Biol 4375L Laboratorio Microbiologia Clinica

Flora normal de la piel y la susceptibilidad a caries

Objetivos

1. Aprender sobre la flora microbiana asociada a la piel y a la boca.
2. Observar de forma cualitativa la susceptibilidad a caries.

3. Aislar bacterias asociadas a la piel.

I. Flora normal

Cuando se habla de la microbiota normal en los humanos se refieren a los microorganismos
asociados a las mucosas y 6rganos de una persona saludable. La microbiota ayuda en la defensa
del cuerpo contra patégeno y enfermedades. Estos microorganismos tienen un rol importante en
la digestion, metabolismo de la comida y en la degradacion de toxinas. La flora normal ayuda a
mantenernos saludables y en funcion normal a nuestro cuerpo. Esta microbiota puede ser
clasificada en: 1) microbiota residente, la cual regularmente se encuentra en un area del cuerpo
y que puede reestablecerse después de algin cambio o disturbio, y 2) microbiota transitoria
que son los microorganismos que se encuentran es esa area del cuerpo por un tiempo pero no se
establecen en el lugar. Se puede clasificar los patégenos bajo ésta ltima categoria. Si no hay
una microbiota residente establecida, entonces la microbiota transitoria puede proliferar y
afectar. Los microorganismos aislados de diferentes partes del cuerpo son una porcion de toda la
microbiota que se encuentra en nuestro cuerpo. La microbiota asociada a nuestro cuerpo esta
afectada por factores como la edad, la dieta, el estado hormonal, salud, condiciones sanitarias y
de higiene de la persona. Adicional, depende de factores como la humedad, la temperatura, los
nutrientes entre otros. La microbiota de nuestro cuerpo va cambiando a través de nuestras vidas.
Ciertas circunstancias pueden ocasionar que la propia flora normal cause enfermedad. Por
ejemplo, bacterias asociadas a la garganta sean reubicadas en el area de los pulmones a través de
un procedimiento en el hospital ocasionando una neumonia. Microorganismos que son parte de
nuestra microbiota puede convertirse en patdégenos cuando la limitacion que ocasiona que se
mantengan en su area habitual es eliminada.

Algunos ejemplos de microbiota que coloniza nuestro cuerpo

Piel Tracto respiratorio | Tracto Tracto
gastrintestinal genitourinario

Staphylococcus spp. | Neisseria spp. Lactobacillus sp. Lactobacillus spp.
Streptococcus spp. Streptococcus spp. Streptococcus spp. Staphylococcus spp.
Micrococcus spp. Staphylococcus spp. | Helycobacter pylori Streptococcus spp.
Candida spp. Prevotella spp. Candida spp.
Bacillus spp. Bifidobacterium spp.

I1. Flora bucal

La cavidad bucal se compone de las membranas mucosas, lengua, dientes y glandulas
salivares. Las glandulas salivares secretan saliva que contienen anticuerpos y lisozimas que
pueden matar las bacterias que afectan a la cavidad bucal. Aunque se ha encontrado que no todas
las salivas pueden ser igual de efectivas en la proteccion de la cavidad bucal. Los
microorganismos que entran a la cavidad bucal pueden ocasionar placa dental que es una
biopelicula, y caries. Las placas dentales contienen microorganismos y materia organica en la
superficie de los dientes. Bacterias del género Streptococcus, Lactobacillus, Actinomyces,
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Fusobacterium pueden encontrarse en las placas dentales. Las caries ocurren porque se
desintegra el esmalte y la superficie del diente por el acido producido por las bacterias asociadas
a la placa dental como es la bacteria S. mutans y Lactobacillus sp. Se produce &cidos como es el
acido lactico a través de la fermentacion de azucares en la cavidad bucal bajando el pH,
aumentando la degradacion del esmalte dental y a su vez promoviendo las caries. También, la
produccidn de placa dental promueve mas ambientes anaerobios idoneos para la fermentacion de
azucares. Hay pruebas llevadas a cabo con medios de cultivo para observar si los
microorganismos asociados a la cavidad bucal promueven fermentacion. La que realizaremos en
el laboratorio la prueba con el agar Snyder.

