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Resumen

Objetivo. Utilizar la técnica de amplificacién aleato-
ria de ADN polimdrfico (random amplification of
polymorphic DNA, RAPD para caracterizar molecu-
larmente cepas de Staphylococci productoras de toxi-
nas, aisladas de operarios de plantas de produccion
de alimentos. Materiales y métodos. Se utilizaron
31 aislamientos enterotoxigénicos de Staphylococci
para la extraccion y cuantificacion de ADN. Posterior-
mente, se realizd un ciclo general de amplificacion
utilizando los oligonucledtidos HLWL-74 y arbitrario,
seguido por la visualizacién de los productos de RAPD
por electroforesis en gel de agarosa. Resultados.
Para los dos oligonucleétidos utilizados, se observa-
ron de 1 a 15 bandas, dos linajes, divididos en tres
conglomerados (A, B y C). El oligonucledtido arbitra-
rio generd 10 bandas polimoérficas (66,66%) y el
oligonucledtido HLWL-74 arrojo 13 bandas altamen-
te polimorficas (86,66%). Cada oligonucledtido mos-
tré un agrupamiento diferente de cada una de las
cepas, lo cual muestra una alta diversidad de aisla-
mientos de Staphylococci presentes en humanos.
Conclusiones. Se presentd una alta diversidad mo-
lecular en cuanto a aislamientos de garganta, nariz y
manos de un mismo individuo, asi como en todos los
aislamientos analizados, lo cual demuestra que las
cepas enterotoxigénicas de Staphylococci encontra-
das en los operarios analizados tienen una alta di-
versidad molecular. Palabras clave: Staphylococci,
RAPD, operarios, polimorfismos, toxinas.
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Abstract

Objective. To use Randomly Amplified Polymor-
phic DNA (RAPD) to compare molecularly entero-
toxigenic Staphylococci strains isolated from people
working in food processing plants. Materials and
methods. 31 Staphylococci enterotoxigenic isolates
were used for extraction and quantification of DNA,
followed by a general amplification cycle with the
HLWL-74 and arbitrary oligonucleotides with
visualization of the RAPD products by agarose gel
electrophoresis. Results. The two oligonucleotides
used generated 1 to 15 bands, two mayor lineages
divided in three clusters (A, B, and C). The arbitrary
oligonucleotide generated 10 polymorphic bands
(66.66%), the HLWL-74 oligonucleotide generated
13 polymorphic bands (86.66%). Each oligonu-
cleotide generated a different type of grouping with
respect to each of the strains analyzed. This shows
a high diversity between the human isolates of
Staphylococci. Conclusion. A high molecular
diversity was present amongst throat, nose and
hands isolates from the same person, and among
the analyzed isolates; this demonstrates a high
molecular diversity in Staphylococci enterotoxigenic
isolates. Key words: Staphylococci, RAPD, food
handlers, polymorphisms, toxins.
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INTRODUCCION

Diferentes especies de Staphylococci, tales como S.
aureus, S. intermedius, S. epidermidis, S. hyicus y
S. warneri, pueden producir enterotoxinas (1). La
intoxicacion por S. aureus se ha considerado, a nivel
mundial y en Colombia, como la segunda causa de
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), des-
pués de Campylobacter o Salmonella (2-5). Esta in-
toxicacion alimentaria se desarrolla pocas horas
después del consumo de alimentos o bebidas conta-
minadas con una o mas de las toxinas de Staphy-
lococci preformadas. La intoxicacion causa gastroen-
teritis con sintomas como nauseas, vomito, dolor
abdominal, con diarrea o sin ella, de recuperacion
relativamente rapida que varia entre 1 a 3 dias, y de
baja mortalidad (6).

Por lo anterior, en la mayoria de los paises las
personas no reportan la intoxicacion, lo cual dificul-
ta la obtencion de datos epidemioldgicos confiables
de la incidencia de la misma (7). Ademas, en pai-
ses como Estados Unidos se ha estimado una inci-
dencia anual de 185.000 casos con 1.750 hospitali-
zaciones (8). En el sector econémico y en el industrial
es una de las mas importantes a nivel mundial, con
costos de $1,5 billones (2, 6, 8). Las toxinas
preformadas de Staphylococci son proteinas senci-
llas, codificadas en islas de patogenicidad, las cua-
les han sido designadas, de acuerdo con su
antigenicidad, desde toxinas de Staphylococci
preformadas tipo A a O. La mayoria se han conside-
rado como superantigenos y pueden ser producidas
por S. aureus o por otras especies en alimentos
ricos en proteinas y grasas como jamones, quesos,
sandwiches, etc. (6, 8).

