Identificacion de agentes micéticos en muestras de
leche obtenidas de tanques de enfriamiento

Identification of mycotic agents in milk cooling tanks

Eliana Patricia Ortiz-Duran’
p . p 2
Fecha de recepcion: 12 de marzo de 2017 René Alejandro Pérez-Romero
Fecha de aprobacion: 24 de junio de 2017 Camilo Alberto Orozco-Sanabria3

DOI: http:/doi.org/10.19053/01228420.v14.n2.2017.7176

Resumen

La presencia de hongos en la leche puede ser un indicador de deficiente higiene o de enfermedad en
la glandula mamaria. Se plante6 como objetivo identificar la presencia de agentes micaticos en leche;
para ello, se tomaron, procesaron y analizaron 14 muestras de leche provenientes de los tanques de
enfriamiento de nueve fincas con sistemas especializados de produccion de leche, ubicadas, en su
mayoria, en la Sabana de Bogot4, cuenca de trépico Alto. Las muestras fueron transportadas en elementos
isotérmicos, entre 3-4 °C, al laboratorio del CNLM en Bogota D.C., en donde se realizaron diluciones
de 10-1 con Lactato Ringer para la siembra de 1 mL en el sustrato cromégeno de placas Compact Dry
YM, especiales para aislamiento de levaduras y mohos por formacién de colonias identificables mediante
escala cromadtica, avaladas por la AOAC. Al término de la incubacion se evidencié formacién de, al
menos, dos colonias por placa, siendo mas prevalentes las de color azul (78,6 %), compatibles con la
levadura Candida spp., y en menor porcentaje colonias algodonosas, compatibles con Aspergillus spp.
(14,3-28.6 %), lo cual confirma la presencia de hongos en todas las muestras de leche; en consecuencia,
esta condicién sugiere un factor que pone en riesgo la inocuidad y calidad de la leche y sus derivados.

Palabras clave: aspergillus; candida; leche de vaca cruda; microbiologia de alimentos. (Fuente: DeCS).
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Abstract

The presence of fungi in raw milk tank coolers could indicate either poor hygiene at primary level or
disease in the mammary gland. This study aimed at identifying the presence of mycotic agents in milk.
We analyzed 14 samples from cooling tanks, collected in nine farms with specialized milk production
systems, located mainly in the savannah of Bogotd, high tropical basin. The samples were transported
to the CNLM laboratory in Bogota D.C., in isothermic elements, between 3-4 °C. At the laboratory, we
made 10-1 dilutions with Ringer’s lactate solution for the 1 mL planting in the chromogenic substrate of
Compact Dry YM plates, approved by AOAC. This test is especially useful for isolating yeasts and molds
through the formation of colonies identifiable by a chromatic scale, endorsed by the AOAC. At the end
of the incubation period of the 14 processed samples, at least two colonies were formed per plaque: the
blue colonies (78.6 %), compatible with the yeast Candida spp., and the less abundant cottony colonies
(14.3 %-28.6 %), compatible with Aspergillus spp. This result confirms the presence of fungi in all milk
samples, and consequently suggests a risk to the safety and quality of the milk and its derivatives.

Keywords: aspergillus; candida; food microbiology; milk. (Source: MeSH).
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I. Introduccion

La producciéon de leche debe garantizar calidad
e inocuidad al consumidor, por tanto, es de
gran importancia asegurar su origen de animales
sanos y condiciones de manejo adecuadas (1),
como buenas practicas ganaderas y de ordefio
(BPG-BPO) (2). Bacterias, hongos y otro tipo de
microorganismos, asi como células somaticas en
alto recuento, alteran la calidad microbiolégica
de la leche, afectando potencialmente la salud
humana y los productos lacteos, por alteracion de
sus propiedades nutritivas y organolépticas (3). La
leche de origen bovino y sus productos derivados
pueden ser importantes fuentes de patégenos
causantes de Enfermedades Transmitidas por
Alimentos (ETA) (4). La presencia de este tipo de
patdégenos en leche puede atribuirse al contacto
directo de esta con fuentes contaminadas en el
entorno de la finca o a la excrecion directa de la
ubre de un animal infectado (1).

