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RESUMEN

Staphylococcus aureus es la especie mas comun implicada en las
enfermedades infecciosas que causan morbilidad y mortalidad a nivel
mundial. Posee los genes hla, hlb, hld, hlg, hlg-v que codifican para
hemolisinas. Las hemolisinas son reconocidas como un factor de vi-
rulencia potencial que ataca a la membrana y produce destruccion de
las plaquetas y necrosis. Tienen la capacidad de sobrevivir por largos
periodos en superficies inertes como en pantallas de teléfonos moviles.
Estudio observacional de tipo transversal descriptivo. Se aislaron en un
estudio previo 16 cepas de Staphylococcus aureus a partir de 92 mues-
tras de pantallas de teléfonos moviles de estudiantes de odontologia. Se
utilizo la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa para detectar
los genes que codifican para hemolisinas. El gen hla se detecté en 75%
(12/16) de cepas de Staphylococcus aureus, hlb en 25% (4/16), hld 75%
(12/16), hlg 75% (12/16), hlg-v 13% (2/16). Este estudio evidencia el
alto porcentaje de cepas virulentas que poseen genes que codifican para
hemolisinas en pantallas de teléfonos moviles, lo que puede contribuir
aladiseminacion de este patdgeno. Es imperioso implementar medidas
para la desinfeccion de teléfonos moviles.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, hemolisinas, teléfonos
moviles.

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is the most common species implicated in
infectious diseases causing morbidity and mortality worldwide. It has
the hla, hlb, hld, hlg, hlg-v genes encoding for hemolysins. Hemolysins
are recognized as a potential virulence factor that attacks the membrane
and causes platelet destruction and necrosis. They have the ability to
survive for long periods on inert surfaces such as cell phone screens.
Observational descriptive cross-sectional study. Sixteen strains of
Staphylococcus aureus were isolated in a previous study from 92
samples of cell phone screens of dental students; the polymerase chain
reaction technique was used to detect genes coding for hemolysins.
The hla gene was detected in 75% (12/16) of Staphylococcus aureus
strains, hlb in 25% (4/16), hld 75% (12/16), hlg 75% (12/16), hlg-v 13
% (2/16). This study evidences the high percentage of virulent strains
that possess genes encoding for hemolysins in cell phone screens, which
may contribute to the dissemination of this pathogen. It is imperative
to implement measures for the disinfection of cell phones.
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INTRODUCCION

Los equipos electrénicos tienen superficies de plastico
y de vidrio, irregulares o lisas que sirven como fémites
en la transmisién de microorganismos patégenos dentro
de los hospitales, estos dispositivos estan en contacto
con las manos del personal de salud y no se realiza la
desinfeccion de los mismos.'

En los teléfonos méviles se han identificado algunos
tipos de bacterias y hongos. Estas bacterias pueden ad-
herirse a estos dispositivos por medio de moléculas en
sus membranas; posteriormente a su adhesion, forman
un biofilm, metabolizan los componentes del plastico y
los usan como nutrientes. El teléfono movil se ha vuelto
cotidiano en el ambito social y profesional, se utiliza sin
restricciones ni cuidados para desinfectarlo, por lo tanto,
se transforma en un reservorio de bacterias y posibilita
la transmision de microorganismos para el desarrollo de
enfermedades.’?

Las infecciones pueden ser: nosocomiales, aquéllas
que aparecen por el ingreso a hospitales, relacionadas con
los cuidados sanitarios, o adquiridas en la comunidad.
Este tipo de infecciones es uno de los problemas impor-
tantes en salud publica con gran importancia econémica
y social, por lo tanto, es necesario conocer el impacto de
estas infecciones en cada paciente.’

El género Staphylococcus son bacterias de tipo cocos,
anaerobios facultativos, Gram positivos, no esporulados,
haléfilos, inméviles y catalasa-positivos. Estas bacterias tie-
nen una gran resistencia a la sequedad y a la desinfeccién,
poseen un metabolismo fermentativo y oxidasa-negativo.
Son parte de la microbiota de la piel, tracto urogenital,
tracto respiratorio y transitoriamente del tracto digestivo
tanto en los humanos como en animales.”

Staphylococcus aureus (S. aureus) es la especie mas
comin implicada en las enfermedades infecciosas que
causan morbilidad y mortalidad a nivel mundial.

Esta bacteria es responsable de muchas infecciones de
la piel, sepsis y neumonta, tejidos blandos, endocarditis
y osteomielitis.”

S. aureus puede causar patologias de diversas grave-
dades, éstas dependen de factores de virulencia y de su
resistencia a los antibiéticos.