Los alimentos pueden contaminarse por mane-
jo inadecuado o malas condiciones de produccién y
almacenamiento, o ambas. La causa mas frecuente
de contaminacion es por los operarios que preparan
y sirven los alimentos (manipuladores de alimentos)
(3), debido a que S. aureus forma parte de la flora
usual de la nasofaringe y piel sin causar necesaria-
mente enfermedad en humanos (9).

Diferentes estudios epidemioldgicos de S. aureus
aislado de alimentos, humanos y de animales se han
basado en técnicas fenotipicas como biotipificacion,
tipificacion por bacteriéfagos, pruebas de sensibili-
dad o resistencia a antibidticos. Igualmente, otros
autores han realizado estudios moleculares de dife-
rentes cepas de Staphylococci utilizando técnicas
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como electroforesis en campo pulsado (pulsed field
gel electrophoresis, PFGE), relacionando los aislamien-
tos ya sea de humanos o animales con el origen del
brote y estableciendo agrupaciones genotipicas, con
el fin de caracterizar las bacterias. Los RAPD han
sido utilizado extensamente para diferenciar aisla-
mientos de Staphylococci (10) a nivel mundial.

Sin embargo, en Colombia no existen datos so-
bre la variabilidad genotipica de las cepas entero-
toxigénicas de Staphylococci (11), y no hay informa-
cion de este método en nuestro medio con respecto
a los aislamientos de Staphylococci provenientes de
humanos.

El objetivo del presente trabajo es la utiliza-
cion de dos oligonucledtidos (HLWL-74 y arbitrario)
mediante la amplificacion aleatoria de ADN
polimérfico (RAPD) para determinar diferencias
genotipicas entre las cepas de Staphylococci pro-
ductoras de toxinas, aisladas de personas que tra-
bajan en manipulacién de alimentos, lo anterior con
el fin de tener un tamizaje inicial en el conocimiento
molecular de las cepas que estan circulando en nues-
tro medio para que, en un futuro, sean caracteriza-
das molecularmente con técnicas mas precisas. Los
resultados de este trabajo son de gran importancia
porque es el primer estudio en nuestro medio en el
que se caracterizan molecularmente cepas toxigénicas
de Staphylococci, lo cual permite determinar la di-
versidad de las mismas y, a su vez, los resultados
pueden ser utilizados para relacionar cepas causan-
tes de brotes de intoxicacion alimentaria y cepas de
humanos.

MATERIALES Y METODOS

Aislamientos bacterianos

Se estudiaron 31 aislamientos de Staphylococci, de
operarios de alimentos de diferentes plantas de pro-
duccion de alimentos; 16 aisladas de nariz, 4 de
manos y 11 de garganta. Los 31 aislamientos se
caracterizaron toxigénicamente en un estudio ante-
rior para la produccidon de toxinas seA, seB, seC y
seD (tabla 1). Las bacterias se conservaron a -70°C
hasta su analisis.
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Aislamientos bacterianos analizados por RAPD
Aisla- Bacteria Productores Origen/
miento de toxina A* N°
operario

36N5 Staphylococcus aureus (-] Nariz/1
36N3 Staphylococcus spp. (-] Nariz/1
36N1 Staphylococcus intermedius (-] Nariz/1
11N1 Staphylococcus spp. (+) Nariz/2
11N2 Staphylococcus intermedius (+) Nariz/2
11N3 Staphylococcus aureus (+) Nariz/2
11N4 Staphylococcus aureus (+) Nariz/2
11N5 Staphylococcus aureus (+) Nariz/2
11G1 Staphylococcus spp. (-] Garganta/2
11G2 Staphylococcus spp. (-] Garganta/2
11G3 Staphylococcus aureus (-] Garganta/2
11G4 Staphylococcus spp. (-] Garganta/2
16N4 Staphylococcus aureus (-] Nariz/3
16N5 Staphylococcus aureus (-) Nariz/3
07N5 Staphylococcus aureus (-) Nariz/4
0BM2 Staphylococcus spp. (+) Manos/5
25G1 Staphylococcus aureus (+) Garganta/6
25G2 Staphylococcus spp. (+) Garganta/6
25G3 Staphylococcus spp. (+) Garganta/6
25G4 Staphylococcus spp. (+) Garganta/6
08N2 Staphylococcus aureus (-) Nariz/7
08NB Staphylococcus intermedius (-] Nariz/7
10M1 Staphylococcus spp. (-] Manos/8
10G2 Staphylococcus spp. (-] Garganta/8
14G1 Staphylococcus aureus (-] Garganta/9
03M3 Staphylococcus spp. (-] Manos/10
22N3 Staphylococcus aureus (-) Nariz/11
35N5 Staphylococcus aureus (+) Nariz/12
17M1 Staphylococcus spp. (-) Manos/13
39N4 Staphylococcus intermedius (+) Nariz/14

*Ninguna de las cepas analizadas fue positiva para las toxinas seB,
seC, y seD.