La leche cruda proporciona nutrientes y
condiciones necesarias para el crecimiento de
diversas especies de hongos, cuya ocurrencia esta
influenciada por el estado fisiologico del animal,
el clima, las condiciones de cria y alimentacion
(5, 6) y la deficiente limpieza y desinfeccion de
los equipos de ordefio y los elementos de manejo
de la leche cuando la descarga al tanque no es
directa (7). Esta cadena de sucesos genera aumento
significativo del recuento de células somaticas, el
cual afectara la leche cruda y sus derivados, y por
ello es factor de riesgo en la inocuidad del producto
(7, 8). Los limites maximos recomendados de
hongos en la leche (1,0 x 102 UFC/mL) (8) deben
ser tenidos en cuenta para determinar el riesgo
de infeccién por consumo. Los hongos, como
Aspergillus spp., pueden alterar la inocuidad de
los alimentos por la presencia, principalmente,
de micotoxinas producto de su metabolismo
intermedio —Ila esterigmatocistina, producida
por A. nidulans, tiene efectos hepatotdxicos,
mutagénicos y carcinogenéticos (9)— y en casos
de mastitis micotica por aumento en recuento de
células somaticas, cuyas enzimas, que perduran
luego de la pasterizacion en los derivados de
la leche, son responsables de fenémenos de

intolerancia  digestiva, como manifestacién
frecuente (10). Candida no se encuentra descrita
como contaminante comudn de la leche ni de sus
derivados (11), por lo cual su presencia puede
asociarse a condiciones de enfermedad como la
mastitis (10).

La mastitis, tanto ambiental como contagiosa, se
ha asociado mas a agentes bacterianos (12). La
mastitis de origen micotico es menos reportada; se
estima entreel 1 % y el 12 % de todos los casos de
mastitis; en ella prevalecen levaduras del género
Candida y participan otras levaduras y mohos;
generalmente se relaciona con la administracién
previa de antibiéticos, con el uso de preparados
antibidticos contaminados (13) y de jeringas u otros
materiales en contacto con la glandula mamaria
(14). Las infecciones intramamarias por levaduras
suelen ser autolimitadas, con recuperacion
espontanea (13). Las infecciones con mohos del
género Aspergillus, aunque son menos frecuentes,
también se encuentran documentadas (15).

En Colombia no hay estudios de prevalencia de
la mastitis de origen micoético, sin embargo, existe
evidencia de un caso individual de mastitis por C.
albicans (16); por ello, y teniendo en cuenta, por
una parte, el potencial riesgo patogeno de estos
microorganismos sobre la glandula mamaria, y, por
otra, el efecto deletéreo que representa la presencia
de ellos en la leche sobre la salud publica, este
trabajo se propuso como objetivo determinar la
presencia de hongos en la leche contenida en los
tanques de almacenamiento de fincas en la region
central del pafs, como una primera aproximacion
para establecer la necesidad de desarrollar estudios
mas detallados que analicen si hay relacién de
estos microorganismos con la presentacion de
mastitis en la zona de estudio.

Il. Materiales y métodos

Se llevé a cabo un estudio descriptivo de tipo
cualitativo, mediante un muestreo de seleccion
intencionada bajo un modelo no probabilistico. Se
tomaron muestras del tanque de enfriamiento en
nueve fincas de sistema de produccion de leche, en
su mayoria ubicadas en la sabana de Bogota (Tabla
), subregion del centro geografico de Colombia,
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en la parte sur del altiplano cundiboyacense, en la
cordillera Oriental, a 2.600 m s.n.m. Estas fincas
hacen parte del programa “Hato controlado, Hato
seguro”, implementado por el Consejo Nacional
de Calidad de la Leche y Prevencion de la
Mastitis (CNLM). Las razas en estas explotaciones
lecheras especializadas son  principalmente
Holstein y Jersey, en hatos de 45 a 355 animales
en produccion. Las pérdidas anuales calculadas
estan entre 4.807.255 y 73.146.718 (pesos
colombianos), ocasionadas por la prevalencia de
mastitis en cada hato, variaciones en las unidades
formadoras de colonias (UFC/mL) indicadoras de
calidad higiénica de la leche (2.000 a incontables),
asi como variaciones en el recuento de células
somaticas RCS (117.000 a 1.678.000 ccs/mlL) y los
costos de tratamiento. La evaluacién econémica
es autoria del CNLM, basada en los analisis
economicos de autores varios en el mundo, y
responde a la realidad econémica de cada finca
segun el precio de pago y los litros entregados y
los parametros de calidad UFC y RCS. Todos los
hatos que hacen parte del estudio presentan casos
de mastitis clinica y subclinica determinados
mediante California Mastitis Test (CMT) y RCS,
segln los informes individuales por finca que
hacen parte de la base de datos del CNLM.

