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RESUMEN

Empleando taxonomia numérica se realizé un
estudio a 107 cepas de bacterias dcido lacticas aisladas
de carnes de vacuno molidas, junto a5 cepas de referen-
cia. Todas las cepas fueron determinadas con 114 carac-
teristicas fenotipicas, de las cuales solo 27 fueron consi-
deradas variantes para el estudio taxonémico, utilizan-
do el coeficiente de Ssm y la técnica de agrupacion
UPGMA. Las bacterias se agruparon en cuatro fenones a
un nivel de semejanza del 83%. Las bacterias fueron in-
cluidas dentro del género Lactobacillus en los subgéneros
Thermobacterium (Fenon A), Betabacterium (Fenon B),
Streptobacterium (Fenon C) y la especie Lactobacillus
acidophilus (Fenon D).

INTRODUCCION

Las bacterias dcido lacticas constituyen el ma-
yor grupo de microorganismos responsables del deterioro
de carnes de vacuno envasadas y molidas (1,4, 11, 22). y
entre ellas se han aislado especies de Leuconostoc,
Lactobacillus y Carnobacterium, entre otras ( 2, 11). Las
condiciones de conservacion de carne de vacuno molida,
favorecen el crecimiento de las bacterias acido lacticas

SUMMARY

A numerical taxonomic study has been carried
out in 107 strains of lactic acid bacteria isolated from
ground beef together with five reference strains. All the
streins revealed 114 phenotipic characteristics, being
only 27 of them considered asvariants for the taxonomyc
study, as for the Ssm coefficient and the (UPGMA)
grouping technique.Bacteria became clustered in 4 fenon
at an 83% similarity level. Bacteria were included within
the genera Lactobacillus in the subgenera
Thermobacterium (Phenon 4), Betabacterium (Phenon
B), Streptobacterium (Phenon C) and the species
Lactobacillus acidophillusm (Phenon D).

psicrofilas debido a la tolerancia de estos microorganismos
a las condiciones atmosféricas y a valores fluctuantes de
PH, generalmente bajos (7,13). Las bacterias 4cido lacticas
capaces de multiplicarse en estas condiciones, pueden te-
ner un importante efecto en la calidad de la carne de vacu-
no molida (15) y en particular, son dificiles de identificar
(10). Aunque se han desarrollado numerosos métodos sim-
plificados para este propésito (5, 12, 15), las cepas no siem-
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La problemdtica taxonémica de muchas bacte-
rias atipicas, s¢ ha ido resolviendo paulatinamente mediante
la descripcidn de nucvas especies tales como: Leuconostoc
gelidum y Leuconostoc carnosum (16) o los nuevos inte-
grantes del género Carnobacterium (3, 20, 21),

En ¢l presente estudio, se caracterizan un total de
107 cepas de bacterias dcido lacticas aisladas de muestras
de carne de vacuno molida aplicando taxonomia numérica

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de cultivos y mantenimiento

Deun total de 340 aislamicntos, se seleccionaron
al azar 107 cepas de microorganismos dcido lacticos. colec-
tados durante un estudio que considerd 30 muestras de
carne de vacuno molida, durante un periodo de ocho me-
ses.

Las cepas se aislaron en agar MRS (Oxoid) modi-
ficado mediante la adicién del 1% de cisteina monoclor-
hidrato y 0,2% de sorbato de potasio. para incrementar ¢l
crecimiento de los microorganismos acido licticos v pre-
venir el desarrollo de otros. tales como las levaduras (6),
Las cepas fucron posteriormente subcultivadas en agar
MRS. Scincluyeron 5 cepas de referencia : Lactobacillus
casei DSM 20011, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356,
Bacillus subtilis NCIB 3610, Bacillus pumillus NCTC 2599
¥ Bacillus cereus NCTC 10337

Las colonias purificadas, fucron mantenidas en
tubos con agar MRS semisolido a una temperatura de 4°C
¥ subcultivadas en ¢l mismo medio cada dos meses,

Pruehas bioquimicas

Para la realizacion de las prucbas bioquimicas,
cada cepa a examinar fue cultivada a 30°C cn medio MRS
liquido (Oxoid) durantc 18 heras. Indculos de este cultivo
fucron utilizados para realizar las prucbas de identifica-
ci6n. Todas estas prucbas se realizaron siguiendo la meto-
dologia de Samelis (14), Dicks (4), Collins (3).

