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RESUMEN.

OBJETIVO: Determinar la frecuencia de los genes de virulencia seb, sec, y sed, que
codifican para enterotoxinas en cepas orales de Staphylococcus aureus aisladas en
la mucosa oral de nifios de Ofiacapac- Saraguro. MATERIALES Y METODOS: Se
realiz6 un estudio descriptivo de temporalidad retrospectivo, se obtuvieron 110
muestras tomadas de la cavidad oral de nifios de 6 a 12 afios de la comunidad de
Ofacapac-Saraguro; 17 de estas muestras fueron positivas para S. aureus. Las
reacciones de PCR incluyeron la deteccién de los genes seb, sec y sed que codifican
para enterotoxinas de esta bacteria. Para la recoleccion de datos se utiliz6 una ficha
de registro de extraccion de ADN y PCR en el Laboratorio de Genética y Biologia
Molecular de la Universidad Catolica de Cuenca. RESULTADOS: Del total de las 17
muestras analizadas (positivas a S. aureus), podemos evidenciar que 2 muestras
presentaron el gen seb, no existi6 la presencia del gen sec y 1 muestra presento el
gen sed de las cepas de S. aureus aisladas de la mucosa oral de los nifios.
CONCLUSION: La frecuencia del gen seb, que codifica para enterotoxina, fue de un
12%, ninguna de las cepas present6 el gen sec, la frecuencia del gen sed fue de un
6% del total de las cepas orales de Staphylococcus aureus aisladas en nifios de
Ofacapac-Saraguro y no se determind la existencia de 2 o mas genes que codifican
para enterotoxinas en las cepas de S. aureus aisladas en la mucosa oral sana de

escolares.

Palabras claves: Staphylococcus aureus, enterotoxinas, Factores de Virulencia.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To determine the frequency of the virulence genes seb, sec, and sed,
which code for enterotoxins in oral strains of Staphylococcus aureus isolated in the oral
mucosa of children from Ofiacapac- Saraguro. MATERIALS AND METHODS: A
retrospective descriptive study of temporality was carried out. 110 samples were
obtained from the oral cavity of children between 6 and 12 years of age in the community
of Ofacapac-Saraguro; 17 of these samples were positive for S. aureus. The PCR
reactions included the detection of the seb, sec and sed genes that code for enterotoxins
of this bacterium. For data collection, a DNA extraction and PCR extraction record was
used at the Laboratory of Genetics and Molecular Biology of the Catholic University of
Cuenca. RESULTS: Of the total of the 17 samples analyzed (positive for S. aureus), we
can show that 2 samples had the seb gene, there was no presence of the sec gene and
1 sample had the sed gene of the S. aureus strains isolated from the oral mucosa of
children. CONCLUSION: The frequency of the seb gene, which codes for enterotoxin,
was 12%, none of the strains presented the sec gene, the frequency of the sed gene
was 6% of the total of the oral strains of Staphylococcus aureus isolated in children of
Onfiacapac-Saraguro and the existence of 2 or more genes coding for enterotoxins in the
S. aureus strains isolated in the healthy oral mucosa of schoolchildren was not

determined.

Key words: Staphylococcus aureus, enterotoxins, Virulence Factors.
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INTRODUCCION.

Staphylococcus aureus (S. aureus) es una bacteria patégena importante en los seres
humanos, ya que conserva la habilidad de infectar diferentes tejidos celulares, dada la
variedad de factores de virulencia es considerado un patégeno perfecto, equipado para

colonizar, invadir y diseminarse. @

Esta bacteria puede llegar a provocar factores de virulencia representados por variedad
de proteinas bacterianas. Entre ellas encontramos enterotoxinas, hemolisinas, toxina
del sindrome del shock téxico y leucocidinas, esté microrganismo puede producir

enterotoxinas termorresistentes las mas conocidas: sea, seb, sec y sed . ¥

La especie mas caracteristica que existe en la cavidad bucal es Staphylococcus aureus,
Su presencia se determina como componente de la flora oral, y en algunos casos puede

estar asociada a infecciones. @

Cerca del 20-30% de los individuos son portadores constantes de Staphylococcus
aureus, lo cual significa que se encuentran persistentemente colonizados por esta
bacteria. @

En nuestro pais no se ha encontrado estudios recientes sobre este tema de

investigacion.
Este estudio pretende determinar la ocurrencia de genes seb, sec y sed en genomas de

cepas clinicas de Staphylococcus aureus aisladas en la mucosa oral sana de escolares

de 6 a 12 afos de la comunidad de Ofacap-Saraguro-Ecuador, 2019.
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO TEORICO.
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1. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION.

Staphylococcus aureus es un microorganismo que representa uno de los principales
patégenos de gran importancia en el ser humano, se ha considerado su distribucion a
nivel mundial y existe un gran impacto de morbi-mortalidad, no solamente es
considerable en infecciones hospitalarias, sino también a nivel comunitario, sin duda
uno de los patégenos mas importantes en la actualidad . No se conoce la ocurrencia
de genes de virulencia, surgié por la existencia de Staphylococcus aureus en nifios de
Saraguro de la comunidad de Ofacapac. Por ello se planteé la siguiente interrogante:
¢,Cudl es la ocurrencia con la que en los genomas de cepas orales se detectan los genes
seb, sed y sec de Staphylococcus aureus que colonizan la cavidad oral de nifios de

Ofacapac-Saraguro?

