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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo es reportar el hallazgo de esta-
filococos coagulasa positivos distintos a Staphylococcus au-
reus; aislados en cuartos mamarios con mastitis subclinica en
bovinos del municipio Valle del Rosaric de Perija, estado Zulia,
Venezuela. Se evaludé una poblacién de 80 vacas en ordefio
mediante el test de California, seleccionandose 65 muestras
de leche para cultivo bacteriolégico de aguellos cuartos con
tres (3) cruces, de un total de 320 cuartos evaluados. Las va-
cas se encontraban entre los 30 dias postparto y los 8 meses
de lactacién. El andlisis bacteriologico se realizé basado en las
indicaciones del Consejo Nacional de Mastitis de EEUU, obte-
niéndose 28 (43%) aislamientos positivos, distribuidos de la si-
guiente manera: 14 aislamientos (50%) del genero Strepto-
coccus, todos ellos de la especie Streptococcus agalactiae; 12
aislamientos (43%) del genero Staphylococcus, de los cuales
11 eran estafilococos coagulasa positivos y 1 coagulasa nega-
tivo; y 2 aislamientos (7%) del genero Corynebacterium, sien-
do ambos de la especie Corynebacterium bovis. Ninguno de
los 11 aislamientos de estafilococos coagulasa positivos co-
rrespondian a Staphylococcus aureus, determinéndose que 9
eran S. intermediusy 2 S. hyicus. El aislamiento de estafiloco-
cos coagulasa positivos que no fueran Staphylococcus aureus
en cuartos mamarios con mastitis subclinica no habia sido re-
portado con anterioridad en nuestra regién. Por lo que se reco-
mienda la aplicacién de pruebas microbioldgicas adicionales
en muestras de leches provenientes de esta zona geogréfica,
con el fin de establecer un diagnostico diferencial entre S. au-
reus y otras especies de estafilococos coagulasa positivos.
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ABSTRACT

The objective of the present research is to report the finding of
coagulase positive Staphylococcus other than Staphylococcus
aureus, from quarters of cows with subclinical mastitis at Valle
del Rosaric de Perija, Zulia state, Venezuela. A population of
80 milking cows was evaluated using the California Mastitis
Test. 65 milk samples were collecting for bacteriologic culture
from quarters that gave 3 crosses to the CMT. A total of 320
quarters were evaluated. The cows were between 30-d post-
partum and 8 months of lactation. The bacteriologic analysis of
samples were made based on guidelines of the National Masti-
tis Council, by getting 28 (43%) positive isolations, distributed
as follows: 14 isolations (50%) Streptococcus, all of the spe-
cies Streptococcus agalactiae; 12 isolations (43%) were of the
genus Staphylococcus, from which 11 were coagulase positive
Staphylococcus spp and 1 coagulase negative; and 2 isola-
tions (7%) Corynebacterium, being both of the species Coryne-
bacterium bovis. None of the 11 coagulase positive Staphyio-
coccus were Staphylococcus aureus, which 9 were Staphylo-
coceus intermedius and 2 Staphylococcus hyicus. The isolation
of coagulase positive Staphylococcus spp other than Staphylo-
coccus aureus in mammary quarters with subclinical mastitis
has been not reported in our region yet. Therefore, it is recom-
mended that additional microbiological tests be used in milk
samples from this geographic area to establish a differential di-

149



Aislamiento de estafilococos de cuartos con mastitis subclinica / Hoet, A. y col.

agnosis between S. aureus and other coagulase positive
staphs.

Key words: Mastitis, bovine, coagulase positive Staphylo-
COCCUS.

INTRODUCCION

Son numerosos los agentes causales de Mastitis Bovina
que son reportados en la literatura, los cuales pertenecen a di-
ferentes grupos de microorganismos tales como: bacterias,
hongos, mycoplasmas y las recientemente reportadas algas
[2, 7, 9, 13]. Dentro de esta amplia gama de gérmenes que
producen mastitis el principal grupo son las bacterias [13],
siendo las mas cominmente aisladas las del genero Strepto-
coccus, Staphylococcus y Enterobacterias, principalmente las
del grupo de los Coliformes [2, 7, 9, 13].

En diferentes partes del mundo se ha investigado la
distribucién y prevalencia de los agentes causales de mastitis
en su area de influencia [4, 5, 9, 10, 11, 18, 19, 20, 21]; ya
que para poder abordar el problema de mastitis bovina es ne-
cesario previamente conocer quien la causa [1, 9], debido a
que cada microorganismo posee caracteristicas epizootiol6gi-
cas diferentes que deben ser usadas para establecer las me-
didas mas apropiadas de Prevencién y Control en contra de
estos.

En la regién de la Cuenca del Lago de Maracaibo solo
se han realizado algunos reportes sobre las diferentes espe-
cies o géneros de microorganismos que mas frecuentemente
causan mastitis en esta area [1, 6, 12, 17].

El objetivo del presente trabajo es reportar el hallazgo de
estafilococos coagulasa positivos distintos a Staphylococcus
aureus, aislados en cuartos mamarios con mastitis subclinica
en bovinos del municipio Valle del Rosario de Perija, Edo. Zu-
lia, Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

Se evalud una poblacién de 80 vacas en ordefio perte-
necientes a la hacienda “Los Caracas” ubicada en la Villa del
Rosario, Municipio Rosario de Perija, Estado Zulia, Venezuela.
Esta zona es catalogada como bosque seco tropical. El ordefio
es de tipo mecanico, sin apoyo de becerro; ordefiandose dos
veces al dia.

Para el aislamiento bacteriolégico sélo se tomaron
muestras de leches de aquellos cuartos que dieron alta positi-
vidad (tres cruces) a la prueba de California para Mastitis
(CMT), siguiendo el procedimiento descrito en la literatura [8].
Las muestras correspondian a vacas que estaban entre los 30
dias postparto y los 8 meses de lactacién; ya que en dichos
cuartos existe una alta probabilidad de aislar microorganismos
[1]. La positividad del CMT indica la presencia de mastitis sub-
clinica [8, 9].
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La rutina utilizada en la toma de la muestra y posterior
transportacion es la indicada por el Consejo Nacional de Mas-
titis de EEUU [13]. El andlisis bacteriolégico se realizé en el
Laboratorio de Diagndstico Microbiolégico de la Catedra de
Enfermedades Infecciosas de la Facultad de Ciencias Veteri-
narias de La Universidad del Zulia, basado en las indicaciones
para este tipo de procedimientos [13].

El aislamiento de microorganismos de las muestras de
leche se realizé de acuerdo a lo indicado por varios autores [3,
13, 16]. Luego de obtener un crecimiento positivo se procedio
a realizar el estudio de las colonias que se desarrollaron; a las
diferentes colonias se les practicé la Prueba de la Catalasa,
ademas de realizarles frotis coloreados con GRAM.

De acuerdo con los resultados de la Catalasa, morfolo-
gia celular y afinidad tintorial, se identificaron las colonias de la
manera siguiente:

— Cultivos que resultaron ser cocos GRAM positivos, cata-
lasa positivo; eran clasificados como gérmenes de |a fa-
milia Micrococcaceae, por lo que se procedid a practicar
las pruebas especificas para identificar genero y espe-
cie, las cuales fueron: Oxido-Fermentacién de la Gluco-
sa (O-F), Coagulasa, Voges Proskauer y Fermentacién
del Manitol [3, 13, 16], FIG.1 .

— Los gérmenes cocos GRAM positivos, catalasa negati-
vos; se ubicaron en la Familia Streptococcaceae, y a los
cuales se les realizd las pruebas de Esculina, CAMP e
Hipurato [3, 13, 16], FIG.1.

— Cultivos que resultaron ser bacilos o cocobacilos GRAM
positivos fueron catalogados como gérmenes periene-
cientes al género Corynebacterium. Ha estos se les aplicé
la tincién con Nuevo Azul de Metileno, con el fin de obser-
var los granulos metacromaticos y la agrupacion tipica en
empalizada de este genero. La clasificacion por especie
se baso en las caracteristicas morfolégicas de la colonia,
patron hemolitico y la prueba de la Catalasa [16].

Una vez obtenidos los resultados, se determino la pro-
porcion de los gérmenes identificados, para saber la distribu-
cién porcentual de ellos en la finca muestreada.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los 65 cuartos muestreados para el aislamiento bac-
teriolégico (de 320 cuartos evaluados al CMT), se obtuvieron
28 (43,08%) aislamientos positivos. Una vez realizada toda la
rutina microbiolégica para identificar cada uno de los gérme-
nes aislados se obtuvo los siguientes resultados:

— 14 aislamientos (50,00%) pertenecian al genero Strepto-
coccus, resultando todos ellos de la especie Strepio-
coccus agalactiae.

— 12 aislamientos (42,86%) pertenecian al genero
Staphylococcus, de los cuales 11 eran estafilococos
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*1 La diferenciacién entre dichos agentes se basé en el estudio de sus colonias, patrén hemolitico y caracteristicas en la fermentacion
del Manitol [3,13,16].
*2 Se realizé la Prueba de Hipurato para confirmar el resultado. S. agalactiae es hipurato+ [3,13,16].

FIGURA 1. FLUJOGRAMA SEGUIDO EN LA IDENTIFICACION DE COCOS GRAM POSITIVOS, CAUSANTES
DE MASTITIS BOVINA.
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coagulasa positivos y 1 coagulasa negativo. Al realizar la
prueba de Voges-Proskauer para diferenciar entre
Staphylococcus aureus y otros estafilococos coagulasa
positivos, se encontré que ninguno de los 11 aislamien-
tos correspondian a Staphylococcus aureus, por los que
estos pertenecian a las especies Staphylococcus inter-
medius o Staphylococcus hyicus. Basandose en el estu-
dio de las colonias (tamafio y coloracién), patrén hemoli-
tico (el S. intermedius es hemolitico, mas no el 5. hyi-
cus), y caracteristicas fisico-quimicas de estas dos es-
pecies, se determiné que 9 eran S. intermedius 'y 2 S.
hyicus.