Taxonomia numérica

Del total de 114 pruebas de identificacion. solo se
consideraron 27 para el andlisis de taxonomia numérica.
por ser discriminanies entre si. Los caracteres taxonomicos
fueron codificados como 1 y 0 respectivamente. siendo |
para cl cardcter positivo y 0 para el caracter negativo. La
similitud entre las cepas fue calculada utilizando el cocfi-
ciente de Ssm (17) y el agrupamiento de las cepas fue rea-
hzado a través de la técnica de agrupacion UPGMA., El test
deerror fue calculado examinando el 10% de las cepas por
duplicado (18). La correlacion cofenética fue también esti-
mada(19).

El andlisis computacional fue realizado en un Com-
putador modelo 1108 UNTVAC utilizando ¢l programa MINT
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del Dr. F.J. Rolf (Departamento de Ecologia v Evolucion,
de la Universidad Estatal de Nueva York) en el Centro de
computacion de la Universidad de Granada, Granada |, Es-
paita,

RESULTADOS Y DISCUSION

Cada cepa en estudio fue examinada para 114 ca-
racteristicas fenotipicas, Todas las cepas fueron
heterofermentativas y positivas para las siguientes pruc-
bas: tincion de Gramw. descarboxilacion de orniting, hidrolisis
de esculina, produccion de DNAasa, acido de glucosa,
praduccion de H. S, dcido de lactosa. crecimicnto en jugo
de tomate, crecimiento en agar acelato v agar lactato, cre-
cumiento a temperaturas de 10. 15 v 37°C en agar MRS,
crecimientoa pH 3. 4. 5.6y 7 cnagar MSR, rojo de metilo,
oxido fermentacion de la glucosa, dcidoa partir de manitol
esculina, inulina, xilitol y sorbosa. Utilizaron como tinica
fuente de carbono y energia: arginina, triptofano, caprilato.
isoleucina, lisina, histidina, galactosa. benzoato, alamina,
valina, asparragina, serina. succinato, glucosa. sacarosa,
xilosa, inulina, sorbosa, salicina. ribosa, celobiosa,
irahalosa, arabitol, ramnosa y laciosa,

Las siguientes pruebas fueron negativas para to-
das las cepas; movilidad. catalasa, oxidasa. crecimicnto a 3.
5.7y 10%de NaCl. pH 8.9y 10, crecimiento a 4 y 42°C,
descarboxilacion de I lisina. hidrolisis del almidon. caseina,
gelatina, lecitina y Tween 80, reduccion de KNO, al0,01%.
reduccion de nitrilo a nitrato, crecimiento en caldo verde
brillanke, launl sulfato triptosa, caldo EC y caldo MacConkey.
crecimiento en agar Salmonella-Shigella, crecimiento en agar
nulnitivo, agar Levine, agar LIA, crecimiento en agar MRS
con verde brillante, telurito de potasio, indol. citralo, \oges
Proskauer. ureasa y homofermentacién,

El analisis taxonomico fue realizado utilizando
las 27 pruebas variantes. El error calculado fue de 1.79%
estimado por el método de Sneath y Johnson (18).

Los resultados del analisis de taxonomia numéri-
ca utilizando ¢l coeficiende de Ssm y 1a técnica de agrupa-
cion UPGMA se mucsiran en la Figura 1. Las cepas queda-
ron agrupadas en cuatro fenoncs a un nivel de semcjanza
del 83%. En la Tabla 1 se presentan las caracieristicas dife-
renciales entre los cuatro fenones,

La correlacion cofenética del presente estudio fue
de 0.9367 la cual representa el grado de calidad del
dendrograma, como representacion grifica de la matriz de
semcjanza que lo origing,

Fenon A: Constituido por 10 cepas relacionadas
a un nivel de semejanza del 84%. Gram positivas, catalasa v
oxidasa negativas, inméviles , producen amoniaco a partir
de arginina. Producen dcidos de manosa, sacarosa. maltosa,
trehalosa. celobiosa, glicerol, rafinosa, xilosa, glucosa.
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Tabla 1.- Frecuencia de caracteres positivos encontrados en cada fenon expresados
como porcentaje del total de pruebas realizadas.