Extraccion, cuantificacion

y preservacion de ADN

Se realizaron cultivos en BHI (Oxoid) a 37°C por 18
horas y la extraccion de ADN bacteriano se realizd a
partir de 1 ml del cultivo. Se utilizd el estuche para
aislamiento de ADN procariético (ProDNA 2003, Cor-
poracion Corpogen) y se siguieron las instrucciones
del fabricante. El ADN extraido se reconstituyd en 50
I de solucién de resuspension del estuche. Posterior-

mente, se cuantific el ADN en el espectro-fotdmetro
(Biomate 3, Thermospectronic, Rochester NY, USA) y
se tomaron lecturas a 260, 280 y 320 nm para esti-
mar la pureza y cantidad del ADN. Una vez estableci-
da la cantidad de ADN y ajustado a concentracion de
20 ng/ul, se conservd a -20°C hasta su andlisis.

Condiciones de RAPD

La técnica fue aplicada para los 31 aislamientos. Se
utilizaron dos oligonucledtidos sintetizados por
Promega Corporation de 10 pares de bases HLWL-74
(5'-ACG TAT CTG C-3') (12, 13, 14) y arbitrario de 10
pb (5'-GAG CTC GTG T-3') reportado por la Unidad
de Servicio de Acidos Nucleicos y Proteinas de la
University of British Columbia como estandar para
reacciones de RAPD (3). El ciclo general con el cual
se trabajo fue estandarizado en el laboratorio, con
base en protocolos previamente reportados en la li-
teratura (15-18). Se llevd a cabo una denaturacién
inicial, 94°C: 5 minutos, seguida por 30 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 37°C por 45 segundos, 72°C por 1
minuto y un ciclo final de 72°C por 5 minutos. Los
ciclos de amplificacién se llevaron a cabo en un
termociclador Gene Cycler™ (Bio-Rad Laboratories,
Inc., United States of America).

Se trabajo un volumen final de 25 pl que conte-
nia 0,1 U/ul Tag polimerasa (TucanTaq,; Corporacion
Corpogen); 3 mM MgCl, 0,2 mM de cada dNTP
(Promega Corporation), 1,5 uM de iniciador y 105 ng
de ADN. Cada reaccion se realizd dos veces para
cada aislamiento y cada oligonucledtido.

La visualizacion de los productos de amplifica-
cion se hizo en geles de agarosa (Bio-Rad Labora-tories,
Inc,, United States of America) al 0,7% preparados en
tampdn TBE 1X, se corrieron en camaras Wide Mini y
Wide Sub Cell GT (Bio-Rad Laboratories, Inc. United
States of America). Los geles se tifieron con bromuro
de etidio, 10 mg/ml por 45 minutos. Todas las reac-
ciones se prepararon con un control negativo (agua
libre de nucleasa) y con marcador de peso molecular
de ADN de fago A digerido con EcoRI+ HindIII (Promega
Corporation). Los productos se visualizaron en Chemi-
Doc XRS system (Bio-Rad Laboratories).

Los datos se analizaron con el programa Quantity
One Chemi-Doc XRS system (Bio-Rad Laboratories).
Para cada oligonucledtido se construyé una matriz
binaria (1 = banda presente, 0 = banda ausente)
teniendo en cuenta solamente las bandas mas fuer-
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tes y de mayor resolucién. Finalmente, se construyd
un dendrograma empleando el programa SYN-TAX
2000, con la herramienta de agrupacion jerarquica
algoritmo UPGMA vy el coeficiente de correlacién de
Jaccard para cada oligonucleétido.

RESULTADOS

Los dos oligonucledtidos generaron un nimero de
bandas considerables. Para la determinacion de la
variabilidad genética solo se tuvieron en cuenta aque-
llas bandas que tenian mayor intensidad. El perfil de
bandeo mostrd un rango de 1 a 15 bandas (figuras 1
y 2). El oligonucledtido arbitrario generé 10 bandas
polimoérficas (66,66%) y el oligonucledtido HLWL-74
generd 13 bandas, lo cual determiné mayor
polimorfismo (86,66%) entre las cepas. No se detec-
taron productos de amplificacion en los controles ne-
gativos.