Se realizé seguimiento en un periodo de tres
meses (septiembre a noviembre de 2016), con
una a dos muestras por finca, segun la frecuencia
de visitas (mensual, cada dos meses u ocasional,
definida por el acuerdo de acompanamiento
experto entre el médico veterinario, el productor
y el CNLM). Cada muestra de tanque se recolecté
en frascos de tereftalato de polietileno con

tapa rosca de 60 mL de capacidad, sin adicion
de ningun tipo de conservante; se verificaron
las condiciones de enfriamiento, medidas con
termometro de precisién electrénica integrado
a cada tanque principal antes de realizar la toma
de las respectivas muestras (rango de temperatura
entre 3 °C y 4 °C); se transportaron en elementos
isotérmicos o neveras portables con “pilas” de
gel refrigerante hasta su procesamiento y andlisis,
llevados a cabo en el laboratorio de calidad de
leche del CNLM, ubicado en la ciudad de Bogot3,
localidad Usaquén.

Para el cultivo de las muestras se utilizaron placas
Compact Dry YM avaladas por AOAC; se realizd
una dilucién de 10-1 a cada una de ellas, siguiendo
indicaciones de la ficha técnica del producto, con 1
mL de leche y 9 mL de solucién Ringer Lactato; se
inoculé 1 mL de la preparacién sobre los sustratos
cromégenos de las placas, en donde las levaduras
y los mohos manifiestan diferentes reacciones
cromaticas, generando colonias de hongos de
diferentes colores (17), asi como placas control
con 1 mL de solucién Ringer Lactato. Luego de
la siembra, se incub6 cada muestra durante 3-7
dias a una temperatura de 25 °C. La lectura de
cada prueba se realizé con lampara plana de luz
blanca desde atras de la placa, registrando como
positivo el crecimiento de al menos una colonia
de hongos, de acuerdo con el color de las placas,
tal como se ilustra en la ficha técnica de Compact
Dry YM, y se clasificé cada placa segtn los colores
establecidos por el documento de certificacion
AOAC (Association Of Analytical Communities)
para este producto (17).

Tabla I. Caracteristicas de las fincas que participaron en el estudio.

Identificacion Ubicacion Can(}ldad Tipo de d Tipo dg I l(:irecufnaa Ndamero de
del predio geografica ¢ ordeio e€scarsa de fa € entresa Tanques
muestras leche de la leche

Finca 1 Tocancipa - 2 Mecénico | Tanque movil Diaria 2
Cundinamarca

Finca 2 Guasca - 1 Mecénico | Tanque movil Diaria 2
Cundinamarca

Finca 3 Cajica - 2 Mecanico Directa a Diaria 1
Cundinamarca tanque fijo

Finca 4 Lengqazaque . 1 Mecanico Cantinas Diaria 1
Cundinamarca
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Finca 5 T‘?”JO J 2 Mecanico Cantinas Diaria 1
Cundinamarca
Finca 6 50po6 - 1 Mecéanico Cantinas Diaria 1
Cundinamarca
Finca 7 Ubaté - 2 Mecanico | Tanque movil Diaria 2
Cundinamarca
Finca 8 Mariquita - 1 Mecanico Directa a Diaria 1
Tolima tanque fijo
Finca 9 Sppo ) 2 Mecanico Directa a Diaria 1
Cundinamarca tanque fijo

I1l. Resultados y discusion

En las 14 placas Compact Dry YM utilizadas para
el estudio de las muestras hubo crecimiento de al
menos 2 hasta incontables colonias de hongos,
mientras que el resultado fue negativo para las
placas control. A cinco tanques de diferentes fincas
se les realizo muestreo en dos ocasiones diferentes,
mientras que a los 4 restantes se les realizé un
Unico muestreo (Tabla ). La Figura 1 muestra el
cultivo de una de las muestras procesadas, en el
cual se evidencia la presencia de colonias de cinco
diferentes colores, permitiendo la identificacién de
diferentes géneros de levaduras y mohos. Todos
los cultivos fueron positivos a al menos un tipo
de hongo, en algunas muestras se observo el
crecimiento de colonias de un solo color, y en
otras se identificaron hasta cinco tipos de colonias.

