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RESUMEN

Ciento catorce cepas de Staphylococcus aureus se carac-
terizaron en base a su patrón bioquímico y producción de ente-
rotoxinas (EEs). Las cepas fueron aisladas en nueve fincas del
estado Zulia donde se elabora queso fresco artesanal. El aisla-
miento se realizó a partir de 313 muestras de leche provenien-
tes de cuartos mamarios con mastitis subclínica, nueve mues-
tras de leche de cántara, nueve muestras de cuajada y nueve
muestras de queso fresco. Diecinueve patrones bioquímicos di-
ferentes fueron detectados en los aislamientos. El patrón bio-
químico A fue el predominante, observándose en el 28,9% de
los aislamientos. En todas las fincas se observaron más de dos
patrones bioquímicos diferentes, con un máximo de siete patro-
nes en la finca I. En 27 aislamientos (24%) fueron detectadas
enterotoxinas estafilocócicas (EEs): 13 (48,15%) aislamientos
fueron positivos para la EEB, 4 (14,81%) para la EEC, 3
(11,11%) para la EEA y 2 (7,40%) para la EED. Además, tres
aislamientos fueron positivos para dos diferentes enterotoxinas.
Según el origen de las cepas enterotoxigénicas, el 70,4% esta-
ban asociadas con mastitis subclínica, el 14,8% fueron aisladas
en leche de cántara y 7,4% se aislaron en cuajada y queso, res-
pectivamente. Este estudio muestra que la mayoría de las ce-
pas de S. aureus aisladas de mastitis bovina subclínica son pro-
ductoras de enterotoxinas y revelan el riesgo directo para la sa-
lud que tienen los consumidores de queso fresco artesanal.

Palabras clave: S Staphylococcus aureus, mastitis, enteroto-
xinas, queso fresco artesanal.

ABSTRACT

One hundred and fourteen strains of S Staphylococcus au-

reus were characterized based on its biochemical pattern and
production of enterotoxins (SEs). The strains were isolated in
nine farms in Zulia State where artisanal cheese was made. The
isolates were made from 313 quarters milk samples with subclini-
cal mastitis, nine churn milk samples, nine curd samples and nine
fresh cheese samples. Nineteen different biochemical patterns
were detected among isolates. The biochemical pattern A was
predominant, being observed in 28.9% isolates. In all dairy farms
there were more than two different biochemical patterns with a
maximum of seven patterns in dairy farms I. In 27 isolates (24%)
staphylococcal enterotoxins (SEs) were detected: 13(41.15%)
isolates tested positive for SEB, 4 (14.81%) for SEC, 3 (11.11%)
for SEA and 2 (7.40%) for SED. Furthermore, three isolates were
positive for two different enterotoxins. According to the origin of
the isolates enterotoxigenic, 70.4% were associated with subclini-
cal mastitis, 14.8% were isolated from churn milk and 7.4% were
isolated from curd and cheese, respectively. This study showed
that most S. aureus strains isolated from bovine subclinical masti-
tis produced enterotoxins, and reveal that there is a direct risk to
the health of consumers of artisanal fresh cheese.

Key words: S Staphylococcus aureus, mastitis, enterotoxins,
artisanal fresh cheese.

INTRODUCCIÓN

En los países subdesarrollados, la bacteria Staphylo-

coccus aureus juega un rol importante como agente causal de
la mastitis bovina subclínica (MBS) [29, 53, 60]. En Venezuela,
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la prevalencia de MBS se encuentra entre el 36 y el 60% [4],
siendo el estado Zulia la entidad federal donde se reporta el
mayor porcentaje de infecciones intramamaria, las cuales son
ocasionadas en su mayoría por S. aureus [4, 27].

En el humano, S. aureus puede producir intoxicación ali-
mentaria por la ingesta de alimentos contaminados con las en-
terotoxinas (EEs) que produce [33]. Aunque en la actualidad
se han definido veinte tipos de EEs, las más implicadas en in-
toxicaciones alimentarias son: la enterotoxina A (EEA), entero-
toxina B (EEB), enterotoxina C (EEC), enterotoxina D (EED) y
enterotoxina E (EEE). En Venezuela, S. aureus es el patógeno
más implicado en las enfermedades transmitidas por alimentos
(ETAs) [45], asociado principalmente con quesos blancos fres-
cos de elaboración artesanal y distribuidos en condiciones de-
ficientes de refrigeración [50], siendo el estado Zulia la entidad
con el mayor número de casos reportados de ETAs [39].

En este sentido se ha señalado, que los animales con
mastitis subclínica son probablemente una de las principales
fuentes de contaminación de la leche cruda con cepas de S.

aureus enterotoxigénicas, al ser excretado el patógeno en la
leche de los animales infectados [48].

El queso blanco fresco es uno de los alimentos de mayor
consumo en Venezuela, de hecho el 60,8% de la leche produci-
da a nivel nacional se destina a la elaboración de quesos, don-
de el 33,2% está representado por los quesos artesanales y se-
mi-industriales 17,6 y 15,5%, respectivamente [13]. El mayor
productor de leche a nivel nacional es el estado Zulia y las uni-
dades de producción de ganadería doble propósito ubicados en
los municipios la Cañada de Urdaneta, Jesús Enrique Lossada
y Miranda destinan la mayor parte de la leche a la elaboración
de quesos artesanales [32], los cuales son fabricados en forma
tradicional sin emplear métodos estandarizados y en la mayoría
de los casos, en deficientes condiciones higiénicas sin ningún
control sanitario, aunado a una distribución y comercialización
no sujeta a vigilancia, ni controles sanitarios, adicionalmente, el
almacenamiento se realiza sin refrigeración o refrigeración no
controlada, representando estos productos un riesgo potencial a
la salud del consumidor [8, 11].