2. JUSTIFICACION.

Este tema de investigacion esta enfocado principalmente en conocer la ocurrencia de
genes de virulencia en cepas orales de Staphylococcus aureus, que tipos de cepas se
encuentran circulando en la cavidad bucal en nifios escolares, en la comunidad de
Saraguro. Esta investigacion busca la ocurrencia de los genes seb, sec y sed, que
codifican para enterotoxinas en cepas de Staphylococcus aureus aisladas en la mucosa
oral sana de escolares de 6 a 12 afios de la comunidad de Ofiacapac-Saraguro. La
relevancia humana del estudio, se relaciona con los factores de riesgos que este
microorganismo puede ocasionar en personas inmunodeprimidas. En base a la
relevancia social, es necesaria la promocion y la prevencién sobre la salud bucodental
en la poblaciéon de Ofacapac-Saraguro. Desde el punto de vista cientifico el presente
estudio tiene un nivel de originalidad nacional, debido a que no existen estudios de este
tipo publicados en nuestra regiéon, mucho menos en una comunidad étnicamente pura
como la de Saraguro. El presente tema de interés personal dado que se presenta como
parte de los requerimientos del programa académico de Odontologia para titulacion,
este trabajo esta dentro de las lineas de investigacion de la Universidad Catélica de
Cuenca y también dentro de los topicos de investigacion en la carrera de Odontologia
Ocurrencia de genes seb, sec y sed en genomas de cepas clinicas de Staphylococcus
aureus aisladas en la mucosa oral sana, por lo tanto, tiene concordancia con las politicas

institucionales de investigacion.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general.

Determinar la frecuencia de los genes de virulencia seb, sec, y sed, que codifican para
enterotoxinas en cepas orales de Staphylococcus aureus aisladas en la mucosa oral de

nifos de Ofiacapac- Saraguro.

3.2 Objetivos especificos.

o Cuantificar la frecuencia del gen seb, que esta presente en cepas orales de
Staphylococcus aureus aisladas en nifios de Ofiacapac- Saraguro mediante
PCR.

o Cuantificar la frecuencia del gen sec, que esta presente en cepas orales de
Staphylococcus aureus aisladas en nifios de Ofliacapac - Saraguro mediante
PCR

o Cuantificar la frecuencia del gen sed, que esta presente en cepas orales de
Staphylococcus aureus aisladas en nifios de Ofiacapac-Saraguro mediante
PCR.

o Cuantificar la frecuencia de cepas que presentan dos y tres genes

simultdneamente.
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4. MARCO TEORICO.

4.1 Staphylococcus aureus.

S. aureus, se caracteriza por ser una bacteria que puede llegar a producir varios tipos
de infecciones, por esta razén se considera uno de los problemas significativos en la
salud publica, esta bacteria se encuentra como el principal causante de infecciones
nosocomiales, considerado el segundo patdgeno mas comuan implicado en intoxicacion

alimentaria. “¥®)

4.1.1 Habitat.

Podemos encontrar S. aureus en los seres humanos, con mayor frecuencia en la
nasofaringe, piel, pliegues inguinales, etc., logra adaptarse en el ser vivo formando parte
de la flora normal sin causarle dafio, también podemos encontrar esta bacteria en
reservorios animales como: ganado, aves de corral, cerdos, principalmente en animales
gue producen leche, causando asi gran variedad de infecciones en las glandulas
mamarias que pueden contaminar diversidad de productos lacteos, pudiendo ser causa
de intoxicacion alimentaria. ©

Una de las especies mas representativas en la cavidad oral es Staphylococcus aureus,
su presencia como parte de la microbiota oral es controversial, puede llegar a estar
asociada a infecciones supurativas de las glandulas salivales produciendo asi
infecciones endododnticas, periodontales que pueden afectar cominmente a pacientes
inmunocomprometidos, la colonizacion va a aumentar significativamente cuando existan

este tipo de infecciones. ©

4.1. 2 Epidemiologia.

Staphylococcus aureus, es un microorganismo que se caracteriza por ser un agente
patdégeno, la mayor parte de cepas son resistentes a la meticilina, esta bacteria puede
encontrarse principalmente en la piel y mucosa nasal de una persona sana, Ssin
embargo, las defensas pueden disminuir y originar diversidad de infecciones, existe un
riesgo  elevado en individuos que se encuentran hospitalizadas o
inmunocomprometidos. ©

Es importante en la salud publica conocer que existen diversidad de infecciones
causadas por esta bacteria pues se han reportado que existen altas cifras de brotes

epidémicos a nivel mundial, con mayor frecuencia se daran en la comunidad y en los
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hospitales, estos brotes en la actualidad se clasifican en infecciones adquiridas en la

comunidad e infecciones nosocomiales respectivamente .©

4.1.3 Patogenia.

El 50% de la poblacion puede ser portadora de S. aureus a nivel mundial y podemos
encontrar este microorganismo de forma permanente en las fosas nasales, piel, etc.,
cuando estas barreras se destruyen la bacteria invade los tejidos mas profundos en
donde pueden ocasionar diferentes tipos de infecciones. Los pacientes que poseen
mencionadas infecciones causadas por Staphylococcus aureus suelen infectarse con la
misma cepa que los coloniza, pudiendo inclusive transmitir esta bacteria entre individuos
en la comunidad. @

La incidencia de bacteriemia e intoxicaciones alimentarias en los Gltimos afios producida

por S.aureus esta aumentando de manera alarmante. ®

4.1.4 Caracteristicas Microbiolégicas.

Staphylococcus aureus, son cocos grampositivos, de 0.5 a 1.5 ym de diametro,
anaerobias facultativas, esta bacteria requiere de sales, vitaminas y aminoacidos para
su crecimiento, estos microorganismos van a ser resistentes a la desecacion,

congelacion y calor. ®

4.1.5 Colonizacion.

S. aureus, coloniza principalmente la piel, nasofaringe, tracto gastrointestinal, etc., esta
bacteria podemos encontrarla en humanos y animales, es considerado un
microorganismo patégeno oportunista, existe una alta prevalencia de portadores en
nifos, se puede dar autoinfecciones con cepas que el individuo porta en la piel o a su
vez en la nariz, esta bacteria puede estar presente sin causar ningun sintoma, pero con
el tiempo puede llegar a ser un factor de riesgo predisponente para adquirir infecciones
ya sean graves como las enfermedades sistémicas o leves como enfermedades de la

piel. ©

4.2 Factores de Virulencia.

Los factores de virulencia se caracterizan por ser moléculas procedentes de bacterias
tienen la capacidad de provocar multiples enfermedades en el individuo. S. aureus

produce varios factores de virulencia entre ellos estan: toxinas como las hemolisinas,
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enterotoxinas, leucocidinas, toxinas exfoliativas y adhesinas, una de las caracteristicas
mas frecuentes es que las toxinas pueden dafiar de forma directa los tejidos, iniciando
reacciones toxicas en un tejido especifico, de esta manera las toxinas seran las

responsables de generar sintomas caracteristicos de mdltiples enfermedades. ©

S. aureus produce un conjunto de enzimas como: nucleasas, proteasas, y colagenasas,
gue se limitan a favorecer su habilidad de invadir y poder originar infecciones en el
individuo, la principal funcién de estas proteinas es la de degradar tejidos locales del

huésped para asi poder transformarlos en nutrientes para esta bacteria. ©

Varias cepas provocan proteinas como: enterotoxinas estafilocdocicas, la toxina del
sindrome shock toxico, toxinas exfoliativas y la leucocidina, algunos de los factores de
virulencia presentes en la bacteria estan representadas por una familia de proteinas

bacterianas con actividad superantigénica.

