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ABSTRACT. Many efforts have been done in order to identify species of Gram positive and catalase
pusitive coccus isolated from raw milk The aim of this epidemiological observation, was to identify
different strains isolated from raw milk according to conventional criteria and to recommend a useful and
practical methodology for their correct identification. Gram positive and catalase positive coccus were
tested for bacitracin resistance, novobiocin susceptibility, coagulase and others tests (e, g. carbohydrate
fermentation). Dichotomic keys were designed to typify Stapfiylococcus’ species. They were grouped into:
Group 1, coagulase positive, novobiocin susceptibility; Group II coagulase negative novobyocin resistance;
and Group I coagulase negative novobiocin susceptibility. 62 strains were tested and §. hpcus (17.7%)
was the most isolated species, S. aureus (14.5%), 8. sciuri (12.9%) and S. haemolyticus (11.3%) were also
isolated, S. epidermidis was not isolated.
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RESUMEN. Se han realizado numerosos intentos para identificar las especies de cocos Gram positivos y
catalasa positivos aislados de leche cruda bovina. Asf el objetivo principal de este trabajo fue clasificar
diferentes cepas del género Staphyloceccus aislados de leche cruda por medio de pruebas convencionales y
recomendar una metodologia dtil y prictica para su correcta identificacién. Los cocos Gram positivos y
catalasa positivos fueron sometidos a pruebas de resistencia a la bacitracina, sensibilidad a la novobiocina,
coagulasa (rdpida y lenta) y otras pruebas (p. ej. fermentacién de carbohidratos). Para tipificar especies
de Staphylococcus se disefiaron claves dicotémicas y fueron agrupados como: Grupo I coagulasa positivo-
novobiocina sensibles; Grupo II: coagunlasa negativo-novobiocina resistentes; v Grupo III coagulasa
negativo-novobiocina sensibles. De un total de 62 cepas, las especies de mayor frecuencia de aisiamiento
fueron: S. hycus (26%), S. aureus (14,5 %), S. sciuri (12.9%) y S. haemolyticus (11.3%). No se aislé S.

epidermidis.

Palabras claves: claves dicotémicas, Staphylococcus, bacitracina, novobiocina.

INTRODUCCION

Universalmente, uno de los microorganismos mayor-
mente aislados de leche corresponde al género Staphyio-
coccus, siendo 8. gureus la especic més frecuentemente
asociada a casos clinicos de mastitis.***? Se han aislado
ademas otras especies patogenas de estafitococos coagula-
sa positivo y negativo implicadas en casos de mastitis sub-
clinicas tales como: S. hyicus, S. haemolyticus, S. interme-
dius, S. xilosus y 8. simulans entre otros,>'#-%

La novena edicién de Bergey's Manual grupo 17
(1994) presenta 24 géneros diferentes de cocos Gram posi-
tivos los cuales son filogenética y fenotipicamente muy di-
versos. Estos pueden diferenciarse en dos grandes grupos:
los que poseen catalasa y/o citocromo y los que carecen de
las mismas. Dentro del primer grupo se incluye al género
Staphylococeus. A su vez dentro de &te género se han des-
crito 32 especies tanto de origen humano come de diferen-
tes animales.* '> %

El género Staphylococcus se caracteriza por dividirse

en m4s de un plano formando paquetes irregulares. Son in-
méviles y el diamino acido presente en el péptidoglucano
es L-Lisina. Son anaerobios facultativos, quimiorganotro-
fos, tienen un metabolismo respiratorio y fermentativo.
Son catalasa positivos, presentan citocromos y usualmente
oxidasa negativos. Son susceptibles a la lisis por lisostafina
y furazolidone y resistentes a la bacitracina. Utilizan car-
bohidratos y/o aminoaAcidos como fuente de carbono y
energla, tienen requerimientos nutricionales variables.

Usualmente las cepas crecen en presencia de concen-
traciones de NaCl al 10%.*%-20.22.40

Ya en l2 7° Ed. de Bergey's Manual (1957), la prueba
de la coagulasa lenta separaba al Género Staphylococcus
en S qureus (coagulasa positivo) y S epidermidis
(coagulasa negativo) y ademas incluia las pruebas de fer-
mentacién y oxidacion del manitol.*

Hasta la aparicién de la 8° Ed. de Bergey's Manual
(1974) las especies coagulasa negativo fueron consideradas
indistintamente 8. epidermidis o Microcococcus,® debido a
que !la taxonomia de los estafilococos no estaba bien defi-
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nida.’