Hasta la fecha no existen reportes en Venezuela que se-
ñalen las características fenotípicas en cuanto a capacidades
bioquímicas y enterotoxigénicas de S. aureus aisladas de ca-
sos de MSB y en productos lácteos. Por lo tanto, el objetivo
del presente estudio fue caracterizar en base a su patrón bio-
químico y producción de enterotoxinas clásicas, las cepas de
S. aureus aisladas de animales con mastitis subclínica, leche
de cántara, cuajada y queso fresco procedentes de nueve fin-
cas del estado Zulia donde se elabora queso artesanal.

MATERIALES Y MÉTODOS

Selección y características de las unidades de producción

La fase de campo de la investigación se ejecutó durante
el período comprendido entre los meses de abril 2008 y enero

2009. En esta etapa se ubicaron las nueve unidades de pro-
ducción (UP) que participaron en el estudio, una vez obtenida
la autorización del propietario. Para la selección de las fincas
se tomó en cuenta su ubicación geográfica y el destino final de
la producción de la leche, además debían presentar fácil acce-
so por la existencia de vías de penetración y a su vez contar
con la colaboración del encargado de la finca durante la toma
de las muestras.

De las nueve UP, cuatro estaban ubicadas en la Costa
Oriental del Lago de Maracaibo, en el municipio Miranda; las
cinco UP restantes se encontraban localizadas en el extre-
mo Nor-occidental del Lago de Maracaibo; tres en el munici-
pio Jesús Enrique Lossada y dos en el municipio La Cañada
de Urdaneta. En estos Municipios predomina el bosque muy
seco tropical y bosque seco tropical, en ellos existe dos pe-
riodos de lluvia durante el año (abril-junio y septiembre-no-
viembre) y dos secos (diciembre-marzo y julio-agosto), y se
caracterizan por tener una temperatura promedio entre 22 a
29°C [59].

Las UP se caracterizan por destinar la producción de le-
che en un 85 a 94% a la elaboración de quesos frescos arte-
sanales [32]. Cada finca fue visitada en una ocasión durante el
ordeño vespertino. El rebaño de las nueve UP estuvo confor-
mado por animales mestizos de doble propósito. El promedio
de producción de leche diario en las fincas era de 436 L/d, el
número de animales en producción en las fincas varió de 40 a
123 vacas, donde se realizaba un ordeño manual con apoyo
del becerro (Bos taurus- Bos indicus).

Diagnóstico de mastitis subclínica en el rebaño

Se evaluaron en total seiscientas cuarenta y dos vacas
en ordeño para diagnosticar mastitis subclínica. En cada fin-
ca se realizó la prueba de California mastitis test (CMT) (De-
teck, Biofluídos de Occidente, Venezuela) durante el ordeño
vespertino a todas las vacas en producción, evaluándose un
total de 2.511 cuartos mamarios. Se excluyeron de la inves-
tigación las vacas con signos clínicos de mastitis, de manera
que el criterio de inclusión de los animales fue, la presencia
de mastitis subclínica en cualquiera de los cuartos mama-
rios, sin tomar en cuenta la fase de lactancia y número de
partos. De acuerdo a la equivalencia de los resultados del
CMT con el recuento de células somáticas (RCS), en este
estudio las muestras con resultados de CMT negativos, tra-
za y 1+ (equivalente a un RCS < 800.000 células/mL leche)
fueron estimados como libres de mastitis subclínica, siendo
excluidos de la investigación. Los cuartos mamarios con re-
sultados de CMT positivos 2+ y fuertemente positivos 3+
(equivalente a un RCS entre 800.000 a > 5.000.000 célu-
las/mL de leche) se tomaron como indicativos de mastitis
subclínica y fueron los seleccionados para la toma de mues-
tra. Para mantener la consistencia en los resultados, la prue-
ba de CMT fue realizada y leída por la misma persona en las
nueve fincas.
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Recolección de las muestras para cultivo bacteriológico

De las 642 vacas en ordeño, 313 presentaron resultados
de CMT � 2+ en al menos un cuarto mamario. Con fines prác-
ticos y para disminuir costos, en aquellos animales donde exis-
tía más de un cuarto mamario con una reacción al CMT � 2+
se recolectó en el mismo tubo estéril una muestra de leche
compuesta, la cual estaba conformada por la leche provenien-
te de los diferentes cuartos mamarios de la vaca con una reac-
ción � 2+. En total se recolectaron 313 muestras de leche pro-
venientes del mismo número de vacas con cuartos mamarios
con mastitis subclínica.

Para la toma de la muestra de leche de cuarto mamario se
siguió el procedimiento descrito por el National Mastitis Council
(NMC) [43]. Los pezones de cada cuarto mamario escogidos fue-
ron lavados, secados y desinfectados; para tal fin se utilizó una
solución jabonosa, seguidamente el pezón se enjuagó con agua
estéril y se secó con gasa estéril, posteriormente, se desinfectó
la punta del pezón con una gasa impregnada en solución iodada.
Una vez finalizada la asepsia del pezón se descartó el primer
chorro de leche y se procedió a recolectar la leche de los cuartos
mamarios en un tubo de vidrio estéril con tapa de rosca.

