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RESUMEN

Mediante medios selectivos se aislaron 105 cepas
bacterianas desde quesos de cabra, adquiridos en
mercados locales de la ciudad de Valparaiso (Chile).
Todas las cepas bacterianas junto a 4 de referencia,
fueron examinadas para 54 caracteristicas fenotipicas,
incluyendo pruebas morfologicas, fisiologicas y
bioquimicas. Los resultados obtenidos fueron sometidos
a un andlisis numérico, utilizando el coeficiente de
apareamiento simple Ssm. y la técnica de agrupacion
UPGAMA.

A un nivel de semejanza de un 80% las cepas se
agruparon en 8 fenones, representando a miembros de la
familia Enterobacteriaceae (7) v uno al género
Streptococcus.

INTRODUCCION

Es un hecho bien conocido que la carga bacteriana
inicial de la leche de cabra, determina el posterior grado
de contaminacion del queso. Podemos comprender la
importancia social que tiene el caprino, si consideramos
que su explotacion es una actividad de subsistencia de
muchas familiasdelaIV Region (Figura 1), quedependen
fundamentalmente de la venta de este queso.

El punto comun de relacion, en Chile (Camacho &
Sierra. 1988)y otros paises de Latinoamérica (Ferndndez
et al. 1982). es la evidente falta de control sanitario del
producto que se expende a la poblacion.

Segun Furtado (1980) cuando el material de ordeiia
no se ha higienizado, la leche recién extraida puede

SUMMARY

[Numerical taxonomy study of bacteria isolated from
goat cheese applying selective culture media.]

A total of 105 bacterial strains isolated from goat
cheese, obtained in markets of Valparaiso (Chile),were
examined for 53 phenotypic characters including mor-
phological, physiological and biochemical tests, apply-
ing selective culture media and four reference strains
The results obtained were subjected to numerical analy-
sis using the simple marching (Ssm) and unweighted pair
group method of association (UPGMA). At the 80%
similaritylevel the strainswere grouped ineight phenons,
representing members of the Enterobacteriaceae family
(7)and one of the genus Streptococcus.

presentar recuentos bacterianos superiores a 2x10° mi-
croorganismos por ml. Esta cifra aumenta logarit-
micamente cuando la ordefia se fectiia en un corral sucio,
o el animal y la persona que ordefia no mantienen normas
de higiene. La fabricacién del queso de cabra, se inicia
utilizando leche obtenida bajo estas condiciones.

A ésto hay que agregar la posterior manipulacion
que sufte el producto durante su traslado hasta el lugar de
venta al aire libre y expuesto por ende al ataque de
insectos atraidos por su aroma.

La calidad sanitaria insuficiente del queso de cabra
(Camacho & Sierra, 1988) ha sido la causa de diversas
gastroenteritis por el consumo del producto. las cuales
aumentan en la zona central de nuestro pais en la época
primavera-verano.

Considerando el impacto que puede tener en salud
publica el expendio de queso de cabra en los mercados de
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laciudad de Valparaiso, se presenta un estudio preliminar
de la distribucién taxonodmica de algunos grupos de
microorganismos en este alimento, mediante el empleo
de medios selectivos.

MATERIALES Y METODOS
Recoleccion de muestras

Se analizaron muestrasde queso decabra obtenidas
en dos mercados de la ciudad de Valparaiso (Chile),
Mercado Puerto y Cardonal, entre los meses de Agosto
de 1991 y Enero de 1992. Las técnicas de recoleccion de
muestras corresponden a los métodos estandar para
muestreo de leche y productos lacteos, recomendados por
la Federaci6n Internacional de Lecheria (FIL), descritas
previamente por Pinto & Houbraken (1976). El traslado
de las muestras desde los mercados al laboratorio se hizo
en bolsas plasticas manienidas a temperatura de
refrigeracion, analizdndose dentro de las tres primeras
horas después de su obtencion.

Analisis microbiolégico

Se tomaron submuestiras representativas de 5 gra-
mos del producto, se diluyeron en 45 ml de solucion de
Ringer al 0.1% v se homogenizaron. Luego se prepara-
ron diluciones decimales sucesivas hasta 107 y se
sometieron al andlisis microbiolégico sembrando en
medios selectivos para: coliformes iotales y fecales,
estreptococos fecales v Salmionella. Todo esto siguiendo
las metodologias de la Asociacion Americana de Salud
Publica (APHA. 1960).

Cepas de referencia

Cuatro cepasde referencia provenientesdel Institu-
to de Salud Publica de Chile, fucron incluidas en este
estudio: Salmoneilu typhi, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli v Staphylococcus aureus.
Medio de Mantenimicnto

Las cepas aisladas de los medios selectivos fueron

purificadas y posteriormente mantenidas en agar nutriti-
vo inclinado (Difco) hasta su posterior identificacion.
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Caracterizacién de las cepas aisiadas

Un total de 53 caracteres fenotipicos fueron
determinados para cada cepa bacteriana aislada, entre las
que se incluyen pruebas morfoldgicas, fisiologicas y
bioquimicas (Tabla 1). Los detalles de los procedimientos
utilizados, pueden consultarse en los trabajados de
Quesada et al. 1983; Mérquez et al. 1987.

Anilisis numérico

Para la realizacion del analisis numeérico s¢
seleccionaron un total de 46caracteres.
Figura 1

Mapa de la TV Region. Sector de mayor produccion
de queso de cabra.
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Los caracteres positivos v negativos fueron
codificados como 1 vy 0 respectivamente. La similitud
entre las cepas bacterianas se obtuvo con el coeficien-
te de aparcamiento simple Ssm. ( Sokal & Michener,
1958) v el agrupamiento con el método UPGMA (Sne-
ath& Sokal. 1973). Eliestdeerrorse obtuvoal examinar
10 cepas en duplicado ( Sneath & Johnson.1972).
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TABLA 1
Frecuencia de caracteristicas po-
sitivas en los 9 Fenones, expre-
sadas como porcentaje del total
de resultados de cada grupo pa-
ra los test realizados.

FENON A B c D E F G H
NQ DE CEPAS 4 46 6 2 3 11 4 18
Gram posltlivas 0 0 0 0 0 0 0 100
Gram negativas 100 100 100 100 100 100 100 0
Forma bacilar 100 100 100 100 100 100 100 0
Forma cacacea 0 0 0 0 0 0 0 100
Catalasa 100 100 100 100 100 100 100 0
Movilidad 100 100 100 100 100 100 100 0