— 2 aislamientos (7,14%) pertenecieron al genero Coryne-
bacterium, siendo ambos de la especie Corynebacterium
bovis.

La mayoria de los géneros aislados e identificados en
este trabajo coinciden con los reportados por otros autores
que han trabajado en la region [1, 6, 7, 12, 17]. Sin embargo,
en este caso en particular se aislé un alto numero de estafilo-
cocos coagulasa positivos distintos a Staphylococcus aureus
(S. intermedius y S. hyicus); los cuales no se habian reportado
con anterioridad en la region; aunque estos son reconocidos
como agentes causales de mastitis bovina [2, 9, 13, 15, 18].

La razén de esto radica en que los autores [1, 6, 7, 12,
17] que han reportado la incidencia de las mastitis en la Cuen-
ca del Lago de Maracaibo, al realizar la rutina de identificacion
de los microorganismos causantes de mastitis sélo llegaban
hasta genero; o en su defecto hasta la prueba de la coagulasa,
asumiendo gue todo los aislamientos que resultasen cocos
GRAM positivos, catalasa y coagulasa positivo eran Staphylo-
coceus aureus. Sin embargo, hoy en dia ya se han identificado
otras especies de estafilococos coagulasa positivos causantes
de mastitis bovina, ellos son S. infermedius y S. hyicus [2, 3, 9,
13, 15, 19].

Aungue estos tres microorganismos comparten la misma
caracteristica de ser coagulasas positivos, existe una marcada
diferencia entre los aspectos epidemiolégicos y de infeccion
del S. aureus con respecto a los otros dos estafilococos coa-
gulasa positivos aqui nombrados. El S. aureus es un agente
altamente infeccioso dificil de controlar; el cual tiende a produ-
cir infecciones crénicas en los rebafos, asi como cuadros cli-
nicos muy severos, dificiles de tratar [14]. En contraste, el S.
intermedius y S. hyicus son microorganismos catalogados co-
mo oportunistas, los cuales producen principalmente casos
subclinicos de mastitis, con ocasionales brotes de cuadros cli-
nicos no muy severos [15].

Por lo tanto, un programa de prevencién y control de
mastitis en un rebafio lechero en contra del S. aureus es mu-
cho méas complejo y costoso que cualquier otro programa de
prevencién en contra de S. intermedius o S. hyicus. Es por ello
que es importante el diferenciar al S. aureus de estas dos es-
pecies gue no requieren programas muy costosos y complica-
dos para ser controlados.
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Debido a estas razones, se hace necesario el utilizar
una prueba que diferencie al Staphylococcus aureus de otras
especies de estafilococos coagulasas positivos causantes de
mastitis, tal como lo es la prueba de Voges Proskauer (VP).
Dicha prueba mide la produccién de acetoina, siendo el S. au-
reus el Unico estafilococo coagulasa positivo causante de mas-
titis que la produce [3, 13, 16]. Basandose en esta particulari-
dad, més los resultados del estudio de las colonias, patron he-
molitico, y caracteristicas fisico-quimicas, se puede llegar a di-
ferenciar a estas especies; tal y como se hizo en este trabajo.

Pruebas adicionales para diferenciar entre el S. interme-
dius y el 8. hyicus no fueron realizadas, ya que hoy en dia
desde el punto de vista de prevencion y control de mastitis, di-
chas especies son consideradas como un solo grupo de agen-
tes infecciosos con caracteristicas epidemiolégicas y de infec-
cién muy similares [15]; por lo que el costo de pruebas adicio-
nales no se justifica. Sin embargo, es importante resaltar, que
en el futuro seria interesante realizar un estudio epidemiol6gi-
co detallado para determinar la prevalencia e incidencia en la
regién de estos dos microorganismos, tal y como se ha reali-
zado en otras latitudes [15].

El diferenciar con exactitud entre el Staphylococcus au-
reus y otros estafilococos coagulasa positivos, permitira al Me-
dico Veterinario establecer un adecuado programa de preven-
cién y control de mastitis, basandose en las diferentes caracte-
risticas epidemiolodgicas de cada uno de estos.

CONCLUSION

Ninguno de los 11 estafilococos coagulasa positivos ha-
llados en este trabajo correspondian a Staphylococcus aureus,
sino a especies de Staphylococcus intermedius o Staphylo-
coccus hyicus. Esto quiere decir, que estos microorganismos
hubieran sido ignorados bajo los patrones de diagnostico ruti-
nariamente usados en la region. Dicho hallazgo es importante
gue sea tomado en cuenta por los microbiologos del estado
para expandir sus rutinas de diagnostico e incluir pruebas adi-
cionales para poder diferenciar entre Staphylococcus aureus y
otros estafilococos coagulasa positivos causantes de mastitis.

RECOMENDACIONES

Se hace imperioso la necesidad de realizar un detallado
estudio epidemiolégico para determinar la prevalencia e inciden-
cia en la regién zuliana de estos dos microorganismos, S. inter-
medius y el S. hyicus; para asi establecer programas de preven-
cion y control de mastitis mas ajustados a nuestra realidad.
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