4.3 Enterotoxinas Estafilococicas.

Existen enterotoxinas producidas por S. aureus pertenecientes a la familia de
superantigenos, que son capaces de producir estimulacion general del sistema inmune,
las enterotoxinas son resistentes a la accién de enzimas del tracto digestivo e
hidrosolubles. 9

La produccién de infeccion alimentaria por S. aureus va a depender de multiples factores
como: la cepa involucrada, el inoculo, la puerta de entrada y la respuesta inmunoldgica
al huésped.

Las enterotoxinas estafilococicas se clasifican de acuerdo al alfabeto siguiendo un
mismo esquema de acuerdo como iban siendo descubiertas, por ejemplo, sea, seb, sec,
sed y see, las podremos diferenciar una de otra por sus caracteristicas antigénicas,
encontramos diferentes tipos de enterotoxinas que han sido distinguidas

seroldgicamente, ya sea por un analisis genético o bioquimico. @V

Las enterotoxinas estafilocAcicas se clasifican de acuerdo a los efectos biolégicos que
se producen en cada una de las células, ya que existe una interaccion masiva al
momento de llegar al torrente sanguineo y va a producir variedad de sintomas que
pueden ocasionar efectos colaterales llegando a provocar nduseas, vomito y fiebre. En

general, existen mecanismos que pueden causar severas intoxicaciones alimentarias,
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gue dependeran de la cantidad de alimento ingerido, existen diferentes genes que
codifican para enterotoxinas estafilococicas, pero solo unos pocos han sido estudiados
a profundidad siendo los mas comunes sea y seb. 2

Pueden existir cepas aisladas desde brotes de intoxicacion alimentaria que producen
genes que codifican para enterotoxinas principalmente (sea) y encontramos en menor

medida sed, sec y sed. 4?

El gen sea, se caracteriza por ser el gen mas frecuente y esta profundamente

relacionada con intoxicacion alimentaria. 2

El gen seb, ademéas de estar involucrado en cuadros de intoxicacion alimentaria,

también es analizado por su potencial uso como arma biolégica inhalada. *?

El gen sec, es considerado un tipo de factor de virulencia seroldgico clasico, una de las

causas comunes en la intoxicacion alimentaria. 2

El gen sed, se caracteriza por ser la segunda toxina estafilococica promotora de
intoxicacién alimentaria a nivel mundial, varios estudios han demostrado que solo una

pequefia cantidad de esta toxina ha sido necesaria. 3 @4

Las enterotoxinas ademas de ser proteinas bacterianas piogénicas, estan relacionadas
con enfermedades humanas, tales como diarrea y vémito e incluso puede darse una
colitis pseudomembranosa, ademas son las responsables de la intoxicacién alimentaria
gue van a resultar de la ingestién de enterotoxinas que se encuentren en el alimento
que fue contaminado. @ (6

Uno de los principales problemas en la salud a nivel mundial son las enfermedades
transmitidas por alimentos, siendo Staphylococcus aureus el agente etioldgico mas
comun en las intoxicaciones alimentarias. 7 8

La intoxicacién alimentaria es una condicion que se dara dentro de 24 a 48 horas, en
donde se presentara sintomas comunes como vomito y diarrea, existira un periodo de
incubacién corto en donde se hallaran proteinas bacterianas que seran codificadas por
poseer un geny una misma cepa en donde se producird mas de un tipo de enterotoxina.
(19) (20).

La presencia de enterotoxinas en alimentos procesados, se debe a la inadecuada
practica, contaminacion cruzada con manipuladores o por la utilizacion de materia prima

contaminada. ? (22) 23)
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4.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Es una técnica que se maneja en biologia molecular con el fin de alcanzar varias copias
de un fragmento de ADN, se fundamenta en elaborar una actividad enzimatica que
sucede de forma normal en las células de nuestro organismo. 24 (26)
Se han desarrollado varios protocolos de PCR que tienen como objetivo permitir la
deteccioén especifica, rapida y simultanea de toxinas estafilocdcicas de un fragmento de
ADN. (27) (28)
Los pasos de una PCR son:
e Desnaturalizacidn térmica del ADN que vamos a usar como molde. €9
¢ Anillamiento debe estar a una temperatura mas baja que la desnaturalizacion,
aqui se dara la union con los cebadores sintéticos (primers) con el fin que la
secuencia permita unir uno a cada lado de la secuencia diana. 9
e Extension por parte del ADN polimerasa de los oligonucleicos anillados que

actian como primers o cebadores. G0

Estos tres pasos se repetiran varias veces hasta obtener miles de copias del ADN diana.

En el resultado final de PCR influyen muchos factores los principales:

e Concentracion y calidad del ADN. G9
e Apropiado disefio de los cebadores. 9
e Calidad y tipo de polimerasa. G?

e Programa de amplificacion. G?

Al momento de mencionar la técnica de PCR van a existir ventajas, una de las mas

importantes es destacar su alto grado de especificidad, en la deteccion de enterotoxinas.
(29)(30)
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4.5. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION.

Gonzélez M, Florez G., et al. en una investigacion acerca de la “Deteccion y expresion
de superantigenos y de resistencia antimicrobiana en aislamientos obtenidos de
mujeres portadoras de Staphylococcus aureus que cuidan y alimentan nifios
establecieron la correlacion entre genes de enterotoxinas mediante cultivos en
aislamientos de S. aureus se encontré que el 22.0% correspondian a portadores de

Staphylococcus aureus.