CRECIMIENTO EN NaCl %
3 100 93 100 100 100 100 75 100
5 100 39 83 100 100 100 50 88
10 0 0 0 0 100 46 0 0
15 0 0 0 0 33 46 0 0
Crecim. a 42°C 50 91 83 100 0 66 100 88
O0/F glucosa 100 94 100 100 100 64 75 100
Gas de T.S.I. 100 100 50 100 66 0 0 0
st de T.S.I. 0 7 83 100 0 0 0 0
PRODUCCION DE ACIDOS DE
Glucosa 100 100 100 100 100 80 25 100
Lactosa 75 98 100 0 66 100 25 100
Sacarosa 100 85 83 a 66 100 75 100
Manitol 100 100 100 100 100 100 75 91
Inulina 25 11 0 0 0 21 0 91
Glicerol 75 76 i6 100 66 73 0 18
Sorbitol 100 98 83 100 100 72 100 86
Arabinosa 100 100 100 100 100 100 15 91
Dulcitol 25 48 33 100 100 0 0 0
Adonitol 0 26 16 100 33 0 0 46
Myo-Inositol 0 20 0 100 33 0 0 18
Maltosa 100 98 100 100 100 100 100 100
Xllosa 100 96 100 100 100 93 0 73
Manosa 100 100 100 100 100 100 75 100
Tr=alosa 75 100 100 100 100 100 100 100
Malonato 50 28 16 0 66 73 0 0
Crec.en MacConkey 100 96 83 0 66 82 78 0
Gas de MacConkey 100 94 83 0 66 27 0 0
Reduc.de Nitratos 100 96 100 100 100 72 100 0
Hemélisis 0 2 16 0] 6] 6 100 0
HIDROLISIS DE LA
Gelatina 0 0 50 0 100 0 0 0
Almidon Z5 35 83 0 0 9 25 0
Esculina 100 63 50 0 100 100 100 100
Urea 0 0 100 0 100 0 0 0
Indol 0 96 50 0 4] 50 0 0
Voges Prokauer 100 0 0 0 100 0 0 0
Rojo de metilo 0 91 100 100 66 100 100 100
Citrato de
Simmons 100 0 100 0 100 0 0 0
Arglnina
dehidrolasa 25 4 0 50 0 18 0 0
Ornitina
descarboxilasa 5 74 33 100 100 27 0 0
Lisina
descarboxilasa 50 96 0 100 100 27 0 0
H,S de LIA 0 13 56 100 6 0 0 0
Férmentaclén
del manitol 75 100 100 100 100 91 0 18

Todas las cepas fueron capaces de crecer a2 0% de NaCl. Crecen bien a pH 6 a 10, son coagulasa v oxidasa

negativas, no hidrolizan el DNA.
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g wy IDENTIFICACION
z- ok PRESUNTIVA
60 70 w 20
Q-1
K. pneumoniae
A 4 Enterobacter sp.
B 46 Escherichia coli
G b Citrobacter sp
D 5af Salmonella sp
E~ 3 Serratia sp
2 Shigella sp
Gu ' 4 Yersinia sp
H 18 Streptococcus sp
— S.aureus
80 70 80 90 100

Figura 2
Dendrograma simplificado del agrupamiento de las 105 cepas dentro de 8 fenones, basado en el coeficiente de
Ssm y la técnica de agrupamiento UPGMA, en medios selectivos y con 4 cepas de referencia.
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El analisis computacional se realiz6 aplicando el
programa MINT (Rohlf, 1985), de taxonomia numérica,
usando un computador Eclipse Modelo MV/10.000 del
Centro de Calculo de la Universidad de Granada,
Espaiia.

RESULTADOS

Utilizando el coeficiente de Ssm. y la técnica de
agrupacion UPGM, todas las cepas, excepto una, la Q-1
quedaron agrupadasen 8 fenones a un nivel de semejanza
del 80%. Dos de las cepas de referencia incluidas en el
estudio, no quedaron agrupadas en ningun fenon (Fig. 2).
El valor de la correlacion cofenética estimada fue de
0.78574 para el coeficiente de Ssm y la técnica de
agrupacion UPGMA. El test de error estimado fue de 1%.

Todas las cepas fueron capaces de crecer a 0% de
cloruro de sodio, se desarrollaron bien a un amplio rango
de pH (6-10). Son coagulasa y oxidasa negativas y son
capaces de hidrolizar el DNA.

LaTabla 1 resume las caracteristicas fenotipicas de
las cepas incluida en cada fenén. Los caracteres mas
significativos de cada fendn se basan en que cada test
aplicado fue en un 80% positivo o negativo en las cepas
estudiadas. las cuales se describen a continuacion.