Fig. 1. Cultivo de una muestra procesada en
placa Compact Dry YM, en la que se evidencia
el crecimiento de seis colonias de levaduras y

mohos, cada una de diferente color. A: Azul,
B: Azul claro, C: Verde-marrén, D: Blanco y E:

Negro.

La Tabla Il muestra los posibles agentes micéticos
presentes en las muestras de leche. De acuerdo
con lo evidenciado, se puede concluir que la
presencia de hongos del género Candida es la mas
prevalente, mientras que los hongos del género
Aspergillus se aislaron con menor frecuencia.

Tabla Il. Identificacion del agente micotico*
presente en las muestras, segun el color de la
colonia, tras el periodo de incubacion.

Pruebas positivas POSIBLES AGENTES
Numero | Porcentaje MICOTICOS
Candjda albigang
| men | Gondd el
Candida krusei
8 57.1 % Candida albicans
4 28.6 % Aspergillus nidulans
4 28.6 % Candida tropicalis
3 21.4 % Aspergillus clavatus
2 14.3 % Aspergillus oryzae
2 14.3 % Aspergillus niger

* Se tienen en cuenta Gnicamente las especies de hongos
relacionadas por su presencia reportada en la leche, ya
que en el documento de certificacion AOAC se incluyen
especies de hongos asociados a diferentes tipos de

alimentos.

Se identificaron microrganismos de los géneros
Candida y Aspergillus. Las colonias azules se
formaron enlamayoriade placas. Candidaalbicans,
Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida
krusei y Aspergillus nidulans son posibles especies
relacionadas con el mayor porcentaje de pruebas
positivas. En todas las muestras hubo formacién
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de colonias de color azul o azul claro, hallazgo
sugerente de al menos un tipo de Candida, mientras
que las colonias compatibles con Aspergillus son
menos frecuentes. Segln los colores y las especies
relacionadas, se puede inferir que, como Unica
especie generadora de color azul claro reportada
por el laboratorio productor de las placas Compact
Dry YM, Candida albicans es la mas prevalente en
cuanto a levaduras, y Aspergillus nidulans como la
especie de moho mas frecuente (Tabla Il). Ninguna
muestra pareada tuvo resultados exactamente
iguales al primer muestreo.

Tanto el género Candida, como Aspergillus
se han identificado como agentes causales de
mastitis micotica (13, 15, 16, 18-23). Aunque es
menos frecuente, la presentacion de mastitis por
Aspergillus se ha comprobado en casos clinicos sin
respuesta satisfactoria a medicamentos antibiéticos;
esto, mediante el aislamiento y deteccién de
hifas en preparaciones de KOH. Para el ejemplo
citado se diagnosticaron cinco vacas con mastitis
micética, cuatro de las cuales fueron positivas a A.
fumigatus, y una, a A. nidulans (15).

La positividad a hongos de las muestras de leche
cruda de las granjas también podria atribuirse a
pezoneras contaminadas, a carencia de higiene
y de desinfeccién de pezones, a contaminacion
por operarios y a la presencia del hongo en el
medioambiente o en materiales de desinfeccion
(24). Pero, asi mismo, las levaduras, como Candida,
son oportunistas, y, como tales, estando presentes
en el entorno natural del ganado (piel de la ubre,
secrecion del atero, las manos del ordenador,
las maquinas de ordefio, los instrumentos de
tratamiento, el suelo, el alimento, el polvo, asi
como las mezclas de medicamentos y soluciones
desinfectantes) también tienen el potencial de
infectar a los animales del hato (23). Ademas,
se sabe que circunstancias como la inadecuada
higiene y la alta humedad ambiental son los
mayores factores predisponentes para la infeccion
fungica de la glandula mamaria, asi como el
tratamiento prolongado con antibidticos (13,
24). La mastitis micotica se ha convertido en un
problema creciente en animales y seres humanos,
debido al amplio uso de antibiéticos en la terapia
de mastitis (24, 25); en consecuencia, es necesario

hacer una reflexién detallada sobre el manejo
de estos medicamentos para el control de esta
enfermedad, pues, bajo las condiciones actuales,
el uso indiscriminado de agentes antibi6ticos en
algunas granjas lecheras es cada vez mas comun,
lo que podria generar alteraciones en la flora
bacteriana de la ubre, favoreciendo la aparicion de
superinfecciones por hongos, tal como ocurre en
otros sistemas, como el sistema digestivo (26).