Una vez finalizado el ordeño, se tomaron muestras de le-
che de cada una de las cántaras existentes en la finca, obtenién-
dose de 2 a 4 muestras dependiendo del número de cántaras en
cada finca, las cuales posteriormente en el laboratorio se mezcla-
ron para conformar una sola muestra de leche a nivel de cántara,
recolectándose en total nueve muestras de leche de cántara (una
por finca). Previo a la recolección de la muestra, se agitó el con-
tenido de la cántara por al menos 30 segundos, con un cucharón
de aluminio de 50 mL de capacidad, con mango de 40 cm de lar-
go y esterilizado por autoclave (Fanem®, 415, EUA). Éste a su
vez se utilizó para recolectar y depositar la muestra de leche en
frascos de vidrio estériles de hasta 200 mL de capacidad.

En cada finca se esperó el proceso de elaboración de
queso fresco, para recolectar una muestra de cuajada y de
queso recién elaborado. Las muestras fueron obtenidas de
manera aséptica, para tal fin se utilizó un cuchillo esterilizado
por autoclave. Se cortaron trozos de cuajada y queso en forma
de cuña (desde la superficie hacia el interior) de aproximada-
mente 100 g. y se introdujeron en bolsas plásticas estériles.

En total se recolectaron 340 muestras (313 de cuartos
mamarios, nueve de leche de cántara, nueve cuajadas y nueve
quesos) las cuales fueron transportadas en una cava con hielo
hasta su llegada al laboratorio, donde se colocaron en una cava
de refrigeración (Tropicold, tipo vitrina, EUA) por un período no
mayor de 12 horas previo a la siembra bacteriológica.

Recolección de datos relacionados con la rutina
de ordeño y condiciones de la quesera

Durante la visita se recolectaron datos relacionados con
las características de las instalaciones del local de ordeño (tipo
de piso y techo, presencia de pediluvio y drenaje, lavado de la

sala antes y después del ordeño), prácticas en la rutina de or-
deño (preparación de los ordeñadores, lavado y desinfección
de pezones antes del ordeño, desinfección de pezones post
ordeño), información concerniente a la disposición de la leche
luego del ordeño (tipo de cántara, ubicación, uso de tapa, fil-
trado de la leche antes de ser vertida en la cántara) e infraes-
tructura de la quesera (ubicación, características de la instala-
ción, tipo de utensilios utilizados y presencia de otros anima-
les). La información se registró como se observó durante la vi-
sita. Al encargado de la finca sólo se le hicieron tres preguntas
cerradas para determinar si realizaban diagnóstico de mastitis
subclínica, si colocaban tratamiento de vaca seca y si utiliza-
ban antibióticos como aditivos en el alimento concentrado.

Aislamiento e identificación de S. aureus

El aislamiento de S. aureus a partir de las muestras de
leche de cuartos mamarios se realizó en base a la metodolo-
gía descrita por el NMC [44]. Un volumen de 0,01 mL de leche
se sembró por superficie en un cuadrante de una placa con
agar base de sangre (HiMedia Laboratories, India) suplemen-
tado con sangre desfibrinada de carnero (Ovis aries) al 5% v/v.

Para el tratamiento inicial de la leche de cántara se mi-
dieron 10 mL de leche para hacer diluciones seriadas hasta
10–6 con agua peptonada al 0,1% p/v. En el caso de las mues-
tras de cuajada y queso se pesaron en una balanza electróni-
ca (Ohaus, TS2KS, EUA) 10 g. de cada una y se colocaron en
bolsa de Stomacher que contenía 90 mL de agua peptonada al
0,1% p/v, la homogenización se realizó en un Stomacher
(Seward®, 80 Biomaster, Inglaterra). Posteriormente, a partir
del homogenizado que constituyó la primera dilución se reali-
zaron diluciones seriadas hasta 10–6 para realizar el recuento
de S. aureus. Para tal fin, un volumen de 0,1 mL de las res-
pectivas diluciones de cada muestra se sembró por duplicado
en placas con agar Baird Parker (HiMedia Laboratories, India)
siguiendo la metodología descrita por la Comisión Venezolana
de Normas Industriales (COVENIN) [21]. Luego de la siembra,
los medios de cultivo se incubaron en una estufa (Fanem®

002CB, Sao Paulo-Brasil) en condiciones de aerobiosis a 37°C
y se examinaron a las 24 y 48 h de incubación.

En el medio de agar sangre, los aislados se selecciona-
ron y cuantificaron según su morfología colonial (tipo de hemo-
lisis, pigmentación, tamaño), sí en la misma muestra de leche
se observaban colonias que se diferenciaban en al menos una
de las características morfológicas antes mencionadas, fueron
consideradas como cepas distintas y se cuantificaban por se-
parado. Del crecimiento obtenido en el agar Baird Parker se
seleccionaron por muestra, cinco colonias consideradas como
típicas de estafilococos coagulasa positiva (colonias negras
brillantes producidas por la reducción del telurito, rodeadas de
una zona opaca y de un halo claro debido a la actividad lipolíti-
ca y proteolítica de la bacteria).

La identificación preliminar de todos los aislamientos se
hizo en base a la morfología colonial, coloración de Gram, pro-
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ducción de coagulasa por el método de coagulasa en tubo uti-
lizando plasma de conejo (Oryctolagus Cuniculos) deshidrata-
do (Difco, Detroit, MI, EUA) (la lectura de la prueba se realizó
a las 4 y 24 h de incubación), reacción a la prueba de catala-
sa, DNAasa y Voges-Proskaüer [51], se usó la galería de prue-
bas API STAPH (bioMérieux, Lyon, Francia) para una identifi-
cación bioquímica más completa.

Identificación genotípica

La extracción del ADN se obtuvo cultivando las cepas en
3 mL de caldo soya tripticasa (HiMedia, India) suplementado
con 1% p/v de glucosa a 36 ± 1°C por un tiempo no mayor a
24 h. Posteriormente, los cultivos fueron centrifugados (Lab-
net, Spectrafuge 7M, EUA) a 4.000 g a temperatura ambiente
y la biomasa obtenida fue lavado tres veces con buffer TE (10
mM Tris-HCl, 1 mM EDTA; pH: 7,5). El pellet obtenido se re-
suspendió en H2O destilada estéril y se llevó a ebullición por
17 (min). transcurrido el tiempo se centrifugó, y el sobrenadan-
te se diluyó en proporción 1:10 [2].

La identificación genotípica de las cepas de S. aureus se
realizó mediante la reacción en cadena de la polimerasa
(PCR) utilizando cebadores específicos para amplificar una re-
gión de 482 pb. del gen nuc, codificante para una nucleasa es-
pecifica de la especie: (Forward 3´-AAAGGGCAATACGCAA-
AGA-5´ y Reverse 3´-TAGCCAAGCCTTGACGAACT-5´) [49].
Todas las reacciones se llevaron a cabo en un volumen total
de 25 µL de PCR Master Mix (Promega, EUA) conteniendo:
100 µM de cada uno de los nucleótidos trifosfatados (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP); 3 mM MgCl2; 0,2 µM de cada cebador; 1
µL del ADN total previamente extraído y diluido y 1,25 Unida-
des de Taq polimerasa.

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador
(Aplied Biosystem, PCR 2720, EUA) bajo las siguientes condi-
ciones: Desnaturalización previa del ADN a 94°C por 5 min.,
seguido de 35 ciclos de amplificación, cuyo programa incluía:
Desnatrualización: a 94°C por 1 min., Alineamiento de primers:
a 55°C por 1 min., Extensión: a 72°C por 1 min., adicionalmen-
te, se hizo una extensión final a 72°C durante 8 min.

La separación de los productos de PCR se realizó en ge-
les de agarosa (1,5% p/v) sobre una cámara horizontal para
electroforesis (Thermo Electron Corporation Midicell® PrimoTM,
EC330, EUA) sumergidos en buffer TBE (Tris 90mM–Borate
90mM–EDTA 2mM) con Bromuro de Etidio (0,5 µg/mL) a 65
voltios con fuente de poder programable (Bio-Rad, Power-Pac
Basic, EUA) durante 1,5 h. Los geles fueron fotografiados sobre
un transiluminador (UVP-White/UV-trasilluminator, Reino Unido)
con una cámara digital (KODAK EasyShare, Z650, China).

Detección inmunológica de enterotoxinas

Las cepas de S. aureus se inocularon en caldo tripticasa
soya e incubaron a 37°C durante 18-24 h. Tras el crecimiento, el
caldo se centrifugó (Clay Adams, Dynac, EUA) a 900g durante
20 min, el sobrenadante se utilizó para la detección de las ente-

rotoxinas A, B, C y D mediante la técnica de aglutinación en látex
en fase reversa, SET-RPLA (Oxoid, Ltd., Basingstoke, Reino Uni-
do), siguiendo las especificaciones del fabricante.

Análisis de los resultados

Se utilizó estadística descriptiva para determinar los por-
centajes de aislamientos, patrones bioquímicos y cepas entero-
toxigénicas. Se construyó una tabla de contingencia 3 x 2 con el
fin de determinar la relación entre las variables (variable depen-
diente, cepas enterotoxigénicas y variable independiente, Muni-
cipios) mediante el estadístico Ji-cuadrado (�2). Los resultados
del análisis estadístico fueron interpretados con un nivel de con-
fiabilidad del 95%. Los datos fueron analizados estadísticamen-
te mediante el programa Statgraphics plus versión 5.1 [57].

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Infección intramamaria (IIM) subclínica

De las 313 muestras con una reacción al CMT �2+, 18
(6%) resultaron contaminadas, 60 (19%) fueron negativas y
235 (75%) presentaron crecimiento bacteriano. De las nueve
finca estudiadas, ocho presentaron IIM subclínica por encima
del 70%, sólo la finca G arrojó resultados más bajos (57%). Se
evidenció un porcentaje muy elevado de IIM subclínica (75%),
el resultado obtenido es similar a los reportados en diversas
investigaciones previas realizadas en el estado Zulia, que indi-
can que la IIM subclínica es mayor en esta zona del país con
cifras superiores al 52% [4, 27, 60].

Estos resultados permiten afirmar que la IIM subclínica
continua siendo una problemática para los pequeños productores
de la región, probablemente debido a la falta de implementación
de buenas prácticas de ordeño (BPO), las cuales son una parte
fundamental de una explotación lechera, donde uno de sus obje-
tivos es garantizar que la leche producida provenga de animales
sanos para que la leche y los productos lácteos sean seguros y
adecuados para el uso al que se les destina [28].

Durante la visita se pudo notar que, ninguna de las fin-
cas poseían salas de ordeño con un diseño adecuado, debido
a la falta de pediluvio y canal de drenaje, lo cual impedía la
limpieza continua y ocasionaba la acumulación de excremen-
tos mientras transcurría el ordeño, inclusive en la finca I, el or-
deño se practicaba al aire libre, en una vaquera sin techo y sin
piso. Así mismo, se observó falta de preparación adecuada de
los ordeñadores antes de efectuar su labor (los ordeñadores
no usaban uniforme, botas de hule, ni lavaban sus manos an-
tes del ordeño). En cuanto al aseo de los pezones se constató
que el mismo se realizaba en forma incorrecta; la práctica más
usual fue el lavado solo con agua sin desinfectar, incluso algu-
nos ordeñadores lavaban los pezones con la leche que se en-
contraba en los baldes de ordeños previos. Fue también nota-
ble el hecho que, en ninguna de las fincas se utilizaba el sella-
do de los pezones una vez finalizado el ordeño, práctica nece-
saria para reducir los índices de mastitis subclínica.
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Otra característica resaltante que se observó fue que, en
ninguna de las UP se aplicaba un diagnóstico rutinario de
mastitis subclínica, a pesar de que existe una norma para le-
che cruda que recomienda esta práctica [19] y la resolución
sobre leche y sus derivados [38], donde se establece que los
bovinos destinados a la producción de leche deberán estar li-
bres de mastitis.

Aislamiento de S. aureus

S. aureus estuvo presente en todas las fincas a nivel de
cuartos mamarios, en siete fincas el porcentaje de aislamiento
de S. aureus en las muestras cultivadas de cuartos mamarios
osciló entre 25 y 45%, sólo en las fincas D y F la frecuencia de
aislamiento fue inferior, 6 y 7%, respectivamente (TABLA I).
Estos resultados sugieren que, la mastitis de tipo contagiosa
es un problema persistente en las UP de la región [60], donde
patógenos contagiosos como S. aureus se transmiten fácil-
mente en el rebaño durante el ordeño debido a la falta de im-
plementación de BPO relacionadas con la ausencia de progra-
mas de control y prevención de mastitis [55].

La TABLA I también presenta el porcentaje global de po-
sitividad y el recuento de S. aureus en las diferentes muestras
analizadas. En las muestras de leche de cuartos mamarios el
aislamiento de S. aureus fue de 25%, en la leche de cántara,
cuajada y queso fresco el aislamiento fue positivo en un 56; 89
y 78%, respectivamente. El recuento de S. aureus en las
muestras de cuajada y queso fresco fue mayor que en la leche
de cántara, esta diferencia en el contaje puede ser debido a
que, las bacterias quedan atrapadas en el gel durante la coa-
gulación de la leche [33], también podría deberse a múltiples
fuentes de contaminación. Jørgensen y col. [33] y André y col.
[5] llegaron a la conclusión que, la leche de tanque era la prin-
cipal fuente de contaminación. Otros autores [31, 46] han su-

gerido que, la piel de los pezones es el principal reservorio de
S. aureus lo que favorece la persistencia de IIM y a su vez se
incrementa el riesgo de contaminación de la leche y los pro-
ductos lácteos. Por su parte, Rosengren y col. [52], al estudiar
el biotipo de las cepas de S. aureus aisladas en quesos detec-
taron diferentes biotipos, los autores indicaron que la diversi-
dad obtenida era el reflejo de diversos orígenes de contamina-
ción con S. aureus.

Identificación molecular de las cepas de S. aureus

De acuerdo a la morfología colonial, celular, presencia
de coagulasa libre, producción de las enzimas catalasa y de-
soxirrinonucleasa (DNasa) y producción del acetil metil carbi-
nol determinada mediante la prueba de Voges-Proskaüer, 154
cepas fueron identificadas en forma preliminar como S. au-

reus, la identificación definitiva de las cepas mediante la ampli-
ficación por PCR del gen nuc, confirmó molecularmente como
S. aureus a 114 cepas (74%). Estos resultados indican que el
simple uso de pruebas bioquímicas convencionales limita la
identificación solo a S. aureus, excluyendo a otras especies
que se caracterizan por ser coagulasa positiva (S. hyicus, S.

intermedius, S. schleiferi subsp. schleiferi, S. delphini, S. lutrae

y S. pseudointermedius) y que a su vez son de importancia en
muestras de origen animal [22].

En la mayoría de los laboratorios de microbiología se uti-
liza, para diferenciar S. aureus de otras especies coagulasa
positivas de origen bovino, la producción de acetil-metil-carbi-
nol y también se ha sugerido además la fermentación de mani-
tol, maltosa y trehalosa [22, 44], debido a que, el uso de kits
comerciales para la identificación es limitado por los altos cos-
tos y las técnicas moleculares no son aplicadas por requerir in-
versión en equipos y materiales específicos, además de mano
de obra especializada. Todo esto muestra que la no discrimi-
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TABLA I

AISLAMIENTO Y RECUENTO DE S. AUREUS DE ACUERDO AL TIPO DE MUESTRA

Tipo de muestra Fincas Nº muestras Nº muestras positivas
S. aureus (%)

Recuento S. aureus

(ufc/mL; ufc/g)

A 30 9 (30) 1,67 x 103

B 29 10 (34) 2,12 x 103

C 49 13 (27) 8,29 x 103

Leche cuartos mamarios
(CMT �2+)

D
E

33
19

2 (6)
5 (26)

1, 25 x 103

4, 16 x 103

F 44 3 (7) 2,47 x 103

G 60 15 (25) 3,24 x 103

H 22 10 (45) 2,69 x 103

I 27 10 (37) 2,86 x 103

Leche cuartos mamarios (Total) 313 77 (25) 3,60 x 103

Leche cántara 9 5 (56) 3,65 x 104

Cuajada 9 8 (89) 1,57 x 105

Queso 9 7 (78) 1,73 x 105



nación entre las especies coagulasa positiva impide determi-
nar en muchos casos el verdadero agente causal de las IIM y
en determinados rebaños se puede estar sobredimensionando
la importancia de S. aureus o subdimensionando a otras espe-
cies coagulasa positivas [22].

Caracterización bioquímica de los aislamientos
de S. aureus

A las 114 cepas identificadas molecularmente como S.

aureus se les determinó las características bioquímicas utili-
zando la galería de pruebas API STAPH, se observó que, to-
dos los aislamientos fermentaron glucosa, fructuosa, manosa,
melobiosa, rafinosa, xilitol, xilosa, y metil-�-D-glucopiranosida,
y además fueron capaces de producir fosfatasa alcalina. Los
aislamientos variaron en las siguientes capacidades bioquími-
cas: fermentación de manitol, sacarosa, trehalosa y N-acetil-
glucosamina, producción de ureasa y arginina dihidrolasa. Dos
cepas no fueron capaces de producir acetil-metil-carbinol, re-
ducir nitratos a nitritos, y fermentar maltosa, solo 1 cepa no
fermentó la lactosa. La variabilidad observada permitió obtener
19 patrones bioquímicos diferentes representados por las le-
tras A–Q (TABLA II), el patrón bioquímico A fue el predomi-
nante, observándose en 33 (28,95%) de los aislamientos,
otros patrones frecuentes fueron el H (13%), K (10%) y el E
(9,6%). Los aislamientos de todas las fincas presentaron más

de dos patrones bioquímicos distintos con un máximo de siete
patrones diferentes observados en la finca I (TABLA III). La
amplia variabilidad de las capacidades metabólicas de las ce-
pas de S. aureus de origen bovino ha sido reportada previa-
mente por otros autores [35, 47] coincidiendo con los resulta-
dos aquí demostrados.

El aislamiento de cepas de S. aureus sin capacidad de
producir acetil-metil-carbinol y fermentar manitol, maltosa y
trehalosa sugiere la existencia de cepas con patrones bioquí-
micos atípicos (estos resultados se mantuvieron luego de tres
repeticiones). Este hallazgo es importante si se toma en cuen-
ta que, el reporte de cepas atípicas de S. aureus no es muy
frecuente. No obstante, no deben pasarse por alto puesto que,
se han aislado cepas atípicas de S. aureus en explotaciones
lecheras del Brasil [54], también se ha notificado un caso de
intoxicación alimentaria ocasionada por una cepa atípica de S.

aureus no fermentadora del manitol [30]; Y recientemente se
ha publicado [3], el aislamiento de dos cepas de S. aureus va-
riantes coagulasa negativa en vacas con mastitis subclínica en
Alemania. De manera que, no se puede confiar solamente en
los marcadores bioquímicos, especialmente cuando un fenoti-
po atípico está implicado haciéndose cada vez más necesaria
la utilización de las técnicas moleculares para la correcta iden-
tificación de los microorganismos.
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TABLA II

DISTRIBUCIÓN DE LOS PATRONES BIOQUÍMICOS DE LAS 114 CEPAS DE S. aureus AISLADAS

Patrón Nº
Aislamiento

Mal Lac Tre Man Nit VP Sac NAG Adh Ure

A 33 (28,9) + + + + + + + + - -

B 9 (7,8) + + + + + + + + - +

C 8 (7,02) + + + + + + + + + -

D 2 (1,7) + + + + + + + - + +

E 11 (9,6) + + + + + + + + + +

F 1 (0,8) + + - + + + + + - -

G 1 (0,8) + - + + + + + - - +

H 15 (13,1) + + - + + + + + + +

I 1 (0,8) + + - + + + + - + +

J 7 (6,1) + + + - + + + + - +

K 12 (10,5) + + + - + + + + - -

L 1 (0,8) - + + + + - + - + +

LL 2 (1,7) + + + + + + - - + -

M 3 (2,6) + + + - + + + + + +

N 1 (0,8) - + + + + - + + + +

Ñ 1 (0,8) + + - + + + + + + -

O 2 (1,7) + + + + + + - + - -

P 2 (1,7) + + + + - + + + - -

Q 2 (1,7) + + + + + + - + + +

Mal= maltosa; Lac= lactosa; Tre= trehalosa; Man= manitol; Nit= nitratos; VP= producción de acetil-metil-carbinol; Sac= sacarosa; NAG=
N-acetilglucosamina; Adh= producción de arginina dihidrolasa; Ure= producción de ureasa.



Producción de enterotoxinas

La diversidad de la producción de EEs y el origen de las
cepas enterotoxigénicas se muestra en la TABLA IV, donde se
aprecia que de las 114 cepas de S. aureus examinadas para
la detección de EEs clásicas, 27 (24%) resultaron ser produc-
toras de uno o más tipos de EEs, la EE más frecuentemente
detectada en las 27 cepas enterotoxigénicas fue la EEB
(13/27; 48,15%), seguida por la EEC (4/27; 14,81%), EEA
(3/27; 11,11%) y EED (2/27; 7,41%). Dos cepas (2/27; 7,41%)
produjeron EEB+EED, 2 sintetizaron EEB+EEC y sólo una
cepa produjo EEA+EEB (1/27; 3,70%).

Los métodos inmunológicos para detectar cepas de S.

aureus productoras de enterotoxinas han sido ampliamente
usados por investigadores [12, 16, 34, 36, 41, 48, 61] en ais-
lamientos provenientes de vacas con mastitis subclínica, le-
che y quesos frescos, donde se ha reportado un porcentaje
de cepas enterotoxigénicas que oscila entre 12,9 y 31,1%. El
porcentaje de cepas enterotoxigénicas detectado en este es-
tudio (24%) es un hallazgo importante si se toma en cuenta
que se utilizó el método de SET-RPLA, el cual sólo permite
detectar las enterotoxinas clásicas, el resto de las 15 entero-
toxinas descritas y reportadas por diversos investigadores en
aislamientos de origen bovino [6, 10, 23, 61] e incluso impli-
cadas algunas de ellas en intoxicaciones alimentarias [18] no
son detectadas por SET-RPLA, desconociéndose la verdade-
ra capacidad enterotoxigénica de las cepas aisladas. Hay que
considerar además que, bajo ciertas circunstancias (como;
pH, temperatura, actividad de agua, concentración de NaCl,
composición de aminoácidos en el alimento y competición de
la microflora), las EEs no son producidas o se producen a
una concentración por debajo del límite de detección del
SET-RPLA (0,5 ng/mL) lo que impediría su detección [36].

Cinco cepas se caracterizaron por coproducir dos tipos
diferentes de EEs este es un hallazgo que, ha sido descrito
por otros autores [16, 56, 61] quienes señalan que una cepa
puede abordar más de un gen se diferente.

En esta investigación se observó un predominio de
producción de EEB (48,15%), resultados que coinciden con
lo reportado por otros autores en leche de tanque y leche
compuesta de animales con mastitis [1, 61]. No obstante,
otros autores, han reportado principalmente la producción
de EEC, EEA y EED por parte de las cepas de S. aureus

aisladas en leche y quesos [12, 14, 16, 24, 37, 41, 42, 48].
Las diferencias en cuanto al tipo de EEs reportadas, indican
que existe una variación geográfica en la distribución de las
cepas enterotoxigénicas de S. aureus, lo cual puede ser el
reflejo de los desiguales reservorios ecológicos en los diver-
sos países, aunado a la sensibilidad de los métodos de de-
tección utilizados que también pueden influir en las variacio-
nes observadas en cuanto a los tipos de EEs producidas, sin
embargo, es la diversidad del área geográfica, el tipo de ma-
nejo y el medio ambiente lo que determina a mayor grado
las características de la cepa [12, 41, 42].

Aunque las cepas aisladas de S. aureus en brotes de
intoxicación alimentaria principalmente producen EEA [29,
50], la EEB también ha sido implicada en brotes ocasionados
en diversos países como Francia, Israel, Corea, Brasil y Ve-
nezuela, los cuales han estado asociados principalmente con
el consumo de quesos de elaboración artesanal con leche
cruda [15, 17, 25, 40].

Al analizar los resultados según el origen de las cepas
enterotoxigénicas, en la TABLA IV se puede apreciar que el
70,4% (19/27) de las cepas estaban asociados con mastitis
subclínica (estos aislamientos provenían de diferentes va-
cas), mientras que el 14,8% (4/27) fueron aisladas en las
muestras de leche de cántaras y sólo el 7,4% (2/27) se ais-
laron en cuajada y queso, respectivamente. Los resultados
obtenidos sugieren que las vacas con mastitis subclínica
son una importante fuente de cepas enterotoxigénicas, la
importancia de estas toxinas en la salud pública y en la se-
guridad de los alimentos ha hecho necesaria la determina-
ción de la prevalencia de cepas enterotoxigénicas de S. au-

reus en mastitis bovina [41].
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TABLA III

DISTRIBUCIÓN DE LOS PATRONES BIOQUÍMICOS DE LAS 114 CEPAS DE S. aureus AISLADAS EN 9 FINCAS

Finca Nº Aislamiento (%) Patrón Bioquímico Nº Patrón Bioquímico

A 11 (9,65) A, B, C, D 4

B 13 (11,40) A, B, E 3

C 15 (13,16) A, D, E, F, G 5

D 3 (2,63) A, E, H 3

E 15 (13,16) C, E, H, I 4

F 8 (7,02) E, J, K, L, LL 5

G 19 (16,67) E, J, K, M, N 5

H 16 (14,04) A, B, C, E, H, Ñ 6

I 14 (12,28) A, B, E, LL, O, P, Q 7



El recuento de S. aureus en los quesos analizados, es-
tuvo entre 1,4 x 103 UFC/g hasta 7,8 x 105 UFC/g con un valor
promedio de 1,7 x 105 UFC/g (TABLA I), el 71% de los que-
sos presentaron niveles de 105 UFC/g y en los dos quesos
donde se aisló S. aureus productor de EE la media del re-
cuento fue de 1,25 x 105 UFC/g. Es importante destacar que
la Norma Venezolana [20] indica valores límite para la pre-
sencia de S. aureus en queso fresco, donde establece como
requisito para S. aureus un recuento de 1 x102 a 1 x 103

UFC/g. La cantidad de SE requerida para que se establezcan
los síntomas típicos de una intoxicación alimentaria es muy
baja, en el rango de 20 ng a 1 µg, está concentración corres-
ponde aproximadamente a 105 UFC/g de alimento [9], consi-
derándose ese recuento como valor crítico a partir del cual es
posible detectarlas.

