico estériles y empaquetados. 

· 6 hisopos estériles en empaque individual.

CONTENIDO DE LA PRÁCTICA: 

1. Se preparará una dilución de glutaraldehido al 2%, siguiendo las instrucciones del fabricante (preparación previa a la práctica por equipo)

2. Colocar en una caja con cierre hermético, la solución de glutaraldehido con uno de los instrumentos que se haya usado para la inspección clínica. Hacer el cálculo para que la solución permanezca por lo menos 10H antes de llegar a la práctica. Levar la caja cerrada con el instrumental a la práctica de laboratorio. 

3. En el laboratorio se prepararán las diluciones de hipoclorito de sodio y alcohol isopropílico a concentraciones del 5,25% y 70% respectivamente, siguiendo las instrucciones del fabricante (proporcionado por el laboratorio). Sumergir dos instrumentos sucios en las diferentes soluciones desinfectantes y esperar 10 minutos.

4. Sacar el instrumental de las tres soluciones teniendo cuidado de no tocar con las manos las puntas activas y con un hisopo frotar dichas partes. Sembrar por estría cruzada en la mitad de una placa de agar por solución (tres placas individuales). 

5. Con hisopos por separado (2), frotar las puntas activas de dos instrumentos estériles y sembrar por estría simple en la mitad de las dos placas de agar provenientes de los sembrados previos de las diluciones de hipoclorito de sodio y alcohol isopropílico (marcarlas como placas control negativo). 

6. Con una asa bacteriológica, tomar un inóculo de la placa del cultivo puro de F. nucleatum, y sembrar la mitad de la placa restante (proveniente del sembrado de la solución de glutaraldehido) y marcarla como placa control positivo. 

7. Las placas inoculadas de las diluciones de hipoclorito de sodio y alcohol isopropílico, se incubarán a 35+/- 2°C durante 72 horas, para ser observadas en estos dos lapsos de tiempo y al término comparar el crecimiento bacteriano. 

8. La placa proveniente de la dilución de glutaraldehido y cultivo puro de F. nucleatum se incubará a 35+/- 2°C durante 72 horas en jarras de anaerobiosis para ser observadas en estos dos lapsos de tiempo y al término comparar el crecimiento bacteriano
CUESTIONARIO: 

1. Defina que significa bactericida y bacteriostático.

2. Qué es el glutaraldehido y cuáles son sus funciones

3. Qué es el hipoclorito de sodio y cuáles son sus funciones

4. Qué es el alcohol isopropílico y cuáles son sus funciones
5. Gráfico de la practica 

EVALUACIÓN: 

Mediante el formato del Anexo 1. 

BIBLIOGRAFÍA: 

· Negroni, M. Microbiología estomatológica. Fundamentos y guía práctica. Buenos Aires. Editorial Médica Panamericana. 2009.
· Liebana Ureña, José. Microbiologia Oral. 2 ed. McGraw-Hill Interamericana, 2002.
PRÁCTICA No. 8

TEMA: ANTIBIOGRAMA

OBJETIVO DE LA PRÁCTICA: Comprender la importancia del antibiograma en el tratamiento de las enfermedades infecciosas y observar los efectos de los diferentes antimicrobianos sobre las bacterias Gram positivas y Gram negativas.
INTRODUCCIÓN: 

Las bacterias en forma natural pueden ser sensibles o resistentes a determinado antimicrobiano; sin embargo algunas bacterias que eran sensibles han adquirido por medio de sistemas enzimáticos o por mutación la facultad de resistir la acción de algunos agentes antibacterianos.
El antibiograma es una técnica usada en el laboratorio de microbiología para determinar si una bacteria en estudio, es sensible o resistente a determinado antimicrobiano. Los resultados se reportan como altamente sensible, medianamente sensible o resistente. La acción de los antimicrobianos sobre las bacterias puede ser afectada por varios factores, que influyen en el desarrollo de la técnica y en la lectura final.

RESULTADO DE APRENDIZAJE: 
Diferencia los efectos de los antimicrobianos sobre las bacterias Gram positivas y Gram nega-tivas
MATERIALES Y REACTIVOS:

Cepas

· Cultivo de Sthaphylococcus aureus 

· Cultivo de Escherichia coli. 

Medios de cultivo 

· Dos placas de Agar de Mueller-Hinton. 

Material 

· Sensidiscos para Gram positivos y Gram negativos. 

· Asa bacteriológica

· 2 Pinzas estériles

Consumibles 

· 2 hisopos estériles 

· Cinta adhesiva.

· Lápiz graso.

· Encendedor

CONTENIDO DE LA PRÁCTICA: 

1. Introduzca un hisopo estéril al tubo conteniendo un crecimiento de toda la noche de la bacteria que va a ser probada (ya sea S. aureus ó E. coli)

2. Quite el exceso del fluido por torsión del hisopo contra el interior de la pared del tubo. 
3. Transfiera los microorganismos por rayado de la superficie horizontalmente de la placa de Mueller-Hinton, en líneas espaciadas no muy separadas. 

4. Haga girar la misma placa aproximadamente 60° a la derecha y vuelva a rayar usando el mismo hisopo. 
5. Por último, gire la placa otros 60° a la derecha y haga una tercera línea de rayado. La superficie de rayado deberá ser totalmente cubierta por un “césped” uniforme de bacterias.
6. Elimine el hisopo usado en un contenedor. 
7. Reponga la tapa de la placa y déjela por 10 min. Para que se absorba el exceso del inóculo.
8. Con pinzas estériles tome los sensi-discos seleccionados y colóquelos sobre la superficie inoculada haciendo una ligera presión.
9. Incube las placas en posición invertida a 35° C por no más de 24 hrs, anote los resultados.
RESULTADOS
Los resultados pueden ser interpretados como resistencia (R), o sensibilidad (S) al antimicrobiano, si el organismo es sensible habrá una zona de inhibición de crecimiento alrededor del disco; si la bacteria es resistente habrá crecimiento alrededor del disco Llenar la siguiente tabla. 

	1. Microrganismo usado:

	Antimicrobiano

Gram +
	Concentración

del disco
	Diámetro de zona (mm)
	Resultados (R o S)



	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	


	2. Microrganismo usado:

	Antimicrobiano

Gram -
	Concentración

del disco
	Diámetro de zona (mm)
	Resultados (R o S)



	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	


CUESTIONARIO: 

1. Explique en qué consiste un antibiograma 

2. Describa la técnica de difusión 

3. Describa la técnica de microdilución

4. Describa la técnica de disco-difusión agar 

5. Describa la técnica de Epsilón-Test

6. Defina los términos, antimicrobiano, antibiótico y quimioterapéutico

EVALUACIÓN: 

Mediante el formato del Anexo 1. 

BIBLIOGRAFÍA: 

· Negroni, M. Microbiología estomatológica. Fundamentos y guía práctica. Buenos Aires. Editorial Médica Panamericana. 2009.
· Liebana Ureña, José. Microbiologia Oral. 2 ed. McGraw-Hill Interamericana, 2002.
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