Fenon A
N° de Cepas 10
Crecimiento en:
0%NaCl

5%

8%

10%
Crecimiento a:
10°C

45°C

Acidos a partir de:
Arabinosa
Ramnosa
Manosa
Sacarosa
Maltosa
Trehalosa
Celobiosa
Sorbitol
Glicerol
Fructosa
Dulcitol
Rafinosa
Galactosa
Adonitol
Xilosa

Glucosa
Ribosa
Arabitol
Salicina
Hemdlisis

OSOO

538 8B°

s3883888E3

B EB3BEEYE

NH, de arginina

ribosa y salicina. Son hemoliticos e incapaces de crecer en
0,5y 10% de cloruro de sodio. Las caracteristicas fenotipicas
de este grupo lo clasifican taxonémicamente dentro del
género Lactobacillus grupo 1, subgénero Termobacte-
rium(8). La tinica diferencia con este subgénero, se debe a
que las cepas incluidas en el fenon A producen 4cido de la
ribosa (9).

Fenon B: Esté representado por 86 cepas unidas
a un nivel de semajanza del 83%. Son microorganismos
Gram posilivos, catalasa y oxidasa negativos e inmoviles,
incapaces de reducir los nitratos. Producen 4cidos a partir
dc arabinosa, ramnosa, sacarosa, maltosa, trehalosa,
rafinosa, celobiosa, adonitol, glucosa, ribosa. Son hemo-

R =
=)
w

1 13 0

5 0 0

9 0 0

2 0 0

3 0 0
64 0 100
100 100 67
89 25 0
35 100 100
100 100 100
XN 100 3
& 38 100
92 100 100
i 75 0
4 30 33
4 100 100
3 63 67
% 8 0
36 88 100
92 100 100
M 75 0
N 75 67
8 b 100
i 75 33
78 100 67
82 75 67
93 100 33

liticas y producen NH, de arginina. Por las caracteristicas
que presentan estas bacterias, quedan incluidas en el gé-
nero Lactobacillus grupo III, subgénero Betabacterium,
que es heterofermentativo estricto. Algunas especies de
este subgénero se desarrollan a 45°C y otras inicamente a
15°C.,

Fenon C: Se encuentra constituido por ocho ce-
pas unidas a un nivel de semejanza del 85%. Todos son
bacilos Gram positivos, inmdviles, catalasa y oxidasa ne-
gativos. No reducen los nitratos. Producen hemolisina. In-
capaces de crecer en medios con 10% de cloruro de sodio
y a una temperatura de 45°C, producen 4cido a partir de
arabinosa, manosa, sacarosa, maltosa, celobiosa, fructosa,
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Figura 1.- Dendrograma simplificado basado en : el coefi-

ciente de Ssm, la técnica de agrupacion UPGMA y las
relaciones entre los 4 fenones definidos (83% de simili-
tud).

rafinosa, galactosa, adonitol, ribosa y salicina. Producen
amoniaco a partir de arginina. Este grupo queda incluido
en el género Lactobacillus, grupo 11 y subgénero Strepto-
bacterium. Este subgéneroes heterofermentativo faculta-
tivo, capaz de utilizar la glucosa como tnica via
homofermentativa. Estos microorganismos no crecen a
45°C, pero si a 15°C. Nuestras cepas coinciden en la mayor
parte de las pruebas con las caracteristicas de este
subgénero (9).

Fenon D: Formado por tres cepas unidas a un
nivel de semejanza de un 87%. Es el inico fenon en el que
ha quedado incluida una de las cepas de referencia,
Lactobacillus acidophilus. Todas las cepas de este fenon
producen acido a partir de: manosa, sacarosa, trehalosa,
celobiosa, fructosa, galactosa, adonitol y ribosa. No pro-
ducen dcido a partir de ramnosa, sorbitol, rafinosa y xilosa.
No crecen en presencia de cloruro de sodio. Crecen a 45°C.
L. acidophilus pertenece a las especies de Lactobacillus
homofermentativos estrictos, que crecen a 45°C, pero no a
15°Cy producen CO,. Este microorganismo es uno de los
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lactobacilos simbiontes en el intestino, debido a s
interaccion o inhibicidén con otros microorganismos. Se e1
cuentra también en los cereales y leches fermentadas( 9)
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