Estos resultados destacan el riesgo potencial que tienen
los consumidores de quesos frescos artesanales. En concor-
dancia con los resultados obtenidos, otros investigadores en
Venezuela han encontrado presencia de S. aureus en niveles
importantes. Arispe y Westhoff [7] señalaron que, aproximada-
mente en uno de cada cuatro quesos blancos analizados (27%)
encontraron presencia de S. aureus enterotoxigénico y que la
incidencia fue mayor en los quesos blandos. Díaz y González
[26] detectaron S. aureus en el 69% de las muestras de queso
con un promedio de 1,5 x 105 UFC/g. Ríos y Novoa [50], obser-
varon que las muestras de queso para control sanitario y las im-
plicadas en enfermedades transmitidas por alimento la mayoría
de ellas presentaban niveles superiores a 4,0 Log.

Si bien es cierto que la presencia de S. aureus en los
quesos artesanales está relacionada con la concentración ini-
cial de la bacteria en la leche cruda, probablemente, el recuen-
to evidenciado en las muestras de cuajada y queso fresco,
guarden relación con las prácticas empleadas en la elabora-
ción de los quesos a nivel de las fincas y contribuyan al au-
mento de la población de este patógeno. En la mayoría de las
fincas (excepción, fincas F y G), las condiciones sanitarias de

la quesera no cumplían con las normas de higiene y seguri-
dad. Se caracterizaban por ser sitios cuya infraestructura pre-
sentaba paredes y techo de laminas de zinc (finca A, B, E), y
en ocasiones sólo tenían techo de zinc (fincas C, D, H, I), los
materiales y utensilios usados en la fabricación tampoco cum-
plieron con las normas de higiene y seguridad; ejemplo de ello,
era el uso de envases de plástico en lugar de tinas de acero
inoxidable para la coagulación de la leche, la cuajada era cor-
tada con un cuchillo o en forma manual (se rompía con las ma-
nos). Otro hecho resaltante era la presencia de diferentes tipos
de animales en la quesera.

Al analizar los resultados por fincas se nota en la TA-
BLA V que, en siete (78%) de las nueve fincas participantes en
el estudio se aisló por lo menos una cepa enterotoxigénicas de
S. aureus, en la finca donde se aisló la mayor diversidad de
cepas productoras de EEs fue la finca G, mientras que en la
finca I sólo se aisló una cepa positiva para EEB. Estos resulta-
dos indican que es frecuente detectar cepas enterotoxigénicas
de S. aureus a nivel de fincas y que la producción de EEs va-
ría entre rebaños en concordancia con lo reportado por otros
autores previamente [1, 16, 33].

En base a la localización geográfica de las fincas en la
región, se determinó que el porcentaje de aislamiento de ce-
pas enterotoxigénicas varió entre los Municipios: el munici-
pio La Cañada de Urdaneta presentó el mayor número de
aislamientos (44%), seguido por el municipio Miranda (33%),
mientras que el municipio Jesús Enrique Lossada presentó
el menor porcentaje (23%), estos resultados fueron signifi-
cativamente diferentes (P<0,05) (TABLA V). Varios estudios
muestran que existe una variación geográfica significativa
en la incidencia de genes enterotoxigénicos en S. aureus

aislados de mastitis bovina [3, 16, 24, 58, 62]. Estas obser-
vaciones indican que la producción de EEs por cepas de S.

aureus de bovinos con mastitis puede estar influenciada por
las condiciones ambientales, el área geográfica y tipo de
manejo [24].
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TABLA IV

DISTRIBUCIÓN DE LAS EEs PRODUCIDAS POR S. aureus DE ACUERDO AL ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS

Tipos de muestras

Enterotoxinas Leche Cuarto mamario Leche cántara Cuajada Queso Total

SEA 2 1 - - 3

SEB 10 1 - 2 13

SEC 2 1 1 - 4

SED 2 - - - 2

SEA + SEB 1 - - - 1

SEB + SEC 2 - - - 2

SEB + SED - 1 1 - 2

Total
(%)

19/27
(70,4)

4/27
(14,8)

2/27
(7,4)

2/27
(7,4)

27
(100)



CONCLUSIONES

El simple uso de las pruebas bioquímicas convenciona-
les identifica erróneamente a un porcentaje considerable de
cepas como S. aureus. Al utilizar la galería de pruebas API-
STAPH las cepas de S. aureus aisladas en este estudio se
caracterizaron por presentar un patrón bioquímico heterogé-
neo. La leche de cuartos mamarios con mastitis subclínica es
una fuente importante de cepas enterotoxigénicas de S. au-

reus y aunque el porcentaje de las cepas enterotoxigénicas
en las muestras de queso fue bajo, no se le debe restar im-
portancia, puesto que los elevados recuentos obtenidos de
este patógeno en el producto final lo convierten en un riesgo
para la salud pública si se considera que durante la produc-
ción, distribución y venta de los quesos frescos no se toman
en cuenta las medidas preventivas para evitar la producción
de EEs en los alimentos.
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