94 4 2 00 54 NS 35821 11104 2561 0HG 303 14 31

Perfiles de RAPD de aislamientos de Staphylococci de personas
que trabajan en produccién de alimentos. Linea 1: marcador de peso
molecular, digerido de fago A con EcoRI+ HindIII (Promega Corporation).
Lineas 2-17: oligonucledtido arbitrario.

Nota: los nimeros corresponden a los codigos de los aislamientos; el signo
(-) indica el control negativo.

Los dendrogramas, construidos para cada
oligonucledtido por medio del programa SYN-TAX,
mostraron dos linajes (I, II), agrupados en tres gru-
pos mayores (A-C) o seis subtipos (tipol a tipo 6)
(figuras 3 y 4).
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Perfiles de RAPD de aislamientos de Staphylococci de personas
que trabajan en produccién de alimentos. Linea 1: marcador de peso
molecular, digerido de fago A con EcoRI+ HindIII (Promega Corporation).
Lineas 2-13: oligonucledtido HLWL-74.

Nota: los nimeros corresponden a los cddigos de los aislamientos; el signo
(=) indica el control negativo.

Los operarios portadores de cepas toxigénicas
seA se agruparon en los dos linajes para los dos
oligonucledtidos (HLWL-74 y arbitrario) (figuras 3 y
4). Con el oligonucledtido HLWL-74, tres de cinco ais-
lamientos (11N4, 11N1, 11N3) seA del operario 2 (ta-
bla 2) se agruparon en el linaje I, grupo Ay en el
linaje II conglomerado C para el oligonucledtido ar-
bitrario, al comparar los aislamientos de garganta
del mismo operario 2 (11G1, 11G2, 11G3, 11G4 y
11G5) (tabla 1) , se observd que se agruparon en los
linaje Iy II grupo C para los oligonucledtidos arbitra-
rio y HLWL-74. Con respecto a los demas aislamien-
tos de nariz, se observd que, al utilizar los dos
oligonucledtidos, estas cepas estuvieron agrupadas
en los dos linajes.

Se observd que solamente los aislamientos del
operario 3 (16N4, 16N5) (tabla 1), el cual no era por-
tador de cepas toxigénicas, se agruparon en el con-
glomerado C al utilizar los dos oligonucleétidos, he-
cho que no se observd con los otros aislamientos.

En cuanto a los aislamientos de garganta del
operario 6 (25G1, 25G2, 25G3 y 25G4) (tabla 1), por-
tador de enterotoxina seA, se observd que estuvie-
ron agrupados bajo el linaje II, conglomerado C, al
utilizar el oligonucleétido HLWL-74, y bajo el linaje I
conglomerado A, con el oligonucledtido arbitrario. Los
aislamientos de garganta (10G2 y 14G1) correspon-
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dientes a los individuos 8 y 9 (tabla 1) se agruparon el linaje I, conglomerado B, con un porcentaje de
en el linaje II, conglomerado C al utilizar los dos disimilitud de 63% con respecto a los demas aisla-
oligonucledtidos; los aislamientos restantes se agru- mientos con el oligonucledtido arbitrario y, en el lina-

paron en los dos linajes. Los aislamientos de manos je I, conglomerado A, con un porcentaje de disimili-
(10M1 y 06M2) (tabla 1) estuvieron agrupados bajo tud de 77% con el oligonucleétido HLWL-74.

Dendrograma de 31 cepas de Staphylococci analizadas por RAPD
para oligonucledtido arbitrario.
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Dendrograma de 31 cepas de Staphylococci analizadas por RAPD
utilizando el oligonucleotido HLWL-74
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DISCUSION

Los principales reservorios de Staphylococi son los
canales de la nasofaringe y la piel. Constantemente,
las empresas procesadoras de alimentos experimen-
tan problemas asociados con el elevado nimero de
contaminacion a causa de este microorganismo, el
cual puede generar gastroenteritis en los consumi-
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dores de estos alimentos originados por la produc-
cion de enterotoxinas termoestables (6, 19).