S. aureus produce proteinas bacterianas con actividad
stiper antigénica: toxinas exfoliativas, toxinas del sindrome
del shock toxico, enterotoxinas, hemolisinas, arginina desa-
minasa y leucocidina de Panton-Valentine (PVL) que actdan
como factores de virulencia. Las hemolisinas degradan los
tejidos del huésped para convertirlos en nutrientes para las
bacterias, son reconocidas como un factor de virulencia

potencial que ataca a la membrana celular y produce la
destruccion de plaquetas, destruccién lisosomal, isquemia 'y
necrosis, ya que son importantes en el desarrollo de fiebre,
impétigo, septicemia, y mds patologias graves.”

Investigar la presencia de S. aureus portador de hemo-
lisinas en teléfonos méviles puede ayudar a establecer el
papel que desempena esta clase de equipo como fuente
de transmision y reservorio de cepas virulentas de este
tipo de patégeno en las clinicas odontolégicas. Por lo
antes mencionado, este estudio se plantea como objetivo
identificar los genes que codifican para hemolisinas en
cepas de Staphylococcus aureus en pantallas de teléfonos
méviles de los estudiantes de dltimo afio de odontologia
mediante la reaccion de cadena polimerasa (PCR) en
Cuenca, Ecuador, 2020-2021. Los objetivos especificos
fueron identificar los genes que codifican para hemolisinas
hla, hlb, hid, hlg y hlg-v.

MATERIALY METODOS

Disefio y tipo: esta investigacion fue de tipo descriptivo
no experimental. El disefio es de tipo observacional y
corte transversal.

Muestra: los teléfonos méviles seleccionados para
el estudio fueron los que pertenecian a los alumnos del
dltimo ano de la carrera de odontologia que asisten a la
Clinica Universitaria Odontolégica de Cuenca, Ecuador.
Se recolect6 un total de 92 muestras mediante hisopados
de pantallas de teléfonos méviles sin estrategia de mues-
treo, ya que nuestro estudio es a conveniencia, de las
cuales 16 muestras fueron positivas para Staphylococcus
aureus (estudio previo). En estas muestras se analizaron
los genes que codifican para hemolisinas en el periodo
de septiembre de 2020 a enero de 2021.

Las variables consideradas en esta investigacion son de
tipo cualitativo y fueron: el nivel estudio de los estudiantes
de odontologia y los genes de S. aureus que codifican
para hemolisinas (hla, hlb, hld, hlg, hlg-v) aisladas en las
pantallas de los teléfonos méviles.

Durante la muestra se indic6 a los estudiantes que
no limpiaran la pantalla de su teléfono mévil para evitar
falsos negativos.

Para la inclusién de este estudio los teléfonos mo-
viles debian pertenecer a los alumnos de Gltimo afo
de la carrera de odontologia que asisten a la clinica
odontolégica, y firmar el consentimiento informado
aceptando participar en este estudio. Se excluyen de
este estudio aquellos alumnos que no aceptan partici-
par en el mismoy por lo tanto, firman el consentimiento
informado.
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Las muestras fueron recolectadas en un tubo que
contentfa caldo soya tripticasa (CST) mediante un hisopo
estéril (embebido en CST), el cual se froté sobre la pantalla
del teléfono mévil. Las muestras se llevaron al Laboratorio
de Biologia Molecular y Genética, Basilica, CITT de la
Universidad Catdlica de Cuenca para su procesamiento.

Metodologia: se aislaron en un estudio previo 16
cepas de Staphylococcus aureus mediante pruebas fenoti-
picas y genotipicas a partir de 92 muestras de pantallas de
teléfonos moviles, las cuales se encontraban almacenadas
a -80 °C. Estas cepas fueron incubadas por 24 horas a
37 °C en aerobiosis, luego se sembraron en agar manitol

salado y se incubaron durante 24-48 horas a 35-37 °C
en aerobiosis.”

Extraccion de DNA bacteriano: con las colonias puras
de S. aureus en agar manitol se realizé la extraccion de
DNA mediante el método denominado «lisis alcalinay,
en el cual se usa la centrifugacion, alta temperatura (100
°C) y una solucién de lisis (sodio dodecil sulfato 1% en
NaOH 0,25N) para extraer el DNA bacteriano.

