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Abstract

Yeasts and molds are germs that should not be found in milk samples be-
cause they are potentially pathogenic for both animals and humans. Due to
its high handling during collection, storage, and transport, milk is susceptible
to contamination with these microorganisms, so its detection in this food in
these phases is relevant in order to prevent possible situations that com-
promise public health. The objective of the present work was to determine
the presence of molds and yeasts in samples of milk cooling tanks in the
Boyacense highlands. Samples were taken from 20 raw milk cooling tanks
located in 20 different dairy municipalities of the department of Boyaca in
order to determine the presence of molds and yeasts through Compact Dry
YM®. 35% of the samples of milk did not present growth of molds or yeasts,
meanwhile, in 25% yellow colony growth and its tonalities were found,
which would correspond with mold colonies, in 5% determined the growth
only of blue colonies, corresponding to yeast growth. In the remaining 35%
growth of blue and yellow colonies was detailed. This shows that there is a
high percentage of molds and yeasts in samples of refrigerated raw milk,
a situation that could trigger a public health problem.

Keywords: Compact Dry YM®, microbiology, mycotic agents, raw milk.

Resumen

Las levaduras y los mohos son gérmenes que no se deben encontrar en
muestras de leche porque son potencialmente patégenos tanto para los
animales como para el ser humano. Debido a su alta manipulacién durante
la recoleccion, almacenamiento y transporte, la leche es susceptible de
contaminacién con estos microorganismos, por lo cual su deteccion en
este alimento en estas fases, es relevante con el fin de prevenir posibles
situaciones que comprometan la salud publica. El objetivo del presente
trabajo fue determinar la presencia de mohos y levaduras en muestras de
tanques de enfriamiento de leche en el Altiplano Boyacense. Se tomaron
muestras de 20 tanques de enfriamiento de leche cruda ubicados en 20
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diferentes municipios lecheros del departamento de Boyaca con el fin de determi-
nar la presencia de mohos y levaduras a través de Compact Dry YM". El 35% de las
muestras de leche no presenté crecimiento de mohos ni de levaduras, por su parte,
en el 25% se encontrd crecimiento de colonias de color amarillo y sus tonalidades,
lo que corresponderia con colonias de mohos, en el 5% se determind el crecimiento
Unicamente de colonias azules, correspondiente a crecimiento de levaduras. En el
35% restante se detalld un crecimiento de colonias azules y amarillas. Esto demues-
tra que existe un alto porcentaje mohos y levaduras en muestras de leche cruda
refrigerada, situacion que podria desencadenar un problema de salud publica.

Palabras clave: agentes micdticos, Compact Dry YM®, microbiologia, leche cruda.

Resumo

Leveduras e fungos sao germes que nao devem ser encontrados em amostras de
leite, pois sao potencialmente patogénicos tanto para animais como para humanos.
Devido ao seu alto manuseio durante a coleta, armazenamento e transporte, o leite é
suscetivel a contaminacao com esses microrganismos, por isso sua deteccao neste
alimento nestas fases, é relevante para prevenir possiveis situagoes que compro-
metam a saulde publica. O objetivo do presente trabalho foi determinar a presenca
de bolores e leveduras em amostras de tanques de resfriamento de leite no Altiplano
de Boyacense. Foram coletadas amostras de 20 tanques de resfriamento de leite
cru, localizados em 20 diferentes municipios leiteiros do departamento de Boyaca,
a fim de determinar a presenca de bolores e leveduras através do Compact Dry YM".,
35% das amostras de leite ndao apresentaram crescimento de bolores ou leveduras,
entretanto, em 25% de crescimento de colénia amarela e suas tonalidades foram en-
contradas, o que corresponderia as coloénias de bolores, em 5% determinou o cresci-
mento apenas das coldnias azuis, correspondendo ao crescimento das leveduras.
Isso mostra que ha uma alta porcentagem de bolores e leveduras em amostras de
leite cru refrigerado, situacao que pode desencadear um problema de saude publica.

Palavras chave: agentes micdticos, microbiologia, Compact Dry YM®, leite cru.

Introduccion

La leche es un valioso alimento que contiene los nutrientes que los mamiferos nece-
sitan para la formacion y mantenimiento del organismo debido a su gran contenido
de principios nutritivos®, sin embargo, por esta misma razon es un sustrato eficiente
para el crecimiento de microorganismos que podrian dar como resultado alteraciones
indeseadas en la conformacién de la leche, comprometiendo la salud humana en
caso de produccién de toxinas?.