Para fines de control especifico de este micro-
organismo, es importante el conocimiento del origen
de la contaminacion. Las técnicas moleculares como
RAPD se han utilizado en otros estudios con el fin de
demostrar la fuente de contaminacion y las rutas por
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las cuales el microorganismo es transmitido al ali-
mento (20). De igual forma, la genotipificacion de
Staphylococci se ha convertido, segin otros autores,
en parte de sistemas de inspeccion, para el estudio
de brotes y la relacién entre cepas, ya que al igual
que en Colombia la intoxicacién por este patdgeno
no se reporta y no se conoce la relacion que existe
entre los aislamientos de humanos, principales
reservorios de Staphylococci (19, 20). Por esta ra-
z6n, estudiamos 31 aislamientos de Staphylococci
obtenidos de operarios manipuladores de alimentos
con el fin de determinar las relaciones entre estos
mediante la técnica de RAPD. Esta técnica, junto con
la electroforesis en campo pulsado (PFGE), y el
polimorfismo de longitud de fragmentos amplifica-
dos (amplified fragment length polymorphism AFLP),
entre otras, se ha utilizado en otros estudios de
genotipificacion de Staphylococci en los cuales se ha
reportado que esta técnica, aunque con menor po-
der discriminatorio que la técnica de PFGE, ha mos-
trado una buena sensibilidad y reproducibilidad, ade-
mas de ser menos costosa (6, 10).

Los perfiles moleculares obtenidos utilizando los
dos oligonucledtidos generaron bandas altamente
reproducibles. Cada oligonucledtido mostré un agru-
pamiento para cada una de las cepas, lo cual demuestra
una alta diversidad genética entre los aislamientos de
Staphylococci que forman parte de la flora usual en
humanos. Los resultados indican que hubo un mayor
porcentaje de polimorfismos (86,66%) con el
oligonucledtido HLWL-74 que con el oligonucledtido
arbitrario (66,66%). Por lo tanto, se sugiere para fu-
turos estudios con RAPD utilizar el oligonucledtido
HLWL-74. Los resultados de la caracterizacion mole-
cular de los aislamientos indican que un individuo puede
ser portador de varios tipos de aislamientos diferen-
tes; por ejemplo, las cepas de nariz de un mismo indi-
viduo productoras de toxina estuvieron agrupadas bajo
el mismo conglomerado y presentaron patrones parti-
culares de bandeo, al igual que los aislamientos de
garganta no productores de toxina de este mismo in-
dividuo fueron agrupadas en un solo conglomerado.
Asi mismo, los aislamientos de garganta productores
de toxina seA provenientes del individuo VI se agrupa-
ron bajo un mismo conglomerado, mientras que los
demas aislamientos no se agruparon en un conglo-
merado exclusivo. Las cepas de manos se agruparon
bajo el linaje I para ambos oligonucleétidos con un
porcentaje mayor a 60% de disimilitud.

Estos resultados sugieren que puede haber flu-
jo genético entre cepas de un mismo individuo, lo
cual es muy importante, ya que estas cepas pueden
generar diferentes tipos de brotes los cuales no es-
tan reportados epidemioldgicamente en nuestro pais.

En conclusion, este estudio es un primer acer-
camiento a la tipificacion molecular de cepas de
Staphylococci en humanos. La presencia de cepas
aisladas de garganta, nariz y manos con diferentes
tipos moleculares en un mismo individuo revela di-
versa informacion genética que, eventualmente, pue-
de dar origen a nuevas variantes de estas cepas de-
bido al flujo genético. Estas diferencias moleculares
pueden reflejar caracteristicas fisioldgicas y ecoldgi-
cas que pueden conferir ventajas adaptativas, las
cuales finalmente podrian traducirse en cepas pro-
ductoras de enterotoxinas mas resistentes a las con-
diciones ambientales.

La presencia de enterotoxina seA en algunos
aislamientos revela que las personas saludables son
un reservorio de cepas enterotoxigénicas, lo cual
puede ser un riesgo de salud publica, ya que estas
cepas pueden pasar a los alimentos contaminando-
los y generando brotes que, en la actualidad, son
desconocidos por la ausencia de reportes epidemio-
l6gicos.

Para futuros estudios, se recomienda determi-
nar la relacion entre cepas provenientes de huma-
nos y de alimentos implicados en brotes con el fin de
establecer relaciones genéticas mas especificas, lo
cual serd muy Util para estudiar la epidemiologia de
intoxicaciones estafilocdcicas en Colombia. Ademas,
se recomienda continuar con la implementacion de
programas de salud ocupacional en las industrias con
el propdsito de tener especial interés en las perso-
nas que manipulan alimentos y, de esta forma, ase-
gurar la inocuidad de los alimentos.
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