FENON A

Constituido por 4 cepas relacionadas a un nivel de
semejanza del 84%. Todas son bacterias gram negativas
de forma bacilar. catalasa positiva, méviles y oxidasa
negativas. Crecen bien a concentraciones del 3 'y 5% de
NaCl, pero no al 10y 15%. Fermentan y producen acido
delaglucosa, producen gasen el medio TSI, perono H2S,
son capaces de producir dcidos a partir de; sacarosa,
manitol, sorbitol. arabinosa, maltosa, xilosa y manosa,
pero no de adonitol y myo-inositol. Reducen los nitratos
ycrecen en agar MacConkey, hidrolizan la esculina pero
no la urea ni la gelatina, son hemolisina negativas, indol
vrojo de metilo negativas, producen acetilmetil carbinol
v utilizan el citrato como tunica fuente de carbono, no
producen H2S de LIA. De acuerdo con sus caracteristicas
estas cepas pueden incluirse en el genero Enterobacter.

FENON B

Reune al mayor niumero de cepas del estudio, con un
nivel de semejanza del 81%. Bacilos gram negativos,
moviles y catalasa positivos, se desarrollan bien a un
rango de 3-5% de NaCl, crecen a 42°C. fermentan y
producen 4cido y gas de la glucosa. Son capaces de
producir dcidos a partir de: lactosa. sacarosa, manitol,

sorbitol, arabinosa,maltosa, xilosa, manosa y trehalosa,
no hidrolizan la urea ni la gelatina, creceny producen gas
en caldo MacConkey, reducen los nitratos. Son indol y
rojo de metilo positivos, pero negativos en la produccion
de acetilmetil carbinol y utilizacion del citrato.
Descarboxilan la lisina y fermentan el manitol. La cepa
de referencia Escherichia coli ha quedado incluida en
este fenon

FENON C

Comprende a 6 microorganismos unidos a un nivel
de semejanza del 82%. Son bacterias gram negativas de
forma bacilar, catalasa y movilidad positivas, crecen en
NaCl al 3-5%, pero no al 10 y 15%. Crecen a 43°C,
fermentando la glucosa y produciendo H2S de TSI. Son
capaces de producir acidos a partir de: glucosa, lactosa,
sacarosa, manitol, sorbitol, arabinosa, maltosa, xilosa,
manosa y trehalosa, pero no de inulina ni myo-inositol.
Son ureasa positivos, crecen y producen gas en caldo
MacConkey, reducen los nitratos e hidrolisan el almidon.
Son negativos para la pruebadel Voges Proskauer, citrato
y rojode metilo positivos, arginina dehidrolasa negativos,
no descarboxilan la lisina y fermentan el manitol. Por sus
carcyeristicas generales este fenon puede incluirse dentro
del género Citrobacter.

FENON D

Este grupo incluye a 2 cepas unidas a un nivel de
semejanza de 84%. Bacilos gram negativos, moviles,
catalasa positivos y oxidasa negativos, crecen en NaCl a
3 - 5% y a una temperatura de 42°C. Fermentan la
glucosa, producen gas y H2S de TSI, son capaces de
producir dcidos de lamayor parte de los aziicares ensayados
excepto de lactosa, sacarosa ¢ inulina. Crecen en medio
MacConkey y reducen los nitratos; hemdlisis, ureasa y
utlizacion del malonato negativos. No producen gas en
caldo MacConkey, no hidrolizan la gelativa, almidon ni
esculina. Indol, citratoy Voges Proskauer negativos. Son
rojo de metilo positivos, descarboxilan la lisina y la
ornitina, producen H2S en el medio LIA y fermentan el
manitol. La cepa de coleccidon de cultivo Salmonella
typhi ha quedado incluida en este fenon.

FENONE

Las tres cepas que forman este fenon se encuentran
relacionadas en un 85% de similitud. Son bacterias gram
negativas de foma bacilar, moviles, oxidasa negativas v
catalasas positivas. Crecen en NaCl a concentraciones de
0 a 10%. no crecen a 42°C. fermentan la glucosa y no
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producen H2S de TSI. Son capaces de producir dcidos a
partir de: glucosa, manitol, sorbitol, arabinosa, dulcitol,
maltosa, xilosa, manosa y trehalosa, pero no de la inu-
lina. Ureasa positivos, reducen los nitratos y no son
hemoliticas, hidrolizan la gelatina y esculina pero no el
almidén. No producen indol, son Voges Proskauer y
citrato positivos. Arginina dehidrolasa negativas, ornitina
y lisina descarboxilasa positivas, no producen H2S de
LIA, fermentan el manitol. De acuerdo con sus
caracteristicas generales estas cepas pueden incluirse en
el género Serratia.