En una investigacién denominada Portacién de Staphylococcus aureus multirresistente
a antimicrobianos en la cavidad bucal de nifios que concurren para un tratamiento en
una clinica odontoldgica, los autores Cataldo K., Russomando J., Farifia N.,et al
,encontraron que el 33% de 112 nifios que se incluyeron en el estudio eran portadores

de S.aureus

Pereira C., Costa K., et al, en su articulo: Papel de Staphylococcus spp. en la mucositis
oral, es un articulo cientifico de revision bibliografica que habla sobre los conocimientos
actuales de la bacteria, la presencia de Staphylococcus aureus en la mucosa oral,
destacando que lo mas importante en este articulo es el desarrollo de la bacteria en la

actualidad en la mucosa oral.

Gonzalez M, et al, realizaron un estudio denominado “Frecuencia de colonizacion de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina en un grupo de nifios en edad escolar”
estudio descriptivo, de corte transversal, se analizaron a 512 escolares de la Escuela
Primaria Republica Popular de Angola, de junio a julio del afio 2006, en donde se

encontré que 188 nifios fueron colonizados por S. aureus con un porcentaje del 36.7%.

En un articulo de revista denominado Colonizacion y factores de virulencia de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina en una poblacién infantil de Monteria los
autores Caldera D., Buelvas F., et al, tuvieron como objetivo determinar la prevalencia
y las caracteristicas microbiolégicas y moleculares del SARM en una poblacion infantil
sana en donde se obtuvo como resultado que la tasa de colonizacion por SARM fue del
9,3%.
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En un articulo de revista denominado “Staphylococcus aureus adquiridos en la
comunidad: caracterizacién clinica, fenotipica y genotipica de aislados en nifios
paraguayos” de Guillen R, et al., estudiaron 123 aislados de S. aureus. Los aislados
provinieron de 56 niflas (45,5%) y 67 nifios (54,5%). Los grupos que presentaron los
mayores porcentajes de infeccion por S. aureus fueron: de 1 a 4 afios y de 5 a 14 afios

con 36,6 y 38,2%, respectivamente.

En un articulo de revista denominado Microbiologia general de Staphylococcus aureus:
Generalidades, patogenicidad y métodos de identificacién, los autores Zendejas H.,
Avalos M., et al, hablan sobre las diferentes caracteristicas que posee la bacteria
destacando en este articulo varias caracteristicas para el aislamiento y estudio del

patégeno utilizando varios métodos microbiolégicos.

Rodriguez F., Carpinelli B.et al, en su articulo denominado Frecuencia de genes que
codifican factores de virulencia en Staphylococcus aureus aislados de nifios que
concurrieron al Hospital General Pediatrico Nifios de Acosta, durante el afio 2010
tuvieron como objetivo determinar un perfil de virulencia detectando los genes
codificantes de hemolisinas, enterotoxinas y toxinas exfoliativas presentaron un estudio
de 50 aislados de S. aureus obtenidos a partir de muestras clinicas de secreciones de
piel, partes blandas o liquidos corporales de pacientes menores de 17 afios. Los
aislados contaban con datos de portacion de Leucocidina de Panton Valentine, el cual
fue el factor de virulencia méas frecuente (58%), seguido de las hemolisinas alfa y beta

(8%). Las enterotoxinas y las toxinas exfoliativas fueron menos frecuentes (0-2%).

En un articulo denominado, Genes codificadores para enterotoxinas de aislamientos de
estafilococos coagulasa negativos y coagulasa positivos a partir de muestras de mastitis
bovina los autores Merchan M., Castellanos N., et al, tuvieron como objetivo determinar
la presencia de genes codificadores para enterotoxinas estafilocécicas Staphylococcus
aureus fue la cepa mas frecuente (88,5 %). El gen sea (1,7 %), el gen seb (3,6 %), el

gen sec (3,6 %), y en el gen sed no se detectd ninguna de las cepas evaluadas (0%).

Enun articulo de revista denominado, “Deteccidn de la enterotoxina A de Staphylococcus
aureus mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y su correlacién con las
pruebas de coagulasa y termonucleasa” Suarez et al, analizaron por medio de reaccion
en cadena de la polimerasa la apariencia del gen que codifica para la enterotoxina A en
un grupo de cepas de Staphylococcus aureus. Se examinaron 69 cepas de S. aureus y
se realizé un andlisis estadistico donde se obtuvo que el gen sea estaba presente en 7

de estas cepas, es decir en un 4%.
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5. HIPOTESIS.

La presente investigacion no requiere hipotesis por tratarse de un estudio descriptivo.
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CAPITULO Il

PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
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1. MARCO METODOLOGICO.

Enfoque: Cuantitativo.

Disefio de Investigacidn: Descriptivo
Nivel de investigacion: Descriptivo
Tipo de Investigacién:

> Por el ambito: De laboratorio
> Por latécnica: Observacional

» Por latemporalidad: Retrospectivo

2. POBLACION Y MUESTRA.

Se obtuvieron 110 muestras tomadas de la cavidad oral de nifios de 6 a 12 afios de
la comunidad de Ofiacapac-Saraguro; 17 de estas muestras fueron positivas para
Staphylococcus aureus, de estas muestras se realizd la deteccion de los genes seb,

secy sed, que codifican para enterotoxinas de esta bacteria.

2.1. Criterios de seleccion.

2.1.1. Criterios de inclusién: Se incluyeron en el estudio a todos los estudiantes
de la escuela de Ofacapac del cantén Saraguro; entre la edad de 6 a 12 afios

junto con el consentimiento informado, firmado por sus padres.

2.1.2. Criterios de exclusion: Se excluyeron a los estudiantes que sean
menores de 6 afios y mayores a 12 afios, también estudiantes que no hayan

presentado el consentimiento informado, firmado por sus padres.

Tamafio de la muestra

Muestra por conveniencia del estudio.
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3. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES.

VARIABLE DEFINICION DEFINICION DIMENSION  INDICADOR TIPO ESCALA DATO INSTRUMENTO
CONCEPTUAL OPERATIVA .
ESTADISTICO
Gen seb que Presencia del Base de datos.
. codifica para gen, se _ o . . ]
Genotipo e I Gen seb. Porcentaje Cualitativo Nominal Presencia Ficha de
seb di _ registro.
en mediante Ausencia
Staphylococcus amplificacion
aureus. por PCR.
Gen sec que Presencia G P , Cualitati Nominal p .
Genotipo codifica para del gen, se en sec. orcentaje ualitativo omina resencia Base de Datos
sec Enterotoxinas establece Ausencia
en mediante Ficha de
Staphylococcus amplificacion registro.
aureus. por PCR.
Presencia del Base de datos.
Genotipo Gen sea que codifica gen, se ] ) ) .
sed para Enterotoxinas en establece Gen sed. Porcentaje Cualitativo Nominal  Presencia Ficha de
Staphylococcus me-d.iant_e PR, registro.
amplificacion
por PCR.
Presencia Genes seb, sec y Presencia 3 o , ,
de sed que codifican de genes, se Genes seb, Proporcién Cualitativo Nominal Presencia Base de datos.
maltiples para Enterotoxinas establece secy sed. Ausencia Ficha de
genes en Staphylococcus mediante registro.
aureus. amplificacion
por PCR.
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4. INSTRUMENTOS, MATERIALES Y RECURSOS PARA LA RECOLECCION

DE DATOS.

4.1.

4.2.

4.3.

Instrumentos documentales

Recoleccion de articulos cientificos.

Para la recoleccion de datos se utilizé una ficha de registro de extraccion de

ADN y PCR en el Laboratorio de Genética y Biologia Molecular de la

Universidad Catélica de Cuenca (Anexo 1).

Instrumentos mecanicos

Para el andlisis de datos se utilizé una laptop HP Core i3.

Materiales y Equipos

Para el presente estudio se utilizo:

¢ Medios de e Aceite de e Termaobloque
transporte Stuart inmersion
o Cajas Petri e Plasma e Pipetas
¢ Balanza e Tubos de ensayo e Puntas
e Espatula e Porta objetos e Tubos PCR
e Asas e Peréxido de e Kitpara PCR
Hidrégeno
e Manitol e ADNasa e Primer seb,
sec, sed
e Reactivos de Gram e SDS e Agarosa
e Microscopio e Tubos eppendor e Caldo tripticasa
soya
e Suero fisiolégico e Syber safe e TAE
e Guantes e Mascarilla
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EQUIPOS ELECTRONICOS:

e Cabina de

Bioseguridad

Estufa

Termociclador

e Cubeta

Fuente de poder

Fuente de UV (foto

documentador)

e Microscopio

Computadora

e Cabinas de flujo

laminar

4.4. Recursos.

Para realizar el estudio se necesitd recursos institucionales de la Universidad Catoélica de Cuenca

de la Unidad de Salud y Bienestar, Carrera de Odontologia, infraestructura (Laboratorio de

Biologia Molecular y Genética) y recursos financieros que sera de autofinanciacion mixta.

5.PROCEDIMIENTO PARA LA TOMA DE DATOS

5.1. Ubicacién espacial.

El estudio se realizé en el laboratorio de Biologia Molecular y Genética de la Universidad Catdlica

de Cuenca, ubicado en el tercer piso de la Basilica, en la ciudad de Cuenca; entre la avenida de

las Américas y Humbolt.

5.2. Ubicacién temporal.

La investigacioén se realiz6 entre los meses de septiembre de 2019 y enero del 2020; las muestras
fueron tomadas entre los meses noviembre, diciembre del 2018 y en enero del 2019.

5.3. Procedimientos de latoma de datos.

Las muestras tomadas fueron trasportadas mediante el medio de transporte Stuart. Fig. 1.

Fig. 1. Medio de transporte Stuart.
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Agar sal manitol

Para la elaboracion de Agar Sal Manitol, se realiza la homogenizacion del soluto en el solvente,
después se esteriliza a 121°C en la autoclave para que quede una solucion estéril, se coloca en
las cajas bipetri, se deja enfriar y se guarda en refrigeracion hasta su posterior uso para la
siembra de S. aureus. Fig. 2.

A | Procedimientos de el ,

Siembraen

Fig. 2. Siembra de S. aureus en Agar Sal Manitol.

Posteriormente se trasmitié las muestras tomadas al medio Agar Sal Manitol, esto sirve como
medio selectivo para detectar la presencia de S. aureus. Se deja incubar durante 24 a 48 horas

en la estufa a 37°C, para luego seleccionar las cajas que cambiaron de color rojo a amarillo.
El primer paso que se debe realizar es confirmar que la cepa sea S. aureus.
Las pruebas de crecimiento positivo en Agar Sal Manitol, se confirm6 mediante:

v' Catalasa
v" Coagulasa
v DNasa

En la prueba de Catalasa se utilizé 50ul de peréxido de hidrogeno junto con una pipeta calibrada,

luego se tomé una cepa bacteriana con el asa bacterioldgica del medio de cultivo en Agar y se

procedi6 a colocarla en H2O; en un porta objetos.

La prueba de coagulasa se realizé mediante un tubo con plasma, se tomoé con el asa bacteriol6gica
la muestra de Agar y se procedié a sembrarla, a continuacién, se colocé en el homogenizador por
30 a 60 segundos y posteriormente se llevé a incubacién a 37°C. Los resultados se pueden

observar en las primeras 4 hasta 24 horas después.
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La prueba final de cultivo fue la DNasa, se utiliz6 Agar azul de Toluidina y se realizé el mismo

proceso que la elaboracién de Agar Sal Manitol.
Extraccion de ADN

En la extraccién de ADN de todas las cepas de S. aureus, se aplicé una solucién de lisis formada
por SDS (Dodecilsulfato sddico) al 1% en NaOH 0,25N y se sometié a ebullicién.

El protocolo que se utiliz6 fue:

» Con el asa bacteriol6gica se toma del cultivo de Agar Sal Manitol una porcién de colonia de
S. aureus, luego se procede a suspender en tubos de Eppendorf en 1ml de agua destilada

esteéril.

» Se coloca en el equipo de centrifugacién por 10 minutos a una velocidad de 3000 rpm y se

descarta el sobrenadante.

» Se agregd 50 ul de solucion de lisis, y se llevaron los tubos a calor en el equipo

termociclador por 15 minutos.

» Afadimos 450 ul de agua libre de nucleasas y centrifugamos por 20 segundos.

Reaccién en la Cadena Polimerasa (PCR)

La PCR se desarroll6 en un termociclador de marca Bionner, se us6 Mastermix GoTaq Green 2x
de Promega, que contiene: Go Taq Green polimerasa, dNTP's; buffer de reaccién, magnesio,
agua y tampén de depdsito, a esto se le adiciona el ADN de doble cadena (muestra) y los dos

primers especificos para cada gen.

Reactivos Volumen en ul N° de muestras Volumen total
Master mix pl 10 x 20 200 pl
Primer 1 pl 15 x 20 30 ul
Primer 2 pl 15 x 20 30 ul
ADN pl 3 x 20 60 pl
Agua pl 5 x 20 100 pl
Volumen final pl 21 x 20 420 pl
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Luego de obtener la Mastermix se lleva al termociclador y se procede de la siguiente manera:

1. Desnaturalizacién inicial por 5 min a 94°C
2. 34 ciclos de:

1 minuto x 94°C para desnaturalizacion.

1 minuto x 54°C para alineamiento.

1 minuto x 72°C para elongacién.

3. Elongacioén final de 72°C x 10 minutos.

Los primers o cebadores utilizados para la deteccién de seb, sec y sed fueron:

Bacteria Toxinas Genes Primers Tamafio Bibliografia

Seb . ATTCTATTAAGGACACTAAGTTAGGGA 404pb | Llanaetal.,

R: ATCCCGTTTCATAAGGCGAGT 1999
Genes que
Staphylococcus | . jifican para Jarruad et
aureus Enterotoxinas | S€C  |F: GTAAAGTTACAGGTGGCAAAACTTG 297pb | 5 2002

R: CATATCATACCAAAAAGTATTGCCGT

Sed F:GAATTAAGTAGTACCGCGCTAAATAATATG 297pb Jarruad et al.,

R: GCTGTATTTTTCCTCCGAGAGT

2002

Fig.3.Amplicones de los genes.
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Electroforesis horizontal.

La electroforesis es el siguiente paso a seguir, se realizé en Agarosa al 1.5% con TAE 1X. Se
coloco 2ul de Syber Safe para un gel de agarosa de 50gr; se diluye homogéneamente y se lleva

a ebullicién. Fig.4.

Fig.4. Gel de agarosa y colocacion de Syber Safe.

A continuacion, la solucién se coloca en la camara de electroforesis y con una pipeta se coloca
3ul del amplicon en los pocillos del gel de Agarosa. El ladder que se utiliz6 fue de 100 pb. La cepa
ATCC 43300 se utiliz6 como control positivo, contrario a esto la cepa ATCC 12344 de
Streptococcus pyogenes se utilizé como control negativo. Fig. 5.

Fig.5. Camara de electroforesis.

Para la corrida en electroforesis horizontal se trabaj6 el siguiente protocolo: 90V, 90 mA y 60W

por 60 minutos para lograr una separacion correcta de los amplicones y la escalera alélica.
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Finalmente, la electroforesis horizontal se la puede observar mediante un Trasiluminador UV.
Fig.6., Fig.7., Fig.8., Fig.9.

Fig.6. Observacion de amplicones en el Transiluminador.
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Gen: seb (codifica a enterotoxina)

Amplicon: 404pb.

Fig.7. Amplificacién de la secuencia del gen seb que codifica
para Enterotoxinas.

Gen: sec (codifica a enterotoxina)
Amplicén:297 pb.

Fig.8. Amplificacién de la secuencia del gen sec que codifica para Enterotoxina.
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Gen: sed (codifica a enterotoxina)
Amplicon: 492 pb.

LadderC+C+C- 4 9 1217 21 252934 4852 64657988 89 95 113 Ladder -

'e

'
2

i" - ; =

7

Fig.9. Amplificacién de la secuencia del gen sed que
codifica para Enterotoxina.

5. PROCEDIMIENTOS PARA EL ANALISIS DE DATOS

Una vez conseguidos los datos, se observo la existencia de los distintos tipos de genes seb,

sec y sed. Posteriormente se usé el Software Microsoft Excel para crear una base de datos

general y poder tabular de una forma mas rapida mediante una estadistica descriptiva la cual

analiz6 la ocurrencia en los cuadros y tablas.

6. ASPECTOS BIOETICOS.

El estudio no presentd conflictos bioéticos ya que no implica el trabajo directo con seres

humanos, asi también, las cepas han sido obtenidas en un proceso previo en el cual todos los

pacientes han firmado un consentimiento informado, por otra parte, este estudio ya sido

sometido a aprobacién por parte del comité de bioética de la Universidad Catélica de Cuenca.
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CAPITULO Il
RESULTADOS, DISCUSION, CONCLUSIONES.
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1.RESULTADOS:

Tabla N° 1. Presencia del gen seb que codifica para Enterotoxinas.

FACTOR DE VIRULENCIA
Gen: seb
N %
Presencia del gen seb: 2 12
Ausencia del gen seb: 15 88
Total de muestras 17 100

Fuente: Datos tabulados por el autor

N: nidmero de muestras.

En latabla N°1 encontramos que del total de las 17 muestras analizadas (positivas a S. aureus),
podemos evidenciar que 2 muestras presentaron el gen seb, lo que representa un 12%; y la
ausencia del gen en 15 muestras, correspondientes al 88 % de las cepas de S. aureus aisladas
de la mucosa oral de los nifios de la comunidad de Ofiacapac—Saraguro.

Tabla N°2. Presencia del gen sec que codifica para
Enterotoxina.

FACTOR DE VIRULENCIA
Gen: sec
N %
Presencia del gen sec: 0 0
Ausencia del gen sec: 0 100
Total de muestras 17 100

Fuente: Datos tabulados por el autor

N: nimero de muestras
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En la tabla nimero N°2, podemos observar que del total de las 17 muestras analizadas (positivas
para S. aureus), no existié la presencia del gen sec en las cepas de S. aureus aisladas de la

mucosa oral de los nifios de la comunidad de Ofiacapac-Saraguro.