El esquema simplificado de Kloos and Schleifer (1975)
para el laboratorio de rutina, en la que se incluye la suscep-
tibilidad y resistencia a la novobiocina, permiti6 identificar
por lo menos 16 nuevas especies de estafilococos coagula-
sa negativo por lo que las especies pertenecientes al género
Staphylococcus se separan actualmente en grupos utilizan-
do principalmente la prueba de coagulasa y sensibilidad y
resistencia a la novobiocina 2%

Para identificar las diferentes especies de estos grupos
se han sugerido diversas pruebas bioquimicas, pero no to-
das son necesarias para una correcta identificacién por lo
que la eleccion de las mismas es un primer paso en la clasi-
ficacién.'>*

El propésito de este trabajo fue identificar diferentes
cepas del género Staphylococcus aisladas de leche bovina,
por medio de pruchas convencionales y desarrollar una
metodologia conveniente y prctica para una correcta iden-
tificacion de las cepas aisladas utilizando claves dicotomi-
cas.

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron 20 ml de leche de la produccion de los
cuartos derechos ¢ izquierdos de vacas pertenecientes a un
tambo del Departamento de Rio Cuarto, (Cérdoba. Argen-
tina) en forma separada y en condiciones de esterilidad.
Estas muestras fueron sembradas en Test de Hotis (0.5 ml
de purpura de bromocresol y 9.5 ml de leche) con el objeto
de enriquecer |a muestra. Después de 24 h de incubacion a
37°C fueron aisladas en placas de Petri conieniendo agar
triptosa-cloruro de sodio (8.5%). Al cabo de 24 h a 37°C,
se realizé la coloracion de Gram a las colonias caracteristi-
cas. A los cocos Gram positivos se les efectué la prueba de
catatasa. Se analizaron 62 cepas y las pruebas bioquimicas
realizadas a los cocos Gram positivos y catalasa positivos
fueron las siguientes: resistencia la bacitracina utilizando
discos de 0.04 U/ml,'? sensibilidad a la novobiocina utili-
zando discos de 5 ug,”® produccién de coagulasa ligada'® y
libre,’ utilizacién de diferentes carbohidratos, produccion
de acetoina, produccién de ureasa,'' produccién de pig-
mentos,’? crecimiento a diferentes temperaturas, produc-
cion de oxidasa, reduccién de nitratos, crecimiento en
anaerobiosis.’’

Basandose en las multiples pruebas establecidas en
Bergey's Manual of Determinative Bacteriology 9° edi-
cion,! se diseflaron claves dicotomicas. Se efectud la sepa-
racidn de grupos por sus caracteres opuestos y s¢ seleccio-
naron aquellas pruebas que presentaban el 90-95% de posi-
tividad o negatividad. Estas claves inciuyen especies de
origen bovino y de animales de granja y domésticos, por lo
que no estan contempladas aquellas especies exoticas. Se
dividi6 a los estafilococos en tres grupos: | coagulasa posi-
tivo, novobiocina sensible; 11 coagulasa negativo, novobio-
cina resistente y 111 coagulasa negativo novobiocina sensi-
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ble,> que se muestran en las tablas 1, 2 y 3 respectivamen-
te.

Para tipificar especies de Staphylococcus del grupo I
coagulasa positivo, novobiocina sensible, se utilizaron las
siguientes pruebas: produccion de acetoina, crecimiento a
45°C y como pruebas confirmatorias utilizacién de maitosa
y produccién de pigmentos. Para el grupo 11: coagulasa ne-
gativo, novobiocina resistente se realizaron las pruebas de
ureasa, reduccion de nitratos y utilizacién de rafinosa, ma-
nosa y xilosa, ademis de las pruebas confirmatorias de
produccién de acetoina y oxidasa. Para e! grupo llI: coagu-
lasa negativo, novobiocina sensible las pruebas fueron:
produccién de oxidasa, crecimiento en aerobiosis y anaero-
biosis, crecimiento a 15°C y a 45°C, produccién de pig-
mentos, ureasa, acetoina, reduccién de nitratos, utilizacién
de trehalosa y maltosa y como prueba confirmatoria utili-
zacién del manitol.

RESULTADOS

Se analizaron 62 cepas de cocos en racimos, Gram po-
sitivas, catalasa positivos. A fin de tipificar los géneros se
realizaron las pruebas de resistencia a la bacitracina, utili-
zacion anaerébica de la glucosa y la motilidad. Todas las
cepas probadas fueron inmaoviles, resistentes a la bacitraci-
na y fermentaron la glucosa siendo consideradas como
miembros del género Staphylococcus.

