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Flora normal de la garganta

Objetivos

1. Aprender sobre la flora microbiana asociada a la garganta y posibles patdgenos de la garganta.
2. Aislar bacterias asociadas a la garganta.

3. Repasar sobre pruebas usadas para la identificacion de especies de Streptococcus.

I. Flora normal de la garganta

La garganta es clasificada como parte de tracto respiratorio superior, al igual que la nariz,
cavidades sinusales y nasofaringe. La levadura Candida se puede encontrar en menor proporcion
como parte de la flora oral y puede ocaionar candidiasis oral por su aumento de crecimiento en la
zona. Este sobre crecimiento de la poblacion puede ser causado porque el paciente esta
inmunodeficiente, tomando terapias para el cancer o antibidticos de amplio espectro, es un bebe
prematuro. Algunas de las bacterias parte de la microflora del tracto respiratorio superior son
especies de Neisseria no patogénicas, Staphylococcus, Streptococcus, Haemophilus sp. Aunque
sean parte de la flora del lugar en algunos casos pueden ocasionar infecciones como es S.
pyogenes que esta asociada a la piel y a la garganta. Por eso al momento de diagnosticar una
infeccion en esta area se lleva cabo pruebas que distingan entre especies patogénicas de las no
patogénicas que forman parte de la microbiota del lugar. Se usa protocolo y medios selectivos y
diferenciales para agilizar la identificacion del causante de la infeccion.

La toma de muestra del tracto respiratorio superior depende de la parte a evaluar. Por
ejemplo, para tomar muestra clinica de la garganta se debe evitar tocar zonas de la lengua y boca
con hisopo estéril. Usando depresor se pasa el hisopo estéril por el area detras de la Gvula por la
tonsila (amigdalas), faringe posterior y zonas inflamadas o con ulceras. Se recomienda que la
toma de muestra con el hisopo sea con movimiento rotatorios para tomar mas muestra del lugar.
Muchas veces estas muestras son inoculadas en agar de sangre para identificar posibles
estreptococos que ocasionan infeccion. La faringitis puede ser ocasionada por S. pyogenes o por
N. gonorrhoeae. Otras bacterias como H. influenzae, S. pneumoniae, Bordetella perussis,
Corynebacterium diphtheriae pueden ocasionar infecciones en diferentes areas del tracto
respiratorio superior.

El género Streptococcus tiene especies relacionadas a la microbiota del humano como
asociados a enfermedades en humano. Se usa caracteristicas morfoldgicas, pruebas serolégicas,
pruebas bioquimicas y reacciones en medios selectivos y diferenciales para su clasificacién. Se
clasifican en grupos A, B, C, D, F y G por las pruebas serolégicas. Y en grupo alfa, beta.
Gamma por su reaccion hemolitica en el medio de agar de sangre. Es un género con
importancia médica porque entre sus especies hay causantes de faringitis, impétigo, fiebre
reumatica, meningitis, abscesos, endocarditis, infecciones urinarias, caries, neumonia entre otras
enfermedades. Por ejemplo, S. pyogenes es el mas frecuente causante de faringitis y tonsilitis.
Patron hemolitico de los estreptococcos en agar de sangre

Tipo de hemolisis | Observacion

Alfa (a) Color verdoso o descoloracion amarronada alrededor de la colonia que
indica lisis parcial

Beta () Zonas claras o incoloras alrededor de la colonia que indican lisis
completa

Gamma (y) El medio queda igual alrededor de las colonias indicando que no hubo
lisis.

Tabla tomada del libro: Clinical and pathogenic microbioloy, B.J. Howard.
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Practica:
A. Aislar bacterias de la garganta

1.

2.

Limpie el &rea de trabajo con desinfectante y lleve a cabo las técnicas asépticas
aprendidas en microbiologia general.

Rotule el anverso del plato Petri de agar de sangre con iniciales, fecha, Biol 4375L
seccion. Divida el plato en 4 zonas para poder inocular a través de un estriado de 4
cuadrantes.

Usando el depresor de lengua presione la lengua del estudiante para evitar contacto con la
misma. Introduzca el hisopo humedecido con amortiguador hacia la parte de atras de la
garganta. Tome la muestra rotando a la vez el hisopo. Evite tocar la lengua, cachetes,
dientes.

Inocule la muestra en una porcion del 1 cuadrante haciendo zig-zag y rotando el hisopo a
la vez.

Luego esparza el restante de la muestra desde el primer cuadrante a los demés usando una
aguja de inocular y llevando a cabo la técnica de estriado en 4 cuadrantes.

Coloque parafina al plato e incuba a 37°C por 24-48 horas hasta que vea crecimiento
bacteriano para aislar.

Anote las observaciones de apariencia de las colonias, cambio de color del medio y tome
fotos del plato. Verifique si hay hemolisis en el medio usando la tabla sobre el patrén
hemolitico de los estreptococos.

Luego, seleccione una colonia, favorablemente que produzca hemolisis, y aisle en un
tubo inclinado de “Tryptic Soy Agar” (TSA). Guarde el plato de agar de sangre en la
nevera e incubar el tubo a 37°C por 24-48 horas. Guarde el tubo de TSA en la nevera
luego de observar bastante crecimiento del desconocido.