FENON F

Microorganismos gran: negativos reunidos a un
nivel de semejanza de 84%:. Son de forma bacilar,
méviles, catalasa positivos y oxidasa negativos. No
producen gas ni H2S de TSI, producen acidos a partir de:
glucosa, lactosa, sacarosa, manitol, arabinosa, maltosa,
xilosa, manosa y trehalosa, pero no de dulcitol, adonitol
y myo-inositol. Uresasa negativos, crecen en medio
MacConkey, no son hemoliticos, hidrolizan la esculina,
pero no la gelatina. Son Voges Proskauer y citratos
negativos, rojo de metilo positivos, ornitina descarboxilasa
positiva. No producen H2S de LIA, fermentan el manitol.
Estas bacterias por sus caracteristicas pueden incluirse en
el género Shigella.

FENON G

Este grupo incluye a cuatro cepas de bacilos gram-
negativos, catalasa positivos, mévilesy oxidasa negativos.
Crecen a 42°C, no producen gas ni H2S de TSI, producen
4cidos a partir de: sorbitol, maltosa y trehalosa, pero no
de inulina, glicerol, dulcitol, adonitol, myo-inositol ni
xilosa. Malonato y ureasa negativos, no producen gas en
caldo MacConkey, hemolisina y nitrate positivos,
hidrolizan la esculina, pero no la gelatina. Son rojo de
metilo positivos, indol, citrato y Voges Proskauer
negativos. No producen H2S de LIA, son lisina
descarboxilasa negativas, ni fermentan el manitol. Las
cepas agrupadas en este fenén pueden incluirse en el
género Yersinia.

FENON H

Es el segundo grupo mas numeroso del presente
estudio, incluye 18 cepas unidas a un nivel de semejanza
del 83%. Son cocos gram positivos, catalasa, movilidad
y oxidasa negativos. Crecen a 42°C, fermentan la glucosa
y no producen gas no H2S en medio TSI. Originan 4cidos
a partir de: glucosa, lactosa, sacarosa, manitol, sorbitol,
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arabinosa, maltosa, manosa y trehalosa, pero no de
dulcitol. No reducen los nitratos, son ureasas y hemolisina
negativos. No crecen en medio MacConkey, hidrolizan la
esculina, pero no la gelatina ni el almidén. Son negativos
para indol, Voges Proskauer, citrato, arginina de
hidrolasa, lisina descarboxilasa y produccion de H2S en
medio LIA. Son rojo de metilo positivos. De acuerdo con
sus caracteristicas estas cepas quedan incluidas en el
género Streptococcus.

DISCUSION

Al amalizar los resultados obtenidos apreciamos
una clara diferenciacién de grupos taxondémicos
encontrados en este tipo de queso.La familia
Enterobacteriacea (fenones A, B, C, D y E) y otro grupo
representado por el género Streptococcus (fendén H),
corresponden al mayor nimero de bacterias encontradas.
(Fig. 2). De acuerdo con la reglamentacién sanitaria de
los alimentos (1982), Escherichia coli, Salmonella y
Shigella., no deben estar presentes por ser la causa de
severas gastroenteritis.