Las especies del grupo | fueron: nueve cepas pertene-
cientes a S. aureus, seis cepas a S. intermedius y tres cepas
a S. hyicus. Las especies del grupo I se tipificaron como:
ocho cepas de S. sciuri, seis cepas de S. xylosus, cinco ce-
pas de 8. cohonii subsp 1, dos cepas de S. cohonii subsp 2
y dos cepas S. Jentus. Todas las cepas del grupo L1l fueron
oxidasa negativas y crecieron tanto en aerobiosis como en
anaerobiosis y se clasificaron como: ocho cepas de S. hyi-
cus, siete cepas de S. haemolyticus, cinco cepas de S. chro-
mogenes y una cepa de S. simulans,

De un total de 62 cepas tipificadas, la especie de mayor
frecuencia correspondié a S. Ayicus (17.7%), S aureus
(14.5%), 8. sciuri (12.9%), S. haemolyticus (11.3%), 5.
xylosus (9.7%), S. intermedius (9.7%), S. chromogenes
(8.1%). S. cohonii subsp.! (8.1%), S. cohonii subsp 2
(3.2%), S.lentus (3.2%) y 8. simulans (1.6%).

DISCUSION

Tipificacién de géneros. Todas las cepas aisladas de leche
cruda bovina fueron inméviles, resistentes a la bacitracina
y fermentaron la glucosa siendo consideradas como miem-
bros del género Staphylococcus.*® La ausencia de Micro-
coccus en las muestras estudiadas, es coincidente con lo
hallado por otros autores quienes raramente encontraron
este género en muestras de leche fresca. '™

En relacion con la prueba de resistencia a la bacitracina
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Tabla 1. Coagulasa positivo-Novobiocina sensible
(Grupo I}
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Tabia 3. Coagulasa negativo-Novobiocina sensible
(Grupo III)

A. Producen acetoina S. anreus
AA. No producen acetoina
B. Crecen a45°C

BB. No crecen a 45°C

S. intermedius

3. hyicus

Tabla 2. Coagulasa negativo - Novobiocina resistente
(Grupo B

A_ Ureasa (+)
B. Rafinosa (+}
BB. Rafinosa (-)

5. gallinarum

C. Manosa (+)

D Xilosa (+) 8. xylosus

DD. Xilosa (-) . cohnii Subsp urealyti-
cus

CC. Manosa (-) 8. saprophyticus

AA. Ureasa (-)

B. Rafinosa (+) 8. lentus
BB. Rafinosa (-)

C. Reduccién de nitratos (+) S, sciuri

CC. Reduccion de nitratos (-) S. cohnii Subsp.cohnii

utifizando discos de 0.04 U fue altamente sensible y espe-
cifica.??

La prueba de sensibilidad a Ja lisostafina no fue utiliza-
da debido a que presenta algunos inconvenientes ya que
por un lado los resultados estdn sujetos al medio de cultivo
que se utiliza y por el otro, hay variacion de la susceptibili-
dad entre las especies de Staphylococcus.®®

No fue utilizada la prueba de resistencia a la furazoli-
dona, porque si bien fos estafilococos son resistentes, di-
versos autores han observado que algunas cepas han adqui-
rido bajos niveles de resistencia, lo cual podria llevar a cla-
sificaciones erréneas.”

La prueba de fermentacién de glucosa no presenté in-
convenientes para tipificar cepas aisladas de leche a pesar
de que algunos autores han observado que algunas cepas
de Staphyvlococcus crecen pobremente o no crecen en con-
diciones anaertdbicas, mientras que otras cepas de Micro-
coccus pueden liberar dcidos de glucosa. %

De acuerdo con nuestros resultados, para diferenciar
géneros de cepas provenientes de gidndula mamaria bovi-
na, aisladas en un medio de cultivo conteniendo Na(l al
8.5%, son suficientes las pruebas de resistencia a la baci-

A, Oxidasa (-)

B. Crecimiento en aerobiosis
C. Crecimiento en anaerobiosis
D. No crecen a 45°C

E. Producen pigmentos S. chromogenes

EE. No producen pigmentos S, hyicus
DD. Crecen a 45°C
E. Ureasa(+)

Reduccidn de nitratos (+)
G. Acetoina (+)
H. Trehalosa (+) S. caprae
HH. Trehalosa (-) 8. epidermidis
GG. Acetoina (-) S. simulans
¢ 1. Reduccidén de nitratos (-) S. warneri
EE. Ureasa (-)
i . Maltosa (+) 8. haemolyticus
-1 . Maltosa (-)

G. Crecea 15°C S. carnosus
GG. No crece a 15°C

CC. No crece en anaerobiosis
D. Ureasa (+)

DD. Ureasa (-)

BB. No crece en aerobiosis

AA. Oxidasa (+)

§. capitis

S. hominis
S. auricularis
§. sacharolyticus

S. caseolyticus

tracina, utilizacién anaerdbica de la giucosa y la motilidad.
Tipificaciéon de especies. Los resultados obtenidos en este
estudio indicaron que de nueve cepas de S. aureus todas
fueron coagulasa ligada positivo (clumping factor +), de
las seis cepas de S. itermedius, cinco fueron coagulasa li-
gada positivo (clumping factor+) y una fue negativa. Con
relacion a S Ayicus todas las cepas fueron negativas a
"clumping factor”,

Si bien S. aureus y S. intermedius son siempre coagula-
sa lenta positivo (estafilocoagulasa +) unicamente §. agu-
reus es siempre positiva a coagulasa rapida, en cambio S,
intermedius es variable y S. hyicus es variable a coagulasa
lenta y siempre negativa a coagulasa rapida, % *% 4

La especie de mayor frecuencia fue S. Ayicus con once
cepas, de las cuales tres fueron coagulasa positivo y ocho
coagulasa negativo. Estos hallazgos son coincidentes con
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las de otros autores.”>* S aureus le sigue en frecuencia de
aislamiento, esta especie coloniza la ubre especialmente
cuando existen lesiones y es considerado como un mi-
croorganismo propio de la glandula mamaria.™

. hyicus fue descrita en 1978% y presenta algunas ca-
racteristicas en comin con S. gureus por lo que fue consi-
derada como perteneciente a esta especie. Esto explicaria
el aumento en los tltimos afios de la frecuencia de S. hycus
en muestras de leche.”? Por otra parte, algunos investigado-
res encontraron que segan €l esquema de tipificacién utili-
zado podria llevar a resultados erréneos; asi por ejemplo
tipificar a §. hyicus y S. chromdgenes como S. epidermidis
y muchos 8. Aycus son identificados como S. hominis.”’

Si bien S. aureus ha sido la especie mas frecuentemente
asociada a casos de mastitis,”>*? también se ha encontrado
S. hycus en infecciones intramamarias.® Estas especies jun-
to a §. intermedius, son consideradas patdgenas para ani-
males. Aunque algunos investigadores no han encontrado
8. intermedius en bovinos,® otros lo han aislado de la glén-
dula mamaria.”’

Especies coagulasa negativas como S. haemolyticus, S.
warneri 'y S. epidermidis colonizan el ducto de la ubre y la
punta del pezon, en tanto S. sciuri junto a S. xylosus abun-
da en la piel de la ubre.'* Las especies coagulasa negativas
que se han reconocide como potencialmente patogenas y
que han sido aisladas de casos de mastitis clinica y subcli-
nica son S. hycus, 8. haemolyticus, 8. xylosus y S. Simu-
lans.'»1%1%2 A medida que se mecaniza el ordefio, au-
megtan en importancia como agentes productores de masti-
tis.

En este irabajo no fue aislado S. epidermidis. Esta es-
pecie es flora normal de la piel de humanos y es agente
causal de casos clinicos humanos, especialmente de tracto
urinario.*'? Esta especie es muy poco frecuente en anima-
les.'*?* Tampoco fue aislado S. Saprophyticus, especie que
raramente se encuentra en animales de granja y domésti-
cos.!* 8. simulans, S. cohnii y S. capitis pueden aislarse de
muestras de leche pero en muy baja frecuencia''?* y junto
a S. epidermidis podrian ofrecer proteccién a la infeccidn
por ofros patdgenos.”>*

De acuerdo con lo expuesto podemos concluir que las
pruebas de resistencia a la baciiracina, utilizacién anaerd-
bica de la giucosa y motilidad, fueron suficientes para dife-
renciar géneros. Asimismo las pruebas utilizadas no pre-
sentaron dificultad para identificar las cepas aisladas y la
aplicacion de las claves dicotdmicas permitié el ordena-
miento de los resultados para una correcta identificacién de
especies de Staphylococcus. provenientes de leche bovina.
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