El medio Snyder test agar es usado para ver la susceptibilidad a caries. Esta prueba se
realizada para ver si hay produccion de acidos por el crecimiento y fermentacién de glucosa por
microorganismos acidogénicos encontrados en la cavidad bucal. Un ejemplo de estos
microorganismos es la bacteria Lactobacillus. Este medio contiene dextrosa que es una azucar
simple usada por bacterias fermentadoras y bromocresol verde que es un indicador de cambios
en pH. El bromocresol verde le imparte el color verde al medio y cambia a amarillo cuando baja
el pH a4.4. Seinocula 0.2ml de saliva en el medio y se incuba a 37°C. Se va observar si ocurre
un cambio de color se podria indicar que hay fermentacion de azucares por los microorganismos
encontrados en la muestra de saliva. Si este cambio de color entre las 24 a 72 horas de
incubacion se sugiere susceptibilidad a formacion de caries por la persona. Mas rapido ocurre el
cambio de color, sugiere méas bacterias fermentadoras presentes en la muestra de saliva.

Practica: Observar cualitativamente la susceptibilidad a las caries
Los tubos de Snyder test agar estaran colocados en el bafio de Maria a 45°C para
derretirlos.
1. Limpie el area de trabajo con desinfectante y lleve a cabo las técnicas asépticas
aprendidas en microbiologia general.
2. Rotule el tubo del medio “Snyder test agar” usando un pedazo de cinta adehisiva y
coloque iniciales, fecha, Biol 4375L seccion.
3. Tome una muestra de saliva en la bolsa estéril. Luego inocule 0.2ml de la muestra de
saliva en el tubo con medio derretido usando una pipeta Pasteur.
4. Ruede entre sus manos el tubo del medio para mezclar la saliva con el medio derretido.
Coloque los tubos en hielo para enfriar.
6. Incuba el tubo a 37°C por 72 horas. Anote observaciones de cambio de color en el tubo a
las 24, 48 y 72 horas. Luego coloque el tubo en la gradilla designada para descartar que
se encuentra en el cuarto de las incubadoras pero antes remueva la cinta adhesiva del
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mismao.
Tiempo incubacion Observacion Susceptibilidad
24hrs. amarillo Positivo-alta
48hrs. amarillo Positivo-moderado
72hrs amarillo Positivo-baja

Tabla creada en combinacién con informacion de los manuales: Microbiology: A laboratory manual, 4% ed.
Cappuccino & Sherman, y Laboratory test in introductory microbiology for health sciences students. Norell, S.A (1985)
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Ejemplo de tabla a realizar en la libreta para la colecta de datos. La misma debe ser usada
para la redaccion de resultados y la discusion de los mismos en la libreta.

Tiempo incubacion Observacion Susceptibilidad
(si 0 no)

24hrs.

48hrs.

72hrs

I11. Flora de la piel

La piel es uno de los 6rganos del cuerpo que es una defensa a la entrada de patdgenos.
Sus caracteristicas de ser compuesta de capas donde la méas externa tiene células muertas y
queratina que son barreras, proveyendo un ambiente no dptimo para el crecimiento de
microorganismos. Ademas, este 6rgano produce sustancias que fomenta el ambiente inhdspito
como son los aceites producidos por las glandulas sebaceas, el sudor por las glandulas
sudoriparas. Estas sustancias pueden aportar nutrientes a la microbiota normal de la piel que
estan adaptadas al lugar y bajar el pH evitando el crecimiento de microbiota no residentes. En la
piel se puede encontrar microbiota transitoria por ser un 6rgano en continuo contacto con el
ambiente y microbiota residente. Ejemplo de estas son Corynebacterium, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Peptostreptococcus spp. y Actinobacter sp.

Practica:
A. Aislar bacterias de la piel

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

2. Rotule el anverso del plato Petri de “Mannitol Salt Agar” (MSA) con iniciales, fecha,
Biol 4375L seccion. Divida el plato en 4 zonas para poder inocular a través de un
estriado de 4 cuadrantes.

3. Frote un area del cuerpo con un hisopo estéril humedecido con amortiguador (“buffer de
fosfato™).

4. Inocule en el primer cuadrante con el hisopo, luego esparza el restante de la muestra
desde el primer cuadrante a los demas usando una aguja de inocular y llevando a cabo la
técnica de estriado en 4 cuadrantes.

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

6. Anote las observaciones de apariencia de las colonias, cambio de color del medio y tome
fotos del plato. Luego, seleccione una colonia y aisle en un tubo inclinado de “Tryptic
Soy Agar” (TSA). Guarde el plato de MSA en la nevera e incubar 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. Tincion Gram: ya discutida y practicada en el primer laboratorio. Seguir las
instrucciones de esa separata.