Segun Krukowski y colaboradores, en Polonia
las especies mas frecuentemente aisladas son del
género Candida: C. kefyr, C. cirferiy C. krusei (27).
En Brasil, en el afio 2005, se reporto6 la presencia
de C. krusei (44.5 %), C. rugosa (24.5 %) y C.
albicans (8.9 %), como las mas prevalentes en
un muestreo de 37 rebanos lecheros (23). Asi,
gueda claro que en algunos paises la candidiasis
de la ubre ha tomado especial relevancia; sin
embargo, el interés por esta patologia no solo
radica en la pérdida econémica que generan
su impacto sobre el futuro en la produccién del
animal y los gastos de su tratamiento (24), también
es necesario considerar el impacto sobre la salud
publica que puede generar el consumo de leches
contaminadas con estos microrganismos. Segun
Nedret y colaboradores, existe evidencia de la
aparicion de al menos doce casos de candidiasis
en ninos que consumieron leche contaminada
con esta levadura (28). Lo anterior otorga mayor
importancia a los resultados del estudio, pues la
presencia de hongos no solo puede representar un
creciente problema para la salud de los hatos (25),
sino también un problema de salud publica poco
estudiado, lo que impone la imperante necesidad
de desarrollar trabajos que analicen la prevalencia
de mastitis micética en nuestro medio y el rol
de estos agentes flngicos como contaminantes
directos de la leche almacenada.

1V. Conclusiones

En todas las muestras de leche analizadas se aisl6,
al menos, un género de hongos; esto determina,
por una parte, un potencial riesgo para los
eventuales consumidores de leche cruda, y, por
otra, la posible alteracién de los procesos de
elaboracion de los derivados lacteos. Las levaduras
pueden desempefar un papel importante en
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el deterioro de la leche y sus subproductos, por
favorecimiento de fermentaciones lacteas debido
a varias de sus caracteristicas fisioldgicas vy
bioquimicas, incluyendo la capacidad de utilizar
lactosa o galactosa, alta actividad proteolitica
o lipolitica, y su capacidad de crecer a bajas
temperaturas y tolerar altas concentraciones de
sal (6, 11). Aunque el proceso de pasteurizacion
reduce considerablemente el riesgo de infeccién
por consumo de leche contaminada, se debe tener
en cuenta la poblacién (principalmente en zonas
rurales) que consume leche cruda o productos
elaborados con esta (1). Asi mismo, y aunque en
este trabajo no es posible relacionar directamente
la presencia de mohos y levaduras con los casos
de mastitis en cada una de las fincas lecheras
estudiadas, es necesario destacar que los géneros
identificados en todas las muestras analizadas
(Candida spp. y Aspergillus spp., especificamente
Candida albicans y Aspergillus fumigatus) se
han identificado mediante pruebas moleculares
mas sensibles (m-PCR) como agentes causales
de mastitis (25); por ende, es factible plantear la
posibilidad de que en las granjas estudiadas se
presenten casos de mastitis micéticas no tratadas
y sin identificar.

En consecuencia, se sugiere realizar una segunda
fase de este estudio en la que, en primera instancia,
se analicen muestras tomadas directamente del
pezon de animales con mastitis clinica y subclinica
y de animales aparentemente sanos, con el fin de
analizar la prevalencia de esta enfermedad en
nuestro medio. En segunda instancia, y teniendo
en cuenta que este estudio no determina la fuente
exacta de contaminacion de la leche en los tanques
de enfriamiento, es imprescindible verificar si las
condiciones de manejo del almacenamiento de la
leche y demas factores ambientales y de practicas
de ordefio en las granjas son los mas apropiadas
para evitar alteraciones microbioldgicas de la
leche, como las evidenciadas con los resultados
expuestos.
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