Deteccién genotipica para hemolisinas (hla, hib,
hld, hlg, hlg-v): para la deteccién molecular de los genes
hla, hib, hid, hig, hig-v que codifican para hemolisinas se
utiliz6 la técnica de PCR, que se detalla en la Tabla 1, se

Tabla 1: Genes, primers, cepas y condicion de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Tamafio del Cepas Condicion de
Toxinas Genes Primers (5’-3") amplicon ATCC PCR

Alfa- hla F: CTGATTACTATCCAAGAAATTCGATTG 209 pb 25923 5min 94 °C
hemolisina R: CTTTCCAGCCTACTTTTTTATCAGT 30 ciclos:
30s94°C

1 min 55°C

1 min72°C

10 min 72 °C

Beta- hlb F: GTGCACTTACTGACAATAGTGC 309 pb 25923 5 min 94 °C
hemolisina R: GTTGATGAGTAGCTACCTTCAGT 30 ciclos:
30s94°C

1 min55°C

1min72°C

10 min 72 °C

Delta- hld F: AAGAATTTTTATCTTAATTAAGGAAGGAGTG 111 pb 25923 5min 94 °C
hemolisina R: TTAGTGAATTTGTTCACTGTGTCGA 30 ciclos:
30s594°C

1min55°C

1min72°C

10 min 72 °C

Gamma- hig F: GTCAYAGAGTCCATAATGCATTTAA 535 pb 33592 5 min 94 °C
hemolisina R: CACCAAATGTATAGCCTAAAGTG 30 ciclos:
componentes 30594°C

A ByC 1min55°C

1 min72°C

10 min 72 °C

Gamma- hlg-v F: GACATAGAGTCCATAATGCATTYGT 390 pb 25923 5 min 94 °C
hemolisina (hlg-2) R: ATAGTCATTAGGATTAGGTTTCACAAAG 30 ciclos:
(variante) 30594°C

1 min55°C

1 min72°C

10 min 72 °C
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Tabla 2: Frecuencia de los genes que

codifican para hemolisinas.

Genes Positivo, n (%) Negativo, n (%)
hla 11 (69) 5(31)
hlb 4 (25) 12 (75)
hld 12 (75) 4 (25)
hlg 12 (75) 4 (25)
hlg-v 2 (13) 14 (87)

indican los iniciadores (primers), productos amplificados,
cepas ATCC®y las condiciones de amplificacion.™”

Todas las reacciones de PCR para todos los genes
antes mencionados se llevaron a cabo en un volumen
final de 20 pL, el cual contenia: 10 pL de Mastermix
Promega Green GoTaq 2X, 1.5 uL de DNA 'y 5.5 pL de
agua ultrapura, 1.5 pl de cada primer.

La amplificacién se llevo a cabo en un termociclador
Agilent Sure Cycler 8800, segtn los protocolos indi-
cados mediante la Tabla 7. Los amplificados de PCR se
separaron por electroforesis en geles de agarosa a 2% p/v
(50 mL de gel con 2 plL de SYBR Safe DNA Gel Stain
10,000x de Invitrogen) sobre una camara horizontal
inmerso en buffer TAE 1X con un protocolo de 70V, 702
y 50W por 60 minutos. Se us6é un marcador de peso
molecular de 1 kb Plus DNA Ladder (Trackit de Invi-
trogen), el tamano de los amplificados se calculé segtin
las migraciones en los geles de agarosa comparandolo
con la migracién de las bandas marcadoras del DNA
del Ladder, se observaron sobre un transiluminador
UV y se fotografiaron.

Andlisis estadistico: los resultados de esta investigacion
se presentan en frecuencias absolutas y relativas. En este
estudio no se formaron subgrupos de las muestras, ya
que se pretendia conocer de manera global la presencia
de hemolisinas (hla, hlb, hld, hlg, hlg-v) en S. aureus en
las pantallas de teléfonos moviles de los estudiantes de
odontologia.

RESULTADOS

En este estudio se identificaron los genes (hla, hib, hid, hig,
hlg-v) que codifican para hemolisinas de las 16 muestras de
S. aureus que fueron aisladas de las pantallas de los teléfo-
nos méviles de los estudiantes que realizaban en practicas
en la Clinica Odontolégica de una Universidad de Cuenca.
La frecuencia de cada gen se muestra en la Tabla 2.

En las Figuras T a 5 se detallan las corridas electroforéticas
de cada uno de los genes que codifican para hemolisinas.

DISCUSION

Los teléfonos moviles son reservorios importantes de pa-
tégenos intrahospitalarios y comunitarios que producen
infecciones causantes de problemas de salud.” "

Este estudio detect6 la presencia de los genes que
codifican para hemolisinas de S. aureus; se detectaron hld
y hlgen 75%, hla en 71%, hlg-v en 69% y hlb en 25%. Se
interpreté que el gen més frecuente en las cepas aisladas
de S. aureus en nuestro estudio fue hld y hig.