El nimero y tipo de microorganismos que podrian contaminar la leche después del
ordeno depende de diversos factores de manejo’. Dentro de los patdgenos que po-
drian llegar a contaminarla, ademas de las bacterias, se encuentran los mohos y las
levaduras, las cuales pueden llegar alli a través del aire, trabajadores de la granja,
deficiente limpieza y desinfeccion de los equipos de ordeno y elementos de manejo
como las cantinas y los tanques de almacenamiento; pero también por la mastitis
micdtica, aunque esta tiene una casuistica baja? 51722,

Dentro de los agentes micoticos que podrian estar presente en la leche y que
mas representa riesgo para la salud humana, se encuentran los mohos del género
Aspergillus spp., en especial A. nidulas, debido a que este podria llegar a producir
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micotoxinas, producto de su metabolismo intermedio, las cuales tienen efectos he-
patotdxicos, mutagénicos y carcinogénicos??. De igual forma, la presencia de otros
agentes micdticos como levaduras del género Candida podrian llegar a generar
cambios en las caracteristicas organolépticas de la leche e imposibilitar su uso en
algunos derivados lacteos?.

El departamento de Boyaca se ha caracterizado por ser uno de los principales pro-
ductores de leche en Colombia, el cual ocupa el segundo lugar a nivel nacional, con
una producciéon aproximada de 20.662.347 L para marzo del ano 2018 °. Debido
a que una gran parte de los productores del departamento se encuentran en aso-
ciaciones, la produccion diaria es almacenada dentro de tanques de enfriamiento,
a donde va a llegar la produccién de los diferentes granjeros hasta que el camién
recolector la dirija hacia las plantas procesadoras y/o transformadoras.

Como consecuencia de la alta manipulacion de la leche a través de estos procesos,
su contaminacion se hace mas facil, lo que podria alterar su conformacion fisico-
guimica debido a procesos de fermentacion, lo que disminuye el precio pagado a los
productores, aumentando, ademas, el riesgo de transmision de agentes patégenos o
sus subproductos toxicos a los consumidores finales constituyéndose no solo como
un gran problema para la industria trasformadora de lacteos, sino también para la
salud publica 2" %,

La identificacion de estos agentes, a través de pruebas de laboratorio, aumentan el
conocimiento con respecto a su epidemiologia y ademas permite saber en qué eta-
pas del proceso se esta fallando con la higiene y de esta manera tomar las acciones
correctivas que sean necesarias para disminuir su presencia en el producto. Una de
las técnicas mas usadas en Colombia, para el aislamiento de mohos y levaduras, es el
uso del Compact Dry YM 22 el cual tiene una sensibilidad del 0% y una especificidad
del 100% ?. Ademas, presenta una gran facilidad de lectura de resultados, al ser un
meétodo cualitativo, a través de la cromatografia diferencial de colonias de levaduras y
de mohos, con la cual se obtienen resultados acertados, luego de que fue comparada
con otros medios para el cultivo de mohos y levaduras en diversos alimentos®.

Por lo anterior, es importante determinar si la leche cruda producida en algunos
municipios del departamento de Boyaca esta contaminada con microorganismos
micoticos. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue determinar la presencia de
mohos y levaduras en veinte tanques de enfriamiento de leche cruda de veinte mu-
nicipios diferentes del departamento de Boyaca-Colombia a través de la técnica
Compac Dry YM .

Materiales y métodos

Tipo y area de estudio

Se realizd un estudio de corte transversal, descriptivo cualitativo en veinte muestras
de leche cruda de tanques de almacenamiento en frio de veinte municipios producto-
res de leche, de los cuales solo se tomd una muestra por municipio una sola vez. Los
municipios se encuentran catalogados dentro del denominado “cordén lechero boya-
cense”, estos fueron: Paipa, Tunja, Duitama, Sogamoso, I1za, Firavitoba, Belén, Cerinza,
Santa Rosa De Viterbo, Sotaquira, Qicatd, Tuta, Toca, Arcabuco, COmbita, Chiquinquira,
San Miguel De Sema, Ventaguemada, Soraca y Tibasosa, ubicados entre los 2400 y los
2850 msnm, con temperaturas anuales promedios de 13 °Cy pluviosidades entre 800
y 2100 mm/ano'.
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Toma de muestras

La recoleccién se realizé durante cuatro meses, dentro del periodo comprendido
entre el mes de diciembre del ano 2017 hasta marzo del 2018, en horas de la ma-
nana luego de que el tanque estuviera completamente lleno. Antes de la toma de
muestras, la temperatura de éstos tanques fue analizada a través de termdