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RESUMEN

La presente investigacion evalud la presencia de Staphylococcus aureus enterotoxigénico y la
deteccion de enterotoxinas clasicas en queso manaba expendido en el Distrito Metropolitano
de Quito, motivada por la preocupacion sanitaria ante la comercializacion de productos
artesanales sin control sanitario adecuado. El estudio aplic6 técnicas microbioldgicas,
moleculares e inmunolodgicas para caracterizar la carga bacteriana y la potencial produccion de
enterotoxinas. Se analizaron 62 muestras de queso manaba recolectadas aleatoriamente entre
enero y marzo de 2025. El 93,5% presento niveles de S. aureus superiores a los permitidos por
la normativa ecuatoriana, mientras que el 60% mostré presencia de E. coli, evidenciando
contaminacion fecal. Se aislaron 253 cepas de Staphylococcus mediante cultivos en medios
selectivos y pruebas de confirmacion, identificando 58.89% aislados como coagulasa positivos
(CPS) y 41,11% como coagulasa negativos (CNS). Mediante PCR multiple se detectaron genes
de enterotoxinas clasicas en 6 de las muestras, predominando los genes sea y sed; sin embargo,
no se detectaron toxinas mediante un ensayo ELISA. Todas las cepas enterotoxigénicas fueron
CPS, con una prevalencia de genes del 2,37% a nivel de cepas y del 9,7% a nivel de muestras.
Los resultados obtenidos ofrecen una perspectiva sobre los riesgos microbioldgicos asociados
al consumo de este producto y resaltan la necesidad de implementar medidas de control mas
estrictas en su cadena de produccion y distribucion. Ademads, se evidencian deficiencias
higiénicas en la produccion y distribucion de este alimento, asi como un riesgo potencial de
intoxicacion alimentaria. Futuros estudios deberian profundizar en la expresion de genes no
evaluados y analizar el impacto de factores ambientales sobre la produccioén de enterotoxinas

en matrices alimentarias tipicas del pais.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, enterotoxigénico, enterotoxinas cldsicas, queso

manaba, contaminacion microbioldgica



ABSTRACT

This study assessed the presence of enterotoxigenic Staphylococcus aureus and the detection
of classical enterotoxins in manaba cheese sold in the Metropolitan District of Quito, driven
by public health concerns related to the commercialization of artisanal products without proper
hygienic control. Microbiological, molecular, and immunological techniques were employed
to characterize bacterial load and potential enterotoxin production. A total of 62 samples of
manaba cheese were randomly collected between January and March of 2025. Results showed
that 93.5% exceeded the maximum levels of S. aureus established by Ecuadorian regulations,
while 60% tested positive for E. coli, indicating fecal contamination. A total of 253
Staphylococcus isolates were obtained, of which 58.89% were coagulase-positive (CPS) and
41.11% coagulase-negative (CNS). Multiplex PCR revealed the presence of classical
enterotoxin genes in 6 samples, with sea and sed being the most frequent; however, no
enterotoxins were detected using ELISA. All enterotoxigenic strains were CPS, with a gene
prevalence of 2.37% at the strain level and 9.7% at the sample level. The results provide a
current perspective on the microbiological risks associated with the consumption of this
product and highlight the need to implement stricter control measures throughout its production
and distribution chain. Additionally, the findings underscore hygienic deficiencies and a
potential risk of food poisoning. Future studies should focus on the expression of non-evaluated
enterotoxin genes and assess the influence of environmental variables on enterotoxin

production in typical Ecuadorian food matrices.

Key words: Staphylococcus aureus, enterotoxigenic, classical enterotoxins, manaba cheese,

microbiological contamination
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INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) constituyen un importante
problema de salid publica a nivel mundial, con millones de casos reportados anualmente. El
CDC estima que cada afio aproximadamente 1 de cada 6 personas contrae una enfermedad
transmitida por alimentos provocados por diversos patdégenos. Dentro de este grupo de
enfermedades, la intoxicacion estafilococica alimentaria (SFP) se ha identificado como una de
las principales causas de brotes de origen bacteriano causando mas de 241.000 casos, con 1.000
hospitalizaciones y 6 muertes (CDC, 2018). Sin embargo, se estima que solo se reporta entre
el 1-5% de todos los casos, por lo cual es probable que las cifras sean significativamente
mayores (Alarcon-Lavin et al., 2017). A pesar de ser una de las intoxicaciones alimentarias
mas comunes, las estadisticas de intoxicaciones por Staphylococcus en Ecuador no esta

disponible publicamente en la Gaceta Epidemioldgica del Ministerio de Salud Publica.

La intoxicacion alimentaria estafilococica resulta del consumo de alimentos que
contienen cantidad suficiente de una o mas enterotoxinas (SE por sus siglas en inglés)
preformadas producidas por ciertas especies del género Staphylococcus. La FDA estima que
0,1 ng de SEs pueden causar intoxicacion alimentaria estafilococica en humanos (Freitas et al.,
2023). Los sintomas aparecen rapidamente después de la ingestion, generalmente entre 2 y 8
horas e incluyen nduseas, vomitos intensos y colicos abdominales, con o sin diarrea. La
enfermedad suele ser autolimitada por lo que suele resolverse en un plazo de 1 a 2 dias tras su
aparicion. En ocasiones, puede ser lo suficientemente grave como para requerir hospitalizacion,
sobre todo en lactantes, ancianos o personas inmunocomprometidas (Argudin et al., 2010). La
principal fuente de contaminacion de los alimentos son los manipuladores de alimentos que

portan S. aureus en sus manos y mucosas; sin embargo, también puede provenir de la leche de
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animales con infecciones intramamarias, como resultado de malas condiciones de higiene

durante el ordefio (Omwenga et al., 2019).

El género Staphylococcus consta de 53 especies que se caracterizan por ser Gram
positivos con morfologia cocoide, inmdviles y anaerobios facultativos, comunmente agrupadas
en racimos. Ademas, son catalasa positivos lo cual los diferencia de otros cocos Gram positivos
como Streptococcus 'y Enterococcus. Se caracterizan por su capacidad de crecer en condiciones
adversas, como altas concentraciones de sal, pH acidos, baja actividad de agua y por su
capacidad de crecer en un amplio rango de temperaturas (Freitas et al., 2023; Grispoldi et al,
2021). Varias especies de este género son parte de la microbiota humana y animal. Se
encuentran especialmente en la piel y las mucosas de los humanos, con estimaciones de un 20-
30% de colonizacion persistente y un 60% de colonizacién intermitente (Argudin et al., 2010).
S. aureus es una de las especies mas patdgenas del género ya que tiene la capacidad de producir
varios factores de virulencia, entre ellos las enterotoxinas (SEs). Sin embargo, hay otras
especies de Staphylococcus capaces de producir SEs como S. intermedius, S. hyicus y S.

epidermidis (Medved ova et al., 2017).

Las enterotoxinas estafilocdcicas son exotoxinas gastrointestinales sintetizadas durante
la fase logaritmica de crecimiento o durante la transicion de la fase exponencial a la estacionaria
(Argudin et al., 2010). Son proteinas no glicolisadas, altamente estables, con una estructura
globular homologa y de bajo peso molecular (19-29 kDa) que tienen actividad superantigénica
y emética. (Fisher et al., 2018). Se consideran superantigenos ya que, a diferencia de los
antigenos convencionales, no necesitan ser procesados por las células presentadoras de
antigenos (APCs). La mayoria se une al exterior de las moléculas del MHC II en las APCs y
se une de manera inespecifica a los receptores de linfocitos T. Esta union activa las APCs y la

proliferacion excesiva de linfocitos T, lo que resulta en una liberacion incontrolada de citocinas
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proinflamatorias (Podkowik et al., 2013). Por otra parte, los SEs afectan directamente al
epitelio intestinal y al nervio vago provocando la estimulacion del centro emético e induciendo
vomito después de la ingestion oral (Kadariya et al., 2014). Las SEs se caracterizan por ser
termoestables y resistentes a enzimas proteoliticas por lo que pueden conservar su actividad en
el tracto digestivo después de la ingestion (Balaban & Rasooly, 2000). La termoestablidad de
las enterotoxinas las convierte en un peligro relevante incluso en alimentos que han sido

sometidos a tratamiento térmico.

La mayoria de los genes de enterotoxinas se encuentran, solos o en grupos, en una
amplia variedad de segmentos moviles de ADN incluidos profagos, plasmidos, transposones,
islas de patogenicidad de S. aureus (SaPI) y grupos de genes de enterotoxinas (Grispoldi et al.,
2021). La mayoria de estos son elementos moviles, por lo que la transferencia horizontal de
estos genes entre cepas puede ocurrir. El conocimiento actual sobre la regulacion de la
produccion de enterotoxinas aun es incompleto: sin embargo, se sabe que S. aureus es capaz
de responder a factores de estrés activando el sistema Agr, un sistema de quorum sensing que
se activa a altas densidades celulares (superiores a 10°). De esta manera, le permite adaptarse
rapidamente a las condiciones regulando la expresion de genes asociados con caracteristicas
fisioldgicas importantes, incluida la produccion de enterotoxinas (Grispoldi et al., 2021). La
produccion de enterotoxinas también esta influenciada por otros factores ambientales como la
temperatura, la concentracion de sal, actividad de agua y el pH en el que se encuentra la bacteria

(Medved'ova et al., 2017).

Los SE son una causa importante de intoxicacion alimentaria, que generalmente ocurre
después de la ingestion de diferentes alimentos, en particular carne procesada y productos
lacteos (Argudin et al., 2010). El queso manaba, un producto tradicional ecuatoriano elaborado

a partir de leche cruda, con un alto contenido de sal y usualmente comercializado sin
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refrigeracion adecuada, ofrece un entorno favorable para la proliferacion de Staphylococcus.
Ademas, su proceso de manufactura implica una alta manipulacién del alimento por lo que su
contaminacion suele ser comun (Lozano, 2022). Finalmente, al ser un alimento de produccion
artesanal, en muchos casos, puede carecer de controles sanitarios rigurosos o vigilancia por la

calidad e inocuidad (Arteaga et al., 2021).

Los criterios diagndsticos concluyentes de la intoxicacion estafilococia se basan en la
deteccion de enterotoxinas estafilocdcicas en los alimentos (Kadariya et al., 2014). De 33 SEs
identificadas y reportadas en la literatura, solo 5 (SEA, SEB, SEC, SED y SEE), conocidas
como enterotoxinas clésicas, han sido bien definidas y son detectables utilizando ensayos o kits
comerciales. No existen kits de deteccion inmunoldgica disponibles en el mercado para las
otras SEs , a pesar de que se ha desarrollado una amplia variedad de métodos de diagnostico
para comprender su posible papel en la intoxicacion. Hasta la fecha, el analisis molecular para
detectar genes codificantes de SEs sigue siendo el método mas comin, aunque indirecto
(Grispoldi et al., 2021). El kit RIDASCREEN® SET A, B, C, D, E se basa en un ensayo
inmunoenzimatico tipo sandwich (ELISA), que utiliza anticuerpos especificos inmovilizados
en una placa de microtitulacion para detectar la presencia de enterotoxinas estafilocécicas A,
B, C, D y E en muestras alimentarias o cultivos bacterianos. Durante la prueba, las
enterotoxinas presentes en la muestra se unen a los anticuerpos fijados en los pocillos. Luego,
un segundo anticuerpo marcado con biotina se une al complejo antigeno-anticuerpo, seguido
por la adicion de un conjugado de estreptavidina-peroxidasa que permite la deteccion
cromogénica. La intensidad del color, medida a 450/620 nm, es proporcional a la concentracion
de toxina en la muestra (R-Biopharm, 2025). Este método de deteccion destaca por su alta
especificidad y sensibilidad, permitiendo la deteccion simultidnea y semicuantitativa de

enterotoxinas estafilococicas en alimentos de forma répida y confiable (Park et al., 1994).
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METODOS

Recoleccion de muestras

Se recolectaron al azar 62 muestras de queso manaba refrigerado y no refrigerado expendido
en el Distrito Metropolitano de Quito entre los meses de enero a marzo del 2025. Se realiz6 el
muestreo en diferentes puntos de venta como carnicerias, micromercados, tiendas, fruterias,
mercados y tercenas, y se transportaron las muestras a temperatura de refrigeracion al

Laboratorio de Microbiologia de Alimentos del Instituto de Microbiologia de la USFQ.

Aislamiento de cepas

Inicialmente, se pesaron 25 g de queso manaba y se mezclaron con 225 mL de agua
peptonada tamponada en una bolsa estéril, homogenizando bien la mezcla para obtener una
dilucién 10°!. Posteriormente, se realizd una dilucién 1072 mezclando 1 mL de la dilucion
107! con 9 mL de agua peptonada tamponada. La primera dilucion (10°!) fue inoculada en
Agar Manitol Salado (Difco) mediante la técnica de estriacion, incubandose a 37°C durante
48 horas. Tras la incubacion, se seleccionaron entre 4 y 5 colonias con morfologias
aparentemente distintas, manitol positivas o negativas, para realizar un subcultivo en agar

nutritivo (Difco) el cual fue incubado a 37°C durante 24 horas.

Recuento de Staphylococcus aureus y Escherichia coli

Para el recuento de Escherichia coli, como indicador de contaminacion fecal, se sembro 1
mL de la primera dilucion (107!) en placas Petrifilm EC (Neogen) por duplicado y para el
recuento de Staphylococcus aureus se sembrd 1 mL de la segunda dilucion (1072) en placas
Petrifilm STX (Neogen) por duplicado. Se incubd a 37°C durante 48 horas, tras lo cual se

realizo un recuento de colonias. Si se observaban colonias negras en las placas Petrifilm
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STX, se procedia a realizar la prueba de DNAsa (Neogen) mediante incubacion durante 24

horas; la formacion de un halo rosado indicaba la presencia de Staphylococcus aureus.

Pruebas de confirmacion del género Staphylococcus

En primer lugar, la prueba de la catalasa consistié en aplicar una colonia bacteriana sobre una
gota de peroxido de hidrégeno en un portaobjetos; la formacioén de burbujas se interpretd
como una reaccion positiva. Despues, se realizod tincion de Gram siguiendo un protocolo
estandar para luego observar la morfologia al microscopio con lente de 100X la presencia de
cocos Gram positivos indicaba la identificacion de Staphylococcus. Finalmente, se realizo la
prueba de coagulasa utilizando el kit de Liofilchem Diagnostic, para la cual se rehidraté un
vial con 4 mL de solucioén salina estéril, y se dispusieron 100 pLL de plasma de conejo en
tubos estériles junto con 3 a 4 colonias bacterianas. La incubacion se realiz6 a 37°C por 3

horas y 24 horas, considerando la prueba positiva mediante la formacion de coagulos.

Extraccion del material genético

De todas aquellas cepas sugerentes del género Staphylococcus, se realizo la extraccion del
material genético utilizando el método de ebullicion. Para ello, se coloc6 300 pL de agua
para PCR en tubos de 1,5 mL y se resuspendieron entre 3 a 5 colonias de cada aislado.
Posteriormente, se llevd la mezcla a ebullicion durante 15 minutos y se congel6 a -20°C hasta

su analisis.

Amplificacion de 16S rRNA mediante PCR convencional

Como control interno, se realizo la deteccion molecular del gen 16S rRNA mediante PCR
convencional. Se utilizé un volumen total de 10 pL que contenia agua, green buffer 5X,

MgCl: (25 mM), dNTPs (2 mM), primers 27F y 1492R (10 uM), polimerasa GoTaq
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(Promega) y ADN. Las condiciones de amplificacion incluyeron una desnaturalizacion inicial
a 94°C por 4 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto,
alineamiento a 50°C por 30 segundos, extension a 72°C por 2 minutos y una extension final a
72°C por 10 minutos. La deteccion de los productos de amplificacion se realizé mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% por 45 minutos a 80 V, usando un marcador de peso

molecular de 100 pb.

Deteccion de genes de enterotoxinas A, B, C, D, E mediante PCR multiple

Adicionalmente, se realizé una identificacion de genes de enterotoxinas mediante PCR
multiple, utilizando un volumen total de 10 uL con agua, green buffer 5X, MgCL: (25 mM),
dNTPs (4 mM), coctel de primers (2 uM), polimerasa GoTaq (Promega, 5U) y ADN. Las
condiciones de amplificacion incluyeron una desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos,
seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, alineamiento a 50°C por
90 segundos, extension a 72°C por 90 segundos y una extension final a 72°C por 10 minutos.
La deteccion de los productos de amplificacion se realizéo mediante electroforesis en gel de

agarosa al 2% por 90 minutos a 100 V, utilizando un marcador de peso molecular de 50 pb.

Inmunoensayo enzimatico para la identificacion de enterotoxinas clasicas

Finalmente, se realizo la deteccion de enterotoxinas clasicas (Staphylococcus enterotoxins A,
B, C, D y E) utilizando el kit RIDASCREEN® SET A, B, C, D, E (R-Biopharm AG). Las
muestras fueron preparadas segun el protocolo indicado por el fabricante para alimentos con
un contenido de grasa inferior al 40%. El protocolo incluyo6 la homogenizacion de la muestra
con PBS buffer, incubacion de los micropocillos, adicién de conjugado, lavados sucesivos y
deteccion mediante la adicion de sustrato y cromégeno, seguido de la lectura fotométrica a

450/620 nm.
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RESULTADOS

En la evaluacion de la calidad microbioldgica mediante el recuento de Staphylococcus
aureus en placas Petrifilm STX, se determin6 que el 93,5% de las muestras de queso analizadas
excedia el limite establecido por la Norma NTE INEN 1529-14, la cual permite un maximo de
10 UFC/g. Los valores obtenidos oscilaron entre 2x10*> UFC/g hasta recuentos mayores a 10°
UFC/g. Ademas, 24 de las 62 muestras presentaron recuentos mayores a 10° lo que corresponde
al 39% de las muestras. Por otra parte, el recuento de Eschericha coli en placas Petrifilm EC
demostrd que el 60% de las muestras de queso analizadas tenian recuentos mayores a 10 UFC/g

con un rango entre 4x10' UFC/g y 1.02x10° UFC/g.

De las 62 muestras de queso manaba analizadas, se obtuvieron un total de 283 cepas
bacterianas, de las cuales 253 fueron identificadas como pertenecientes al género
Staphylococcus mediante la tincion de Gram y la prueba de la catalasa. Posteriormente, con la
prueba de la coagulasa, se determind que 149 cepas (59%) eran coagulasa positivas y 104 cepas
(41%) eran coagulasa negativas. Al examinar la relacion entre la fermentacion del manitol y la
produccion de coagulasa, se observo que de las 195 cepas manitol positivas, 120 cepas (61,5%)
fueron coagulasa positivas y 75 cepas (38,5%) fueron coagulasa negativas. En el caso de las
58 cepas manitol negativas, se encontrd una proporcidon equitativa, con 29 cepas (50%)

coagulasa positivas y 29 cepas (50%) coagulasa negativas.

En cuanto a la deteccion de Staphylococcus enterotoxigénico, se identificaron 7 cepas
portadoras de genes de enterotoxinas clasicas (Tabla 1), en 6 de las muestras de queso manaba
lo que indica que el 9,7% de las muestras contenian una cepa enterotoxigénica. Es importante
destacar que 2 de las cepas enterotoxigénicas se encontraban en el mismo queso y portaban el
gen sed, por lo que se podria tratar de la misma cepa. Entre las cepas portadoras de SEs, 3

presentaban el gen sea y 4 presentaban el gen sed (Tabla 1 y Figura 2). Los genes seb, sec y
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see no fueron detectados en ninguna cepa. Todas las cepas que presentaron genes de SEs,
fueron positivas para la fermentacion de manitol y para la prueba de coagulasa, confirmando
su identidad como Staphylococcus aureus. Las muestras que contenian cepas enterotoxigénicas
fueron recolectados en diferentes sectores del Distrito Metropolitano de Quito, como Yaruqui,
Puembo, Cumbay4, El Condado, Puengasi y Florestal Baja (Tabla 1). En cuanto a la deteccion
de enterotoxinas clasicas mediante el inmunoensayo enzimatico, se encontré que ninguna de

las muestras de queso manaban contenian enterotoxinas.
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DISCUSION

El analisis microbioldgico de las 62 muestras de queso manaba revel6 una alta carga
bacteriana, superando en la mayoria de los casos los limites establecidos por la normativa
ecuatoriana vigente. En el caso de Staphylococcus aureus, el 93,5% de las muestras presentaron
recuentos superiores al limite maximo permitido por la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN
1529-14, que establece un valor maximo de 10 UFC/g. Se han reportado resultados similares
en estudios realizados por Feijo et al., (2023) y Villa et al. (2023) y Marquez (2012), donde se
observod que entre el 88-95% de las muestras de queso fresco analizadas estaban contaminadas
con Staphylococcus aureus en niveles que excedian los limites establecidos por la normativa.
En el caso de Escherichia coli, la normativa vigente exige su ausencia en productos lacteos
listos para el consumo. Sin embargo, se detecté su presencia en el 60% de las muestras
analizadas lo que evidencia una contaminacion fecal significativa en una proporcion
considerable de las muestras. La presencia de Escherichia coli advierte sobre la posible
presencia de otros microorganismos patdogenos intestinales en las muestras y alta prevalencia
en este tipo de productos representa un riesgo significativo de enfermedades transmitidas por
alimentos, especialmente cuando se consumen sin tratamiento térmico previo (Rodriguez et al.,

2015).

Las principales fuentes de contaminaciéon por S. aureus se han asociado
tradicionalmente con los manipuladores de alimentos, quienes portan esta bacteria en sus
manos y mucosas y pueden transmitirla a los alimentos debido a la ausencia de barreras
protectoras (Alarcon-Lavin et al., 2017). Asimismo, se ha reportado que infecciones
intramamarias en animales pueden provocar la excrecion directa de S. aureus en la leche cruda
(Kadariya et al., 2014). En el caso de E. coli, su presencia en los alimentos se relaciona con

malas practicas de higiene en la manipulacion y falta de tratamiento térmico adecuado, asi
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como con el uso de agua contaminada en el procesamiento de alimentos (Hammad et al., 2022).
Estos factores, junto con las condiciones artesanales de produccion y la frecuente ausencia de

refrigeracion durante la venta, crean un entorno propicio para la proliferacion bacteriana.

En relacién con la presencia de estafilococos coagulasa positivos (CPS) y coagulasa
negativos (CNS) en las muestras analizadas, es importante recordar que Staphylococcus aureus
se identifica comunmente por ser manitol positivo y coagulasa positivo. En este estudio, la
mayoria de las cepas aisladas (77%) fermentaron manitol y el 58,9% fueron clasificadas como
CPS, lo que sugiere que una gran proporcion corresponde a S. aureus. No obstante, también se
detectaron cepas coagulasa negativas, lo que indica la presencia de otras especies del género
Staphylococcus en el queso. Adicionalmente, todas las cepas enterotoxigénicas identificadas
en este trabajo presentaron resultados positivos tanto para la fermentacion de manitol como
para la produccion de coagulasa, lo cual es indicativo para S. aureus. Aunque otras especies
coagulasa positivas como S. intermedius 'y S. hyicus también pueden producir enterotoxinas, S.
aureus sigue siendo la especie mas frecuentemente implicada en brotes de intoxicacion
alimentaria (Aragon-Alegro et al., 2007). De acuerdo con estudios previos, la produccion de
enterotoxinas se asocia principalmente con las cepas CPS, debido a su mayor capacidad
patogénica y las cepas CNS fueron considerados bacterias comensales incapaces de causar
infecciones (Banaszkiewicz et al., 2022) Sin embargo, varias investigaciones han demostrado
que los CNS también pueden albergar genes codificantes de Ses por transferencia horizontal
de genes, lo que sugiere que podrian desempefiar un papel mas significativo en intoxicaciones

alimentarias (Podkowick et al., 2013; de Freitas et al., 2013).

En base en los resultados obtenidos de la deteccion de cepas enterotoxigénicas, se puede
afirmar que la prevalencia de genes de enterotoxinas estafilocdcicas (SEs) en las cepas de

Staphylococcus aisladas del queso manaba fue baja, ya que solo 7 cepas resultaron positivas,
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lo que representa un 2,7% del total. Por otra parte, a nivel de muestras unicamente 6 de las 62
analizadas contenian cepas portadoras de genes de SEs, lo que equivale al 9,7% de las muestras.
En contraste, diversos estudios han documentado una alta frecuencia de genes de enterotoxinas
clasicas en cepas de Staphylococcus aisladas de leche cruda y quesos frescos (Pelisser et al.,
2009; Morandi et al., 2007). Esta elevada prevalencia ha impulsado multiples investigaciones
enfocadas en productos lacteos, ya que estos constituyen un medio favorable para el

crecimiento y la expresion de los genes de enterotoxinas de Staphylococcus.

En este estudio se encontraron 3 cepas portadoras del gen sea y 4 cepas portadores del
gen sed. Los genes sea y sed figuran entre los mas comunmente encontrados en cepas de S.
aureus enterotoxigénico, siendo el primero particularmente prevalente en brotes de
intoxicacion alimentaria vinculados a productos lacteos y procesados (Argudin et al., 2010).
Ademas, las enterotoxinas SEA y SED son las mis cominmente asociadas a brotes de
intoxicacion alimentaria a nivel mundial (Kadariya et al., 2014). Es relevante sefalar que este
estudio se enfocd exclusivamente en la deteccion de cepas que portaran genes de enterotoxinas
clasicas. Por lo tanto, no se descarta la posible presencia de otras cepas con genes de
enterotoxinas no evaluadas, las cuales no fueron consideradas dentro del alcance de este
analisis.

En base a los resultados del inmunoensayo enzimatico para la deteccion de
enterotoxinas clésicas, se determind que no hubo enterotoxinas en las 6 muestras de queso que
tenian cepas enterotoxigénicas. Este hallazgo coincide con los resultados de un estudio
realizado por Cremonesi et al., (2007), en el cual no se detectaron enterotoxinas en las muestras
analizadas a pesar de que las muestras tenian cepas portadoras de SEs. Es relevante destacar
que la presencia de Staphylococcus aureus en un alimento no implica necesariamente que se

estén produciendo enterotoxinas (Fisher et al., 2018). La produccion de enterotoxinas por cepas
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enterotoxigénicas de Staphylococcus requiere alcanzar elevadas densidades celulares,
generalmente mayores a 10° UFC/g. Ademas, la expresion de los genes que codifican estas
toxinas depende de factores ambientales especificos como el pH, la actividad de agua (aw), la
concentracion de sal (NaCl) y la temperatura, los cuales deben encontrarse dentro de ciertos
rangos para activar su sintesis (Schelin et al., 2011). En este sentido, la composicion
fisicoquimica del queso puede crear un entorno favorable para la produccion de enterotoxinas,

al coincidir con las condiciones 6ptimas.

Los quesos frescos como el queso manaba presentan un pH que varia entre 6-7, lo cual
crea un entorno favorable para la sintesis de enterotoxinas B, C, D y E, ya que estas se producen
eficientemente dentro de ese rango. En el caso de la enterotoxina A, su produccion alcanza
niveles optimos cuando el pH se encuentra entre 5.3 y 6.8 (Adams et al., 2016). Ademas, el
queso manaba contiene una elevada concentracion de sal, que puede oscilar entre el 1.5% y el
3.5%. Esta caracteristica favorece el desarrollo de Staphylococcus, ya que estas bacterias
toleran concentraciones de NaCl de hasta 12% (Schelin et al., 2011); sin embargo, no esta
dentro del rango 6ptimo para la produccion de enterotoxinas que corresponde a 0.5%. Por otro
lado, la actividad de agua (aw) de los quesos frescos suele aproximarse a 0.99, valor que
también estimula la formacion de enterotoxinas, dado que el umbral minimo para su
produccion se encuentra por encima de ese nivel. A esto se suma el hecho de que este tipo de
queso a menudo se conserva a temperatura ambiente, lo cual favorece el crecimiento de
Staphylococcus pero no necesariamente coincide con el rango térmico favorable para la
produccion de enterotoxinas que es entre 35-40°C. En conjunto, estas condiciones hacen del
queso manaba un medio altamente favorable para la proliferacion de S. aureus; sin embargo,
la produccion de enterotoxinas unicamente se llevara a cabo si las condiciones del queso se

alinean con los parametros Optimos.
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CONCLUSIONES

El presente estudio evidencio6 una alta carga microbiologica en el queso manaba expendido en
el Distrito Metropolitano de Quito, con una alta prevalencia de Staphylococcus aureus y
Escherichia coli, lo cual sugiere deficiencias sanitarias significativas en su cadena de
produccion y comercializacion. Aunque se detectaron cepas portadoras de genes de
enterotoxinas clésicas en el 9,7% de las muestras, no se hallaron toxinas mediante el ensayo
inmunoenzimatico, lo que indica que, si bien existe un riesgo potencial, no necesariamente se
manifiesta en condiciones habituales de venta. Los hallazgos de este estudio reflejan la
necesidad de implementar controles microbioldgicos mas rigurosos en la produccion artesanal
y una mayor capacitacion a manipuladores de alimentos. Futuros estudios podrian centrarse en
la caracterizaciéon de otros genes de enterotoxinas y en evaluar el efecto de variables

ambientales especificas sobre su expresion en matrices alimentarias tipicas del Ecuador.



Tabla 1. Muestras con cepas positivas para genes de enterotoxinas clasicas

TABLAS

#de Codigo Ubicacion S. aureus Gen
muestra UFC/g

1 SA013 Puembo >10° sea
2 SA022 Yaruqui >10° sed
3 SA022 Yaruqui >10° sed
4 SA029 El Condado 1.08 x 10° sea
5 SA048 Florestal Baja 6.7 x 10* sed
6 SA049 Puengasi >10° sed
7 SA058 Cumbaya 1.27 x 10° sea
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Se presentan las muestras con cepas positivas para genes de enterotoxinas incluyendo el codigo

de la muestra, la ubicacion, recuento de S. aureus y gen correspondiente. Como se observa, se

encontraron 7 cepas enterotoxigénicas en 6 muestras de queso.
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FIGURAS

50bp 13C 22C 22D 29C 49B 48E 58D sea seb sec sed . C-

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de genes de SEs clasicas de Staphylococcus

generados por PCR multiple

Se observa un gel de agarosa con distintos patrones que corresponden a las cepas positivas para

genes de SEs. En el carril 1 se observa el marcador de peso molecular de 50 pb (Invitrogen).
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