En el estudio de Emira Noumi y colaboradores en
2020 en Tunez se aislaron 24 cepas de Staphylococcus
spp. en teléfonos moviles de estudiantes; se detect6 el
gen hla en nueve cepas con 37.5%, dato que es menor
que en este estudio.'”

Existen muy pocas investigaciones en las que se ha-
yan detectado en teléfonos méviles todos los genes que
codifican para hemolisinas, por lo que compararemos
con cepas de S. aureus aisladas de otras procedencias.

En el estudio realizado por Rodriguez Acosta y cola-
boradores en 2010 en Paraguay se recolectaron muestras
de secreciones, liquidos de puncion y partes blandas. Se
analizaron 50 genes aislados de S. aureus y se detect6 el
gen hlaen 16% Yy hlb en 8%, en comparacion con nuestro
estudio la deteccion de estos genes es menor.?

En el estudio de Kim, Ga Yeon y colaboradores en
2015 en Sedl y Cheonan se recolectaron muestras de
saliva de pacientes con enfermedad periodontal, en las
cuales estuvieron presentes los genes de virulencia que
codifican para hemolisinas en las 41 cepas aisladas de S.
aureus. Se detecto el gen hla en 97.6%, hlb en 10%, hld
en 100%, lo que coincide con nuestro estudio en relacién
a los genes que codifican para hemolisinas mas frecuentes
aisladas en cepas de S. aureus.'?

CONCLUSION

Los teléfonos méviles son una fuente de reservorio para
S. aureus. Este dispositivo se usa para diferentes tipos de
labores en el drea de la salud, la falta de normas para su
adecuado uso hace que estos equipos puedan diseminar
cepas virulentas de S. aureus productoras de hemolisinas
en las clinicas odontolégicas.

Es importante desarrollar e implementar medidas
especificas de informacién y prevencion para evitar la
contaminacién de teléfonos méviles y de esta manera
disminuir la diseminacién de este importante patégeno.
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Gen: hla
Amplicén: 209 pb

Ladder C+C- 2 3 4 13 32 38 39 40 4248 53 54 58 ‘64 65 68
™~ '

*

Figura 1: Producto de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para el gen hla (209 pb) en S. aureus aislados en pantallas de celulares, carril
1 ladder, carril 2 control positivo cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923, carril 3 control negativo cepa Streptococcus pyogenes ATCC 12344,
muestras positivas 2, 3, 13, 32, 38, 48, 53, 58, 64, 65, 68, muestras negativas 4, 39, 40, 42, 54.

Gen: hib
Amplicén: 309 pb

‘Ladder C+ C- 2 3 4 13 32 38 39 40 42 48 53 54 58 64 65 68

Figura 2: Producto de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para el gen hlb (309 pb) en S. aureus aislados en pantallas de celulares, carril
1 ladder, carril 2 control positivo cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923, carril 3 control negativo cepa Streptococcus pyogenes ATCC 12344,
muestras positivas 2, 13, 32, 38, muestras negativas 3, 4, 39, 40, 42, 48, 53, 54, 58, 64, 65, 68.

Gen: hld
Amplicon: 111 pb

Ladder C+C- 2 3 4 13 32 38 39 40 42 48 53 54 58 64 65 68

Figura 3: Producto de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para el gen hld (111 pb) en S. aureus aislados en pantallas de celulares, carril
1 ladder, carril 2 control positivo cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923, carril 3 control negativo cepa Streptococcus pyogenes ATCC 12344,
muestras positivas 2, 3, 4, 13, 32, 38, 39, 48, 53, 58, 64, 68, muestras negativas 40, 42, 54, 65.
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Gen: hlg
Amplicon: 535 pb

Ladder C+C- 2 3 4 13 32 38

39 40 42 48 53 54 58 64 65 68

Figura 4: Producto de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para el gen hlg (535 pb) en S. aureus aislados en pantallas de celulares, carril
1 ladder, carril 2 control positivo cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923, carril 3 control negativo cepa Streptococcus pyogenes ATCC 12344,
muestras positivas 3, 4, 13, 32, 38, 39, 48, 53, 58, 64, 65, 68, muestras negativas 2, 40, 42, 54.

Gen: hlg-v
Amplicén: 390 pb

Ladder C+ C- 2 3 4 13 32 38 39 40 42 48 53 54 58 64 65 68

Figura 5: Producto de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para el gen hlg-v (390 pb) en S. aureus aislados en pantallas de celulares, carril
1 ladder, carril 2 control positivo cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923, carril 3 control negativo cepa Streptococcus pyogenes ATCC 12344,
muestras positivas 2, 53, muestras negativas 3, 4, 13, 32, 38, 39, 40, 42, 48, 54, 58, 64, 65, 68.
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