Tabla N°3. Presencia del gen sed que codifica para Enterotoxina.

FACTOR DE VIRULENCIA
Gen: sed
N %
Presencia del gen sed: 1 6
Ausencia del gen sed: 15 94
Total de muestras 17 100

Fuente: Datos tabulados por el autor

N: nUmero de muestras.

La tabla N°3, encontramos que del total de las 17 muestras analizadas (positivas a S. aureus),
podemos evidenciar que 1 muestra presento el gen sed, lo que representa un 6%; y la ausencia
del gen en 16 muestras, correspondientes al 94 % de las cepas de S. aureus aisladas de la

mucosa oral de los nifios de la comunidad de Ofiacapac—Saraguro.
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Tabla N°4. Tabla de genes seb, sec y sed

FACTORES DE VIRULENCIA
Cepas Enterotoxinas
seb sec sed

4 0 0 0

9 0 0 0
12 0 0 1
17 0 0 0
21 0 0 0
25 0 0 0
29 0 0 0
34 0 0 0
48 0 0 0
52 0 0 0
64 0 0 0
65 0 0 0
79 0 0 0
88 1 0 0
89 1 0 0
95 0 0 0
113 0 0 0

Fuente: Datos tabulados por el autor

La tabla N°4 Nos muestra el andlisis de las 17 muestras positivas de S. aureus aisladas de la
mucosa oral en niflos de Ofacapac-Saraguro, se puede evidenciar que no existieron mas de
dos genes presentes en la misma cepa de S. aureus, que se establecieron mediante la

amplificaciéon por PCR.
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2.DISCUSION.
Las enterotoxinas producidas por S. aureus son generadas por infecciones de origen
alimentario; en esta investigacién buscamos los genes seb, sec y sed que codifican
para enterotoxinas que se encuentran presentes en S. aureus aislados de la mucosa
oral de nifios de Saraguro (17 muestras positivas) los resultados obtenidos fueron: 2
muestras positivas para seb (12%), ninguna muestra positiva para sec (0%) y 1
muestra positiva para sed (6%). Se trata del primer estudio en su tipo realizado a nivel

local.

En el caso de nuestra poblacién de estudio existe una baja frecuencia de portacion de
estos genes, pero es importante destacar que al momento que una cepa presenta
estos genes son virulentos, por ello deben extremarse cuidados, hacer estudios de
seguimiento continuo de esta poblacion altamente susceptible, con el fin de evitar que
existan cepas circulantes de S. aureus en nifios, evaluando que existen factores de

riesgo para la colonizacién en esta comunidad.

Marquez R., en su estudio mediante un recuento de S. aureus y deteccién de enterotoxinas,
analizaron 28 cepas que resultaron positivas para S. aureus, en donde se determind que el
11,5% contienen el gen seb, el 3.8% tenia el gen sec y 3,8% poseia el gen sed. A
diferencia de nuestro estudio de 17 cepas analizadas se obtuvo el 12% para el gen

seb, el 6% para el gen sed y no se encontrd en ninguna cepa el gen sec.

Merchan M. et al., en su andlisis de genes codificadores para enterotoxinas analizaron
57 cepas, de las cuales el 1.7% poseian el gen seb, el 3.4% para el gen sec y no se
detectd ninguna cepa para el gen sed, por consiguiente, existe una diferencia con los
resultados realizados en esta investigacion ya que de 17 cepas analizadas se observo
un 12% para seb, no se detectd en ninguna cepa el gen sec, y el 6% poseian el gen

sed

Brizzio A. et al., en su analisis de 12 cepas de S. aureus aislados de alimentos,
determiné que el gen seb se encontraba en un 29 %. A diferencia de nuestro estudio
de 17 cepas de S. aureus, el 12% resultaron positivas para el gen seb, mientras los
genes sec y sed, se encontraron en menor proporcion del 14% para cada uno de los
genes, en nuestros resultados en el gen sec no se encontraron muestras positivas y

del gen sed se obtuvo 1 muestra positiva con total del 6%.
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Corredor F. et al., en su estudio de 100 cepas aisladas de S. aureus, determiné que el
17% poseian el gen sec, el 11% poseian el gen seb y el 3% poseian el gen sed. Al
contrario, en este estudio existié gran diferencia se analizaron 17 cepas en donde se
detectd que el 12% correspondia al gen seb, el 6% para el gen sed y no se encontré

en ninguna muestra positiva para el gen sec.

Gonzéalez M. et al., en su estudio en cepas aisladas de S. aureus obtenidas de mujeres
portadoras de S. aureus que cuidan y alimentan nifios, determind que el 22,0 % de los
aislamientos correspondia a portadoras de esta bacteria de las cuales el 8.4% poseia
el gen seb, en el caso de nuestra poblacion de estudio de las 17 cepas analizadas, el

gen seb no poseia muestras positivas.
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3. CONCLUSIONES:

La frecuencia del gen seb, que codifica para enterotoxina, fue de un 12% del total
de las cepas orales de Staphylococcus aureus aisladas en nifios de Ofiacapac-

Saraguro.

Ninguna de las cepas presentd el gen sec en S. aureus aisladas en la mucosa
oral sana de escolares de 6 a 12 afios de la comunidad de Ofacapac-Saraguro

presento el gen sec.

La frecuencia del gen sed, que codifica para enterotoxinas, fue de un 6% del total
de las cepas orales de Staphylococcus aureus aisladas en nifios de Ofiacapac-

Saraguro.

No se determind la existencia de 2 o0 mas genes a la vez que codifican para
enterotoxinas a la vez en las cepas de S. aureus aisladas en la mucosa oral sana

de escolares de 6 a 12 afos de la comunidad de Ofacapac-Saraguro.
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Anexo 1.

Ficha de registro de extraccion de ADN y PCR.