B. Pruebas para identificar el desconocido de la piel que se realizara en el proximo
laboratorio.

1. Tincién Gram: ya discutida y practicada en el primer laboratorio. Seguir las
instrucciones de esa separata.

2. Reaccion CAMP: Es una prueba usada para identificar el grupo B de estreptococos
porque este grupo produce un péptido (CAMP) que actta en presencia de la beta
hemolisis que produce S. aureus y se observa como un aumento en el efecto
hemolitico. La prueba se hace en agar de sangre y se inocula el S. aureus horizontal a
la inoculacion recta del descocido. Si es positivo la prueba entonces se observa una
hemolisis como en forma de flecha.

a. Rotule el anverso del plato Petri de agra de sangre con iniciales, fecha, Biol
4375L seccion. Divida el plato de agar de sangre en tres zonas o franjas.

b. Inocule haciendo zig-zag su desconocido en la primera division del plato. En
esta area se haré la prueba de susceptibilidad a bacitracina y a SXT que se
explicara més adelante.

c. Inocule nuevamente su desconocido en una linea recta y de forma
perpendicular en la parte central de la segunda division.

d. En latercera division del plato, inocule a S. aureus de forma horizontal
haciendo una linea recta.
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Discos antibiéticos

Primera division e

desconocido
Segunda division

- S. aureus
Tercera division

3. Sensibilidad a Bacitracina y a Trimethoprim/sulfamethoxazole (SXT): Se busca
ver si la bacteria es susceptible al antibiético bacitracina 0 a SXT. Se coloca discos
impregnados una concentracion especifica del antibiotico. Si la bacteria forma un
halo de inhibicion que es una zona sin crecimiento bacteriano alrededor del disco,
entonces es susceptible al antibiético. Es recomendable que se corrobore con la
informacion de manufacturero del antibidtico sobre el rango del didmetro del halo
para ver si es realmente susceptible. Para BBL Sensi-disc antimicrobial susceptibility
tets, la bacteria es resistente bacitracina si tiene un halo menor o igual a 8mm,
susceptibilidad intermedia si es 9-10 mm y susceptible si es mayor o igual a 13mm.
La bacteria S. aureus ATCC 25923 tiene un halo de 12-22mm con este antibiotico de
esta compafiia. Las bacterias del grupo A de estreptococos son sensibles a la
bacitracina. La bacteria es resistente SXT si tiene un halo menor o igual a 10mm,
susceptibilidad intermedia si es 11-15 mm para unas bacterias y de 16-18 para otras.
Es susceptible a SXT si es mayor o igual a 16mm o 19mm. EIl grupo Ay grupo B de
estreptococos son resistentes a SXT.

a. Coloque el disco de bacitracina en uno extremo de la primera division, usando
unas pinzas previamente esterilizadas con alcohol y flameadas en el mechero.
Luego de usar las pinzas debe esterilizarlas pasando por alcohol y flameando
con fuego.

b. Luego coloque el disco de SXT en el otro extremo de la primera division,
usando unas pinzas previamente esterilizadas con alcohol y flameadas en el
mechero. Luego de usar las pinzas debe esterilizarlas pasando por alcohol y
flameando con fuego.

c. Coloque parafina al plato e incube a 37°C (no invertir el plato) por 24 horas.

d. Anote las observaciones en la libreta y mida el didmetro del halo de inhibicion
en milimetros (mm). Tome foto.

2. Prueba de esculina biliar: Ayuda a identificar el grupo D de estreptococos gque son
los enterococos. Estos hidrolizan la esculina en presencia de sales biliares rompiendo
la esculina en glucosa y esculetina. ElI medio cambia a un color oscuro por las sales
de hierro que se producen por la interaccion de esculetina y el hierro, haciendo un
resultado positivo para la prueba. La prueba es negativa si no ocurre el cambio de
color a oscuro por completo en 24-48horas.

a. Rotule el tubo del medio de esculina biliar usando un pedazo de cinta
adhesiva y coloque iniciales, fecha, Biol 4375L seccion.

b. Usando las técnicas asépticas, inocule el desconocido en el tubo de agar
inclinado haciendo zig-zag en la superficie inclinada.

c. Incube a 37°C por 24-48 horas.
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d. Anote las observaciones en la libreta a las 24 y 48 horas sobre cambio de
color y tome foto.
Catalasa: Enzima que degrada H20> (perdxido) en agua y oxigeno. El peroxido
puede ser toxico para las células incluyendo a las bacterias. Ayuda a diferencias

bacterias de los géneros Staphylococcus y Streptococcus.

a.

C.

Al finalizar de realizar las transferencias de su desconocido a las
diferentes pruebas, afiada unas gotas de perdxido 3% al tubo del
desconocido.
Observar si crea burbujas que es indicativo de un resultado positivo a la

prueba.

Anotar resultado en la tabla de su libreta y tome foto.

Algunas pruebas para identificar grupos de estreptococos

Grupo | Hemolisis | CAMP | Bacitracina | SXT Catalasa | Esculina | Desconocido
biliar

A B Sensible Resistente - -

B B + Resistente Resistente - -

C B - Resistente Sensible - -

D a, B,y - Resistente Resistente - +

viridans | a,y - Resistente Sensible - -

Tabla tomada del manual: Laboratory excercises in microbiology, 4% ed., Harley & Prescott.
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