La determinacion de algunos o todos los miembros
de la familia Enterobacteriaceae como indicadores de las
condiciones sanitarias de los alimentos, ha merecido la
atenci6n de un nimero cada vez mayor de investigadores
en este rubro. En nuestro caso, el presente estudio
concuerda con los resultados de Camacho & Sierra
(1988), Furtado (1980) yFernandez et al. (1982), quienes
encontraron en gran nimero la presencia de miembros de
las Enterobacterias en leche de procedencia rufal, con la
cual posteriormente se elabora el queso de cabra.
Predominante es la presencia del coliforme fecal Es-
chevichia coli (fendn B), lo cual indica la mala calidad
sanitaria del alimento, que deacuerdo ala reglamentacion
del Servicio Nacional de Salud impediria su distribucion
al publico. La presencia de Escherichia coli (indicador
de contaminacién), se relaciona con la presencia de
Salmonella (fendén D) aunque no en un nimero elevado,
pero debe considerarse en el momento'que alcance una
dosis infectante. Mas aun, teniendo presente que el
queso, es expuesto al sol, situacion que le otorga una
temperatura adecuada para la multiplicaciéon de los
patégenos, que encuentran en este habitat un excelente
medio de cultivo. Destacamos que Salmonella es muy
sensible a los cambios de pH, lo cual podria limitar su
crecimiento, debido a situaciones ecoldgicas (sucesiones

-microbianas, competencia, etc.) que se presentan en este

alimento durante su maduracién (Fernandezetal., 1982).
No obstante, este microorganismo nos alerta en cuanto a
constituir una posible fuente de contagio de fiebre
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tifoidea, lacual aumenta en forma alarmante enla Region
Metropolitana y V, en periodos de verano, debido al
consumo de alimentos contaminados.

El otro grupo que merece atencion dentro de la
Enterobacterias es el género Shigella, representado en
este trabajo por el fenon F v que es segundo en
predominancia numérica en el grupo de la familia
Enterobacteriaceae(Fig. 2). Maurelli & Sansonetti (1988)
seflalan, que la shigellosis o disenteria bacilar se presen-
ta en localidades donde las condiciones de sanidad e
higiene son precarias, siendo los nifios los afectados en
mayor nimero por esta enfermedad entérica. La presencia
de Shigella cn los alimentos, siempre estd correlaciona-
da con la de Escherichia coli enteropatdgena, lo cual
concuerda con los resultados del presente estudio. Otro
patogeno aislado fue Yersinia (fenén G), siendo en la
actualidad un agente importante que causa gastroenteri-
tis. Se aisla de animales, leche y otros subproductos. La
presencia de Citrobacter (fenon C). Serratia (fendén E) y
Enterobacter (fenén A). sugiere también su procedencia
del tracto intestinal del hombre y animales homotermos.
Aunque noestd bien esclarecido. estosorganismos también
pueden causar trastornos intestinales y son considerados
dentrode los indices de calidad higiénica de 1ds alimentos

(Jay, 1984).

Otro fenén de importancia sanitaria se encuentra
representado por el género Streprococcus (fenon H), el
cuales es considerado también, como indicador de las
condiciones higié¢nicas de losalimentos. Al igual quelos
coliformes . sus integranies son originariamente de
origen fecal. estando Enterococcus faecalis (= Strepto-
coccus faecalis) mas relacionado conel intestino huma-
no y de los animales (Bartley & Slanetz, 1960).

Lindenetal. (1926) fueron los primerosen descubrir
la toxinfeccion alimeniaria por Sirepfococcus investi-
gando dos brotes debidos al consumo de queso.
Encontraron que este microorganisino esel predominante
en estos casos, pudiendo comprobar el mismo patron de
transmision por alimento que en la fiebre tifoidea.

Los resultados obtenidosde lataxonomia numérica
aplicando medios selectivos de aislamiento. nos sugiere
que es necesario realizar un estudio mas acabado de la
microbiota total del queso. aplicando medios no selectivos
para poder asi obtener un mayor espectro de microorga-
nismos totales del producto. De todas maneras
destacamos, que deben tomarse mayores medidas de
higiene v de control sanitario. dada la alta carga
microbiana de este producto que se expende en los
mercados muestreados.
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