FICHA DE TRABAJO EN EL LABORATORIO DE GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

Cdédigo de la muestra: ‘ Procedencia:

Bacteria identificada: Staphylococcus aureus

Genes: ‘ tst ‘ ‘ ‘ hla ‘ hib ‘ hid ‘ hig-1 ‘ hig-2 sed

sea ‘ Seb

Sec

PROCEDIMIENTO Y RESULTADOS

Fecha
Extraccion de ADN

tificacio ADN
(SDS-Lisis alcalina-Temperatura) Cuantificacién de

Gen a identificar
Primers F:
R:

Calculos
Muestras Total

MM ul x

Primer F ul x

Primer R ul x

ADN ul x

Fecha Agua ul x

PCR (Reaccion en Cadena de Polimerasa) Total ul x

Protocolo Usado
1.- Desnaturalizacion inicial min x °C
2.- ciclos de:
Desnaturalizacion min x °C
Alineamiento

min x °C
Elongacion min x °C
3.- Elongacion final: min x °C

Protocolo:
Volt
mA
Electroforesis —
Fecha waH
min

MM: Master Mix
SDS: Sodio Dodecilsulfato
F:Forward

R:Reverse
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA TOMA DE MUESTRAS BIOLOGICA

Anexo 2.

Apatdos CLOMGH...... Va.r;ga.:'?..
umwﬂmﬁwy ...... Racaisn...

UNIVERSIDAD

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA TOMA DE MUESTRAS BIOLOGICAS
. o
Saraguro, &F. w.Cnexe de 2019

Fechs ds Necimiento 1170 3 /2009
SEXC: Fomenno: (|} Maaculing: ()

1.

Yo “DOY M CONSENTRMIENTO VOLUNTARIO™ gara qee miembros el grupo de rmeitigacis Gendtica v Diokogls
Malecular @0 % carrera de Odontologhy de by Undversidad Condhca de Cuoenca (profcilonades te cuarts mvl o
estucdares del (itimo 3%0 de 1a carrera, debifamente eetrena 0% ¥ Cascados), exdraipan rmusras duls cavidad
ord (beca) de i representado con on hisope, bas asabicen y pudbquen bos neiukados que se cbitengas o parti del
extudo de dichas musstoas, mastenimda of aaonimato, es deglr, s identifNicer & mi hjo(e) 0 represertadod).
Para alo se hacd o de un ittems do codticacdn ruminica, en ol que cada paclente sard identificads can en
cédign Bl scceso 2 b informacdn complets (detox personalas) 1l lo teadrin & divecions y co-divecion de!
proyecio

. NETirens @ ple de este documems se cotdtituye en of reconccimrentn de oo los beneficos v poadbles reggos del

proceso e Loema S eals mueitra fueron exsbcados a mi satiiaccidn por un profedons! de waled calficads,
Las muesines biokdgcas e transportardn y conservardn entre 2.8°C en ¢l Labavatono oo Blalogis Moleculs: v
Gendvica de la Universidad Condiica de Cuenca.
L mawntra asrds dowochadas 2 terminer of proceso de slenbra en medios da althes agarads, o5 dedr, &n un
periods na muper de 72 horss. Lon iestrumendos ermpleadon para la toma de bw miures (hisopos) serde
desechidos inmediatamente en bos conlenedares adgradod paes tal An, y poteriarments dipusctos siguisads
les narmes de Bloseguridad joommenia ENON).
£l estndio e totalmerns graouio. No existen beneficios econdonicos, Sn embangs, su hjela) reciskd wna charls
aducatiey robre s¥ O Bucal.

DECLARD:

Falser o imormado de maners cbjetve, clera y sercils de todos los apecton relsciarados con by toma de
maestras y o proyectos de mmeestipacicn relsconadas con les mismas.

e lekdo y comprendido ks Isformacin recitida ¥ se me ha dodo L opartunidad de forsular 1odas Las praguntss
Que he 0eido cporTunas.

Entienda que of Labaranadio e Biotogla Molecidar y Geadtica de b Unidad ge Salud y Blenestar e b Urdwersidad
Catddica de Cuerca almacerard 1as mussteas y lon raghttros oitenidos, per wn temps pradendal

Rajo ningdn concepto tr me a ofrecizo, =i pretando recibin, ningdn benetcls de 1P stondaico pora 1s 20ma de
extals| musstrals) o ba resbzacidn de ectos andlas.

En consecuencia, doy mi consentimiento para que se realice ka toma de la muestrs bickbgica,

\

Firma del Padre, Madre o Regresentante l'zgl

Nombre;  Werdy Vorge™ PULGAR DERECHO
sz (pls
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Anexo 3
AESNTIMIENTO INFORMADO PARA LA TOMA DE MUESTRAS BIOLOGICAS.

UNIVERSIDAD
CATOLICA DE CUENCA

COMIMOAD FIDUTATIER L PRS0 e e O

ASENTIMIENTO INFORMADO PARA LA TOMA DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Halal Mi nambre as Odonl. Esp. Magaly Jiménez y trabajo en la Universidad Catdiica
de Cuenca. Actuaiments mis estudiantes estdn reslizando un estudio para conocer
scarcs de 18 sslud bucal ganersd dal gar donde vives, Para elo queremos pedits qua
nos apoyes.

Tu participacion on el estudio consistina en permitimos hacsr una revisidn de tu boca y
fomar un poquito de saliva con un hisopa da akoddn,

Tu participacion en eels estudio 88 voluniaria, es deck, sun cuando U papd o W mamd
hayan dicho gue puades perticipar, s tu no quieres hacerlo puedes dack gue no, Es tu
decisidn s participas o no en el estudo. Tambiédn es mportante que sepas que, si an
un momenlo dado, ya no quieres continuar an el esbudio, no habrd Ningln problama, 0
81 no guieres respondar & alguna pregums an particular tampoco hebra probiema,
Esta informacién serd confidencial: esto quiare decir que no diremos 2 nadie lus
respuestas. Sak ko sabrén las parsonss que forman parls del equipo de aste estudio y,
d8 sar necasano, s padres,

Lambhcidn de los dalos e hard regpatando el anonimato, es dacir, tu nombes no a8
11 N e,

¢ Tenes alguna pregunta?
:Deseas coleborar con nosotros?
S0 NO{ )

cmc u..

W](j&}’ad /f ar/.'w. ﬁéﬂﬂa PULLAR DERECHO

Lugiw y Fecha: Oofacspec .S de enero de 2019
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