2. Mannitol Salt Agar: Es un medio selectivo, ya que tiene componentes que inhibe el
crecimiento de un grupo de bacterias y deferencial por tener compuestos que permite
ver diferencia entre bacterias relacionadas. EI componente que lo hace selectivo es el
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7.5% de NaCl que inhibe el crecimiento de algunas bacterias. La azUcar manitol es el
compuesto que promueve diferencial entre especies de Staphylococcus ya que algunas
pueden fermentar manitol y otras no. El indicador de cambio de pH por la
fermentacion de manitol es el rojo fenol que imparte un color rojo fusha al medio y
cambia a amarillo al bajar el pH.

a. Por el anverso del plato Petri MSA, divida en 4 areas el plato para que 4
parejas de estudiantes inoculen su desconocido. Asi que sera 1 plato Petri
MSA por mesa. En cada area designada para una pareja debe estar rotulada
con las iniciales de la misma. El plato debe estar rotula con Biol 4375L y
seccion.

b. Inocule su desconocido en una porcién del plato haciendo una linea recta.
Selle el plato con parafina.

c. Incube el plato invertido a 37°C por 24-48 horas y anote observaciones de
cambio de color y crecimiento de la bacteria en el medio en su libreta. Tome
foto.

3. Coagulasa: es una enzima que coagula el plasma de la sangre. Staphylococcus aureus
tiende hacer positivo para esta prueba. Al inocular un poco de la bacteria en unas
gotas de plasma, se mezcla y se observa si hay aglutinacién del plasma (coagulo), lo
cual indica un resultado positivo. En algunos casos hay que incubar por un periodo
de tiempo para observar la aglutinacion.

a. Rotule el tubo con iniciales, fecha, Biol 4375L seccion.

b. Inocular el desconocido en el tubo de ensayo que contiene plasma de conejo y
mezclar bien.

c. Incubar por al menos 3 horas a 37°C. Mejor seria hasta 4 horas.

d. Observar si se coagula el plasma del tubo indicando positivo a la prueba.
Anotar los resultados en la libreta y tome foto.

4. Sensibilidad a Novobiocina: Se busca ver si la bacteria es susceptible al antibiotico
novobiocina como lo es S. aureus y S. epidermidis. Se inocule la bacteria en el medio
Mueller-Hilton o Antibiotic Medium y 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 antibidtico. Es recomendable que se corrobore con la informacion de
manufacturero del antibiético sobre el rango del diametro del halo para ver si es
realmente susceptible. Para BBL Sensi-disc antimicrobial susceptibility tets, la
bacteria es resistente si tiene un halo menor o igual a 17mm, susceptibilidad
intermedia si es 18-21 mm y susceptible si es mayor o igual a 22mm.La bacteria S.
aureus ATCC 25923 tiene un halo de 22-31mm con este antibidtico de esta compafiia.

a. Por el anverso del plato Petri Antibiotic medium, divida en 3 areas el plato
para que 3 parejas de estudiantes inoculen su desconocido. En cada area
designada para una pareja debe estar rotulada con las iniciales de la misma. El
plato debe estar rotula con Biol 4375L y seccion.

b. Inocule el desconocido usando un hisopo estéril en el area designada.

c. Coloque el disco de antibidtico centralizado en su area, 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.

d. Coloque parafina al plato e incube a 37°C (no invertir el plato) por 24 horas.
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e. Anote las observaciones en la libreta y mida el didametro del halo de inhibicion
en milimetros (mm). Tome foto.

5. 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. Al finalizar de realizar las transferencias de su desconocido a las
diferentes pruebas, afiada unas gotas de perdxido 3% al tubo del
desconocido.

b. Observar si crea burbujas que es indicativo de un resultado positivo a la
prueba.

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

Algunas pruebas para diferenciar las especies de Staphylococcus

Prueba S. aureus S. epidermidis S. Desconocido
saprophyticus

Crecimiento en + + +

MSA

Fermentacion MSA + - -

Pigmentacion Amarillo blanca Blanca

colonia dorado

Coagulasa + - -

Hemolisis Beta - -

Sensibilidad a Sensitiva Sensitiva Resistente

novobiocina (suceptible) (suceptible)

Catalasa + + +

Tabla tomada del manual Microbiology: A laboratory manual, 4% ed. Cappuccino & Sherman.
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