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RESUMEN
Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) representan un desafio para la salud publica en
todo el mundo. Una de las ETAs méas comun es la intoxicacion alimentaria estafilocdcica. Este estudio
evaluo la presencia de Staphylococcus aureus y detectd de forma molecular los genes de enterotoxinas
clasicas (SEs) en aislados bacterianos a partir de queso manaba, un alimento fresco tradicionalmente
elaborado en Ecuador. Se analizaron 50 muestras de queso recolectadas en el Distrito Metropolitano
de Quito durante julio y agosto de 2024. Se aislaron 169 cepas de Staphylococcus mediante cultivos
en medios selectivos y pruebas de coagulasa y catalasa, identificando 44.38% aislados como coagulasa
positivos (CPS) y 55.62% como coagulasa negativos (CNS). Los genes sea, seb, sec y sed fueron
detectados mediante PCR mudltiplex. Ademas, el 100% de las muestras superd los limites
microbiologicos establecidos por la Norma NTE INEN 1529-14, con recuentos de S. aureus de hasta
5 logaritmos por encima del limite permitido. Todas las cepas portadoras de genes de SEs fueron CPS,
con una prevalencia de genes del 7.1% a nivel de cepas y del 22.00% a nivel de muestras. Aunque no
se detectaron genes de SEs en cepas de CNS, estas no deben subestimarse, ya que pueden portar genes
de enterotoxinas. Estas toxinas son altamente resistentes a condiciones adversas, y el queso manaba es
un ambiente propicio debido a su alto contenido de proteinas, sal y actividad de agua, ademas de
practicas de manipulacion y almacenamiento inadecuadas. Los resultados subrayan la necesidad de
mejorar las condiciones de higiene en la produccién y conservacién de este queso para prevenir
intoxicaciones alimentarias. Ademas, destacan la importancia de reforzar la vigilancia y el control en

la cadena de suministro.

Palabras clave: intoxicacion alimentaria, Staphylococcus aureus, enterotoxinas (SES), queso manaba,
genes, coagulasa positivo (CPS), coagulasa negativo (CNS), contaminacion microbioldgica,

inocuidad.



ABSTRACT
Foodborne diseases (FBDs) represent a public health challenge worldwide. One of the most common
FBD is staphylococcal food poisoning. This study evaluated the presence of Staphylococcus aureus
and molecularly detected classical enterotoxin genes (SESs) in bacterial isolates from manaba cheese,
a fresh food traditionally produced in Ecuador. Fifty cheese samples collected in the Metropolitan
District of Quito during July and August 2024 were analyzed. A total of 169 Staphylococcus strains
were isolated by selective media culture and coagulase and catalase tests, identifying 44.38% of the
isolates as coagulase positive (CPS) and 55.62% as coagulase negative (CNS). sea, seb, sec and sed
genes were detected by multiplex PCR. In addition, 100% of the samples exceeded the microbiological
limits established by NTE INEN 1529-14, with S. aureus counts up to 5 logarithms above the permitted
limit. All strains carrying SEs genes were CPS, with a gene prevalence of 7.1% at the strain level and
22.00% at the sample level. Although no SEs genes were detected in CNS strains, these should not be
underestimated, as they may carry enterotoxin genes. These toxins are highly resistant to adverse
conditions, and manaba cheese is a favorable environment due to its high protein content, salt and
water activity, as well as inadequate handling and storage practices. The results underline the need to
improve hygiene conditions in the production and preservation of this cheese to prevent food
poisoning. In addition, they highlight the importance of reinforcing surveillance and control in the

supply chain.

Keywords: food poisoning, Staphylococcus aureus, enterotoxins (SEs), manaba cheese, genes,

coagulase-positive (CPS), coagulase-negative (CNS), microbiological contamination, food safety.
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INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos o0 ETASs se consideran uno de los problemas
maés importantes de salud a nivel mundial ya que son causa importante de mortalidad. La OMS
estima que los alimentos contaminados causan aproximadamente 600 millones de
enfermedades al afio, ocasionando 420.000 muertes en todo el mundo (WHO, 2015). Una de
las intoxicaciones alimentarias mas comunes es la intoxicacién alimentaria por Staphylococcus
aureus. Usualmente la contaminacion se genera durante las etapas de manipulacion del
alimento por portadores humanos, falta de barreras protectoras, e igualmente puede existir
contaminacion de origen animal (Yuliza et al., 2024). Las intoxicaciones consisten en una serie
de sintomas como nauseas, dolor abdominal, diarrea, vomito y en pocas ocasiones fiebre
(Fisher et al., 2018). Los sintomas tardan en aparecer entre 30 minutos a 8 horas después de la
ingestion de un alimento contaminado con la toxina preformada (Yuliza et al., 2024). Sin
embargo, es una enfermedad autolimitada, esto quiere decir que se controla por si sola en un

periodo de 1 a 3 dias desde la aparicion de los sintomas (Fisher et al., 2018).

El género Staphylococcus consiste en 53 especies de las cuales algunas suelen estar
involucradas en intoxicaciones alimentarias (Freitas et al., 2023). Son cocos Gram positivos,
catalasa positivos, agrupados en forma de racimos, inmoviles, anaerobios facultativos y
algunas especies pueden tener caracteristicas virulentas (Marino et al, 2010). La catalasa rompe
el perdxido de hidrégeno en oxigeno y agua y permite diferenciar este género de otros cocos
Gram positivos, como Streptococcus y Enterococcus. Por otro lado, resisten el pH acido, altas
concentraciones de sal y baja actividad de agua (Cervantes et al., 2014). Algunas especies de
este género forman parte de la microbiota animal y humana y pueden encontrarse en la piel,
mucosas Y tracto gastrointestinal (Fisher et al., 2018; Cervantes et al., 2014). Staphylococcus

aureus es considerada la especie mas patdgena del género debido a que produce varios factores
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de virulencia entre ellos las enterotoxinas, y se estima que es el tercer patdgeno méas comin en

el mundo entre los transmitidos por alimentos (Kou et al., 2021).

Los Staphylococcus se pueden clasificar en dos grupos basados en la produccion de
coagulasa. La coagulasa convierte el fibrindgeno en fibrina formando coagulos en la sangre, y
se consideraba que existe una relacion entre la produccion de coagulasa y la produccion de
enterotoxinas (Argudin et al., 2010). Sin embargo, es importante mencionar que solamente
existe informacion bien caracterizada para S. aureus (Fisher et al., 2018). Algunas especies de
Staphylococcus coagulasa positivos son S. aureus, S. schleiferi ssp. coagulans, S. delphini, S.

intermedius, S. lutrae, S. hyicus y S. pseudointermedius (Takashi et al., 2010).

Por otro lado, las enterotoxinas (SES) son proteinas no glicosiladas de bajo peso
molecular que son producidas por las bacterias en el alimento, igualmente son consideradas
como superantigenos. Los superantigenos provocan la proliferacién de linfocitos T de manera
no especifica, lo que lleva a una activacion excesiva de la respuesta inmune (Fisher et al.,
2018). Esta activacion descontrolada puede llevar a la produccién masiva de citoguinas
proinflamatorias, alterando la funcién inmunoldgica normal y llegar a desencadenar efectos
que incluyen fiebre, falla de 6rganos y alta mortalidad. Segun la FDA, la dosis infectiva de
intoxicacién por SEs es inferiora 1 ug y en el caso de S. aureus se alcanza cuando la poblacion
supera los 10° UFC/g en el alimento (Freitas et al., 2023). Ademas, estas toxinas tienen una
gran resistencia a condiciones extremas como pH &cido, altas temperaturas y la digestion
proteolitica (Le Loir y Hennekinne, 2014). Aungue es posible que las bacterias ya no estén
presentes, la toxina puede causar enfermedad después de ser ingerida en cantidades suficientes

(Pinchuk et al., 2010).

Los genes que codifican para las enterotoxinas se encuentran distribuidos en elementos

moviles como transposones, plasmidos, bacteriofagos e islas de patogenicidad (SaPls) (Zhu et
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al., 2024). Ademas, es importante destacar la relevancia del locus EGC que contiene un operén
de genes que codifica para diversas enterotoxinas y contribuye a la generacion de nuevos tipos
de SEs y variantes (Fisher et al., 2018). Actualmente se han descrito hasta 23 tipos de SEs en
S. aureus, al igual que sus variantes, siendo las SEs clésicas SEA, SEB, SEC, SED, y SEE las
maés estudiadas (Yuliza et al., 2024). A lo largo de los afios se ha estudiado el mecanismo de
produccion de enterotoxinas en S. aureus, el cual esta regulado por el sistema Agr de Quorum
Sensing, que se activa en altas densidades celulares (10° UFC/g) y modifica la expresion génica
de la bacteria (Fisher et al., 2018). Ademas, factores como temperatura, pH, actividad de agua

y concentracién de sal son necesarios para inducir esta produccion (Fisher et al., 2018).

Igualmente, las intoxicaciones alimentarias por S. aureus suelen asociarse a alimentos
preparados listos para el consumo y alimentos ricos en proteinas como lo son los productos
lacteos (Schelin et al., 2017). Por ejemplo, el queso es un gel que retiene la mayoria de los
solidos de la leche, pero es susceptible a la contaminacion debido a alta actividad de agua y un
pH cercano a la neutralidad (Gonzalez et al., 2023). El queso manaba es un queso fresco
originario de la provincia de Manabi. Tradicionalmente para su elaboracién se utiliza leche sin
pasteurizar en la que se coloca directamente el cuajo, es rico en sal, usualmente no se lo
encuentra refrigerado y es altamente manipulado (Yuliza et al., 2024). Su proceso de
manufactura, composicién del queso, y condiciones de almacenamiento vuelven a este
alimento un medio Optimo para el crecimiento bacteriano e igualmente para la produccion de

enterotoxinas (Silva et al., 2021).

En el Ecuador la informacion acerca de intoxicaciones por Staphylococcus es registrada
pero no esta disponible publicamente en la Gaceta Epidemioldgica del Ministerio de Salud
Pablica (MSP), a pesar de que se estima que es una de las intoxicaciones mas comunes. En

2023 se registrd un total de 9.765 casos de intoxicaciones alimentarias causadas por diversos
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patdgenos. Dentro de este total, 449 casos fueron intoxicaciones por Staphylococcus con 28
casos reportados en el Distrito Metropolitano de Quito (Ministerio de Salud, 2024). Sin
embargo, no se conoce todo lo que el MSP incluye en el grupo de intoxicaciones alimentarias.
Al tratarse de una enfermedad leve, es probable que muchos casos no hayan sido registrados,
ya que las personas afectadas usualmente no buscan atencion médica, por lo que se podria decir
que el nimero real de casos podria ser significativamente mayor (Freitas, 2023). La ausencia
de un registro detallado resalta la necesidad de mejorar la vigilancia epidemioldgica, ya que
estas cifras reflejan una problemaética que, de no ser abordada adecuadamente, puede tener
importantes repercusiones en la salud puablica y en la inocuidad alimentaria del pais.

Principalmente porque para controlar un problema, primero es fundamental identificarlo.
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METODOS

Toma y preparacion de las muestras.

Se llevé a cabo un muestreo de queso manaba no refrigerado expendido en el Distrito
Metropolitano de Quito durante los meses de julio y agosto de 2024. Se seleccionaron al azar
50 muestras de diferentes puntos de venta como fruterias, carnicerias, tiendas, entre otros, y se
transportaron a temperatura de refrigeracion al Laboratorio de Microbiologia de Alimentos del
Instituto de Microbiologia de la USFQ. Una vez en el laboratorio se pesaron 25 g de queso y
se mezcld con 225 mL de agua peptonada tamponada (Difco) en una bolsa estéril,

homogeneizando bien la mezcla.

Cultivo y aislamiento de las cepas.

La primera dilucion fue inoculada mediante técnica de estriacion en Agar Manitol Salado
(Difco) e incubada a 37°C durante 48 horas. Tras la incubacion, entre 4 y 5 colonias con
morfologias aparentemente distintas, manitol positivas o0 manitol negativas, fueron
seleccionadas. Se realizé un subcultivo en agar nutritivo (Difco) y se realiz6 una incubacion a

37°C durante 24 horas.

Recuento de Staphylococcus aureus.

Para evaluar la calidad microbioldgica de los quesos, se prepard una segunda dilucion en agua
peptonada y se sembr6 por duplicado en placas Petrifilm STX (Neogen), las cuales se
incubaron a 37°C durante 24 horas. Al dia siguiente, se realizé el recuento de colonias de S.
aureus, identificadas como colonias moradas caracteristicas del medio. En caso de crecimiento
de colonias negras, se procedio a realizar la prueba de DNAsa, incubando las placas durante 4
horas, tras lo cual se observaron las colonias de S. aureus con un halo rosado. Los resultados
obtenidos fueron registrados para su posterior analisis y comparacion con los estandares de

calidad microbiologica establecidos por la Norma NTE INEN 1529-14.
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Confirmacion del género Staphylococcus.

A las cepas aisladas a partir del agar manitol salado, se realizé una tincion Gram y la prueba
de catalasa, que consiste en exponer a la bacteria al peroxido de hidrogeno. Para esto, se colocd
una gota de perdxido de hidrogeno en un portaobjetos, y se afiadié una porcion de cada colonia
bacteriana usando un palillo estéril. Un resultado positivo se obtiene al observar burbujas de

forma inmediata.

Prueba de la Coagulasa.

Para la prueba de la coagulasa, se utilizo el kit de Liofilchem Diagnostic que contenia plasma
de conejo deshidratado. Se tomd un vial y se lo rehidraté con 4 mL de solucion salina estéril,
luego se dispensd 100 uL del plasma de conejo en tubos pequefios estériles. En cada tubo se
colocaron de 3 a 4 colonias con un palillo estéril y se incub6 a 37°C por 3 horas y 24 horas,

para observar la formacion de coagulos si fuera el caso.

Extraccidén de material genético.

Se realizé la extraccion del material genético mediante el método de ebullicion. Brevemente
se resuspendieron de 3 a 5 colonias de cada aislado en 300 uL. de agua para PCR en tubos de
1.5 mL. Se llevé a ebullicion durante 15 minutos, y los lisados fueron mantenidos en
congelacién para su posterior andlisis. Las cepas aisladas también se almacenaron en Skim

Milk (Difco) para garantizar su viabilidad y preservacion a largo plazo.

Deteccién molecular del 16S rRNA.

Se realizé una amplificacion por PCR en punto final del gen ribosomal 16S de cada cepa como
un control interno. Para cada reaccion se tomé en cuenta un volumen final de 10 ul, que
contenia: 1X Green Buffer, 1.75 mM de MgCly, 0.12 mM de dNTPs, 0.8 uM de los primers
universales 27F-1492R y 0.025U de GoTag polimerasa. En cada reaccion se colocéd 1 pl de

agua de PCR como control negativo o 1 ul de ADN de cada muestra. Las reacciones fueron
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amplificadas en un termociclador Biorad bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion a
94°C por 4 minutos, seguida de 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 30 segundos a 50°C y 2 minutos
a 72°C, con una extension final a 72°C durante 10 minutos. Finalmente, se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, utilizando 1 pl de SybrSafe durante 45 minutos a 80V.

Se us6 1.5 pl del marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen).

Identificacion de genes de enterotoxinas por PCR multiplex.

Para la amplificacion de los genes de enterotoxinas, se considerd un volumen final de 10 pL
por reaccién que contenia agua de PCR, 1X Green Buffer, 2 mM de MgCl, 0.2 mM de dNTPs,
0.3 UM del coctel de primers y 0.5 U de GoTaq polimerasa (Promega). En cada ensayo se
colocd 1 pl de agua de PCR como control negativo. Los controles positivos fueron obtenidos
a partir de S. aureus aisladas de muestras clinicas, veterinarias o de alimentos.

La amplificacién por PCR se llevé a cabo en un termociclador Biorad bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C por 30 segundos, hibridacién a 57 °C por 90 segundos, y extension
a 72 °C por 90 segundos. Finalmente, se realiz6 una extension final a 72 °C por 10 minutos.
La visualizacion de los productos de PCR se realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2%. Se utiliz6 1 pL de intercalante SybrSafe, corriéndose junto con un marcador de peso

molecular de 50 pb (Invitrogen) a 100 V durante 1 hora y 30 minutos.
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RESULTADOS

Para la estandarizacion de la metodologia de deteccion de genes que codifican para
enterotoxinas, se realizo una busqueda de controles positivos en cepas de Staphylococcus spp.
El control positivo para los genes sea y sec fueron aislados a partir de cepas de muestras clinicas
donadas por el Laboratorio de Microbiologia Clinica del Instituto de Microbiologia. EI gen seb
fue detectado en una cepa aislada a partir de queso y el control positivo para el gen para sed se
obtuvo a partir de una muestra veterinaria. Lamentablemente, no se obtuvo un control positivo
para see.

Como se menciono anteriormente se seleccionaron al azar 50 muestras de queso de
diferentes puntos de venta (Anexo 1). De las 50 muestras de queso manaba analizadas, se
aislaron 193 cepas bacterianas. Mediante la tincion Gram y la prueba de catalasa, se determind
que 169 cepas pertenecen al género Staphylococcus. Después de la prueba de la coagulasa, se
identificaron 75 cepas (44.38%) como coagulasa positivas (CPS) y 94 cepas (55.62%) como
coagulasa negativas (CNS). Al analizar la relacion entre la fermentacién de manitol y la
actividad de coagulasa, se encontrd que de las 113 cepas manitol positivas, 55 (48.67%) fueron
CPS y 58 (51.33%) CNS. Por otro lado, de las 56 cepas manitol negativas, 20 (35.71%)
resultaron CPS, mientras que 36 (64.29%) fueron CNS. Este resultado indica una mayor
proporcién de cepas coagulasa negativas tanto en las cepas manitol positivas como en las cepas

manitol negativas, y en los quesos en general.

En cuanto a la revision de calidad microbioldgica mediante recuento de S. aureus en
placas Petrifilm se obtuvo que el 100% de los quesos analizados no cumplia la Norma NTE
INEN 1529-14, que exige un recuento maximo de 10 UFC/g. El valor mas bajo obtenido fue
de 4 x 102 UFC/g y el mas alto 1.54 x 10° UFC/g con un promedio de 5.38 x 10* UFC/qg.

De las 50 muestras de queso, 17 tenian recuentos superiores a 105 UFC/g.
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En cuanto a las cepas toxigénicas, se detectaron 12 cepas portadoras de genes de SEs
clasicas (Tabla 1), lo que representa una prevalencia del 7.1%. Entre las cepas portadoras, 5
contenian el gen sea (41.66%), 2 cepas portaban el gen seb (16.67%), 4 cepas el gen sec
(33.33%) y 3 cepas presentaban el gen sed (25.00%) (Figura 1 y Figura 2). No se encontro el
gen see. Ademas, 2 cepas portaban 2 genes de SEs, el gen sea y sed en ambos casos (16.67%).
De las 12 cepas toxigénicas, todas resultaron manitol positivo y coagulasa positivo, lo que
confirma que son aislados de S. aureus. A nivel de muestras de quesos, de las 50 muestras, 11
(22.00%) portaban cepas enterotoxigénicas. Es importante destacar que 2 cepas toxigénicas
fueron aisladas del mismo queso (Tabla 1). Sin embargo, las otras 10 cepas estuvieron
distribuidas en diferentes quesos obtenidos de distintos sitios del Distrito Metropolitano de
Quito, como Alangasi, Cumbayéa, Tumbaco, Carapungo, Tababela, Centro Histérico, Conocoto

y La Luz (Tabla 1y Anexo 2).
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DISCUSION

Segun la Norma NTE INEN 1529-14, el limite maximo permitido de recuento de
Staphylococcus aureus en alimentos es de 10 UFC/g (INEN, 2012). Sin embargo, en el presente
estudio se observo que el 100% de las muestras de queso manaba excedieron este limite de 1 a
5 logaritmos méas. En estudios realizados por Villa et al. (2023), Lujan et al (2006), y Roldan
et al. (2024), se encontré que el 80-90% de muestras de queso fresco presentaban
contaminacion por S. aureus, superando los limites permitidos, resultados que coinciden con
los hallazgos del presente estudio. Es interesante mencionar que 17 muestras presentaron
recuentos superiores a 10°UFC/g, densidad Optima para la produccion de enterotoxinas

(Arteaga et al., 2021).

Una de las principales fuentes de contaminacion de este patdgeno segun Flores et al.
(2020), es la transmision a la leche desde la vaca por infecciones como la mastitis o
contaminacion durante el ordefio. Por otro lado, Gonzélez y Franco (2015) y Martinez et al.
(2016), destacan que la materia prima puede ser una fuente clave de contaminacion para la
elaboracién de quesos frescos artesanales ya que a menudo la leche no pasteurizada presenta
una mayor contaminacién por microorganismos. Otras vias significativas de contaminacion de
S. aureus en el queso es la falta de refrigeracion del queso y el proceso de elaboracion en el
cual portadores pueden transmitir la bacteria al producto debido a la ausencia de barreras
protectoras (Diaz et al., 2013). Como se mencion0 anteriormente S. aureus puede ser parte de
la microbiota del ser humano, se estima que de 20 a 30% de la poblacion es portador de esta
bacteria y se transmite a los alimentos principalmente a través del contacto directo de las manos

con el producto, asi como por secreciones nasales o saliva (Fisher et al., 2018).

En base a los resultados obtenidos en la deteccion de genes de SEs se puede decir que su

prevalencia a nivel de cepas aisladas de Staphylococcus del queso manaba es baja ya que solo
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12 cepas portaban genes de enterotoxinas con una prevalencia de 7.1%. Por otro lado, a nivel
de muestras de queso, 11 tuvieron la presencia cepas portadoras de genes de SEs con una
prevalencia de 22.00%. Varios estudios han reportado que existe una alta prevalencia de genes
de SEs clésicas de Staphylococcus aislados de muestras de leche y queso (Bellio et al., 2019;
Wisniewski et al., 2024; Rosegeren et al., 2010). Esta alta prevalencia de genes de
enterotoxinas ha motivado la realizacion de diversos estudios en alimentos lacteos, debido a
que la leche cruda y el queso fresco ofrecen un ambiente rico en nutrientes que favorece el

crecimiento de Staphylococcus (Maurin et al., 2004; Morandi et al., 2007).

De acuerdo a Koluman et al. (2011) y Even et al. (2010), el queso es un excelente medio
de cultivo para bacterias debido a su alto contenido en sal, elevada actividad de agua y pH. De
igual forma, la falta de control en el proceso de elaboracion puede permitir la proliferacion de
bacterias patdgenas como Staphylococcus aureus (Wisniewski et al., 2023). Ademas, se
obtuvieron 2 cepas con mas de un gen de SEs, la combinacion sea y sed en ambos casos. Segun
Fisher et al. (2018), hay cepas de Staphylococcus que pueden producir maltiples genes de
enterotoxinas siendo que una misma cepa puede portar hasta 6 genes de SEs. Pero hay que
destacar que, en este estudio, se busco especificamente la presencia de cepas con genes de SEs
clasicas. Es posible que existieran otras cepas portadoras de diferentes genes de enterotoxinas

que no fueron incluidas en este estudio.

Se ha visto que las toxinas SEA y la SED son las mas frecuentes en intoxicaciones
alimentarias debido a su capacidad para producirse en diversas condiciones de crecimiento
(Balaban y Rasooly, 2000). En este caso el gen sea fue el mas comun (41.66%), seguido del
gen sec (33.33%). Aragon et al. (2007) determinaron que la SEA y SEC son las mas comunes
en Staphylococcus aislados de queso fresco. Debido a que estas toxinas tienen mayor afinidad

por entornos ricos en proteinas y grasas, como quesos los cuales tienen un contenido de 15-
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20% de grasa, favoreciendo su persistencia (Etter et al., 2020). Ademaés, su presencia en estos
alimentos puede atribuirse a diferentes fuentes de contaminacion, la SEA y SEB se asocian a
la contaminacion por manipuladores humanos, mientras que la SEC y SED estan mas
vinculadas a la contaminacion por animales (Salamandane et al., 2022). Por otro lado, las
enterotoxinas presentan diferencias significativas en cuanto a su estabilidad, dosis infecciosa y
efectos bioldgicos (Nazari et al., 2014). La SEC y SED requieren dosis més altas para causar
enfermedad aproximadamente 5 g, mientras que la SEA, SEB y SEE son altamente virulentas

incluso en dosis bajas menores a 1 ug (Yuliza et al., 2024).

En cuanto a la presencia de CPS y CNS en el alimento, hay que recordar que S. aureus
se caracteriza por ser manitol positivo y coagulasa positivo (Shields y Tsang, 2006; Aung et
al., 2017). En este caso la mayoria de las cepas fueron manitol positivo (66.86%) y de igual
forma se encontr6 en su mayoria CNS (55.62%). Estos resultados indican la presencia de otras
especies de Staphylococcus en el queso (Kloos y Schleifer, 1975). Ademas, las 12 cepas
portadoras de genes de SEs todas resultaron manitol y coagulasa positivo, sugiriendo que
podria tratarse de S. aureus (Shields y Tsang, 2006). Segun, Jablonski y Bohach (1997),
Hennekinne et al. (2011), y Maurin et al. (2004), se ha documentado que las enterotoxinas
estan principalmente relacionadas con CPS debido a su mayor potencial infeccioso. Especies
de CPS como S. intermedius y S. hyicus, aparte de S. aureus pueden ser enterotoxigénicos,
aunque S. aureus es la principal especie involucrada en las intoxicaciones alimentarias (Aragon
et al., 2007). Por otro lado, los CNS tienden a aparecer con mayor frecuencia en alimentos en
comparacion con CPS, destacando que los CNS podrian desempefiar un papel mas significativo
de lo que se creia (Chajecka-Wierzchowska et al., 2020; Minutillo et al., 2023). A pesar de que
en el presente estudio no se encontrd ninguna cepa coagulasa negativa con genes de SEs
clasicas, estudios recientes, como los de Wisniewski et al. (2024), Kahya et al. (2016) y

Salamandane et al. (2022), han encontrado que los CNS también portan genes de SEs y otros
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factores de virulencia, sugiriendo la posibilidad de su participacion en intoxicaciones

alimentarias (Maurin et al., 2004).

Es importante sefialar que la presencia de la bacteria en el alimento no garantiza la
produccion de enterotoxinas (Fisher et al., 2018). Para que los genes de SEs se expresen, se
requieren condiciones especificas de pH, actividad de agua (aw), concentracion de NaCl y
temperatura que activan el mecanismo de produccién de enterotoxinas (Schelin et al., 2017,
Adams et al., 2013). La composicion del queso puede favorecer la produccién de enterotoxinas
por S. aureus debido a que sus caracteristicas fisicas y quimicas se ajustan a las condiciones

Optimas descritas por Adams et al. (2013).

Los quesos frescos como el manaba tienen un pH que oscila entre 6 y 7, lo que favorece
la produccién de enterotoxinas B, C, D y E, ya que estas toxinas se generan en este rango de
pH. En el caso de la enterotoxina A, su produccion es éptima en un pH de 5.3 a 6.8. Ademas,
el queso manaba presenta un alto contenido de sal, que varia entre 1.5% y 3.5%, lo que puede
facilitar la proliferacion de Staphylococcus ya que toleran altas concentraciones de NaCl hasta
20% (Cervantes et al., 2014). La actividad de agua en los quesos frescos, que suele ser cercana
a 0.99, también favorece la produccion de enterotoxinas, ya que el nivel éptimo para su
formacion es superior a este valor (Yuliza et al., 2024). Finalmente, el hecho de que el queso
es conservado a temperatura ambiente es otro factor critico, ya que se encuentra dentro del
rango de produccion de SEs (Pinchuk et al., 2010). Por lo tanto, el queso manaba es un sustrato
ideal para la proliferacion de S. aureus y la produccion de enterotoxinas, representando un
riesgo significativo para la salud publica si no se manejan adecuadamente las condiciones de

elaboracidn y conservacion.
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CONCLUSIONES
Se determino que el 100% de las muestras de queso analizadas presentaron contaminacién por
Staphylococcus aureus, excediendo los limites establecidos por la Norma NTE INEN 1529-
14. Aunque la prevalencia de cepas con genes de enterotoxinas clésicas (SEs) fue baja a nivel
de cepas aisladas (7.1%), todas las cepas portadoras de estos genes fueron manitol positivo. A
nivel de muestras de queso, la prevalencia fue mayor, ya que 11 muestras (22.00%) contenian
cepas con genes de SEs. Cabe destacar que una de las limitaciones de este estudio fue la
busqueda de 5 genes de enterotoxinas clasicas, sin embargo, se han identificado hasta 23

enterotoxinas en S. aureus.

Los resultados obtenidos indican que el queso Manaba, debido a sus caracteristicas
fisicoguimicas, como su pH cercano a la neutralidad, alto contenido de sal, elevada actividad
de agua, asi como por su proceso de elaboracion y almacenamiento a temperatura ambiente,
constituye un medio ideal para la proliferacion de Staphylococcus spp. y la produccién de
enterotoxinas. Esto representa un riesgo significativo de intoxicacion alimentaria en caso de
contaminacion con cepas portadoras de estos genes. No obstante, la mayoria de las cepas
aisladas en este estudio fueron CNS, las cuales forman parte de la microbiota normal del ser
humano. Sin embargo, diversos estudios han sefialado que estas cepas también pueden portar

genes de enterotoxinas, lo que no debe subestimarse.

Estos hallazgos destacan la necesidad de fortalecer las medidas de higiene y control durante la
produccidn y conservacién del queso manaba para prevenir la introduccion o proliferacion de
cepas patdgenas. Por tanto, es crucial implementar practicas adecuadas de manejo en toda la
cadena de produccion con el fin de proteger la salud del consumidor y minimizar los riesgos

asociados.



Tabla 1. Muestras con cepas positivas para genes de enterotoxinas clasicas.
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#de Cddigo Ubicacion S. aureus Cepa Gen
muestra UFC/g
1 SGL-02 Alangasi 7.6 x 103 B sea
2 CBY-03 Cumbaya 5% 10* A sea/sed
3 TMB-04 Tumbaco 3.6 X 103 C sea/sed
4 TMB-05 Tumbaco > 2 x 10° A sea
5 CPG-03 Carapungo 6 x 102 A sea
6 LLZ-02 La Luz 6.7 x 10* A seb
C seb
7 LG-01 La Gasca 5.7 x 10* C sec
8 LG-03 La Gasca > 2 x 10° C sec
9 TBL-01 Tababela 1.12 x 10° B sec
10 CQ-01 Centro Histdrico 1.81 x 10° A sec
11 ARM-01 Armenia 6.5 x 102 A sed

Nota: Se presentan las muestras con cepas positivas para genes de enterotoxinas, se presenta
el codigo de la muestra, la ubicacion, recuento de S. aureus, cepa y gen correspondiente. Como
se observa, 10 cepas estan presentes en diferentes quesos y hay 2 cepas en una misma muestra

de queso, de igual forma todos los recuentos son superiores al limite permitido.
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FIGURAS
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de genes de SEs clasicas de Staphylococcus
generados por PCR multiplex.

Nota: Se observa un gel de agarosa con distintos patrones que corresponden a las cepas
positivas para genes de SEs. En el carril 1 y 12 se observa el marcador de peso molecular de
50 pb (Invitrogen). En el carril 2 se encuentra el control negativo. En el carril 3 se observa el
control positivo para el gen sea, en los carriles 4, 7 y 8 se encuentran las cepas positivas para
sea. En los carriles 5 y 6, se observan cepas positivas para sea/sed. En el carril 9 se encuentra
el control positivo para seb, mientras que en los carriles 10 y 11 se encuentras las cepas

positivas para seb.
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa de genes de SEs clésicas de Staphylococcus
generados por PCR multiplex.

Nota: Se observa un gel de agarosa con patrones que corresponden a las cepas positivas para
genes de SEs. En el carril 1 y 12 se observa el marcador de peso molecular de 50 pb Invitrogen.
En el carril 2 se encuentra el control negativo. En el carril 3 se observa el control positivo para
sec, en los carriles 4, 5, 6 y 7 se encuentran las cepas positivas para sec. En el carril 8 se
encuentra el control positivo para sed, en el carril 9 se encuentra la cepa positiva para sed y en

los carriles 10 y 11 se encuentran las cepas positivas para sea/sed.
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ANEXOS

ANEXO 1: Puntos de muestreo en el Distrito Metropolitano de Quito
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ANEXO 2: Distribucion de los quesos con cepas de Staphylococcus toxigénicas en el

Distrito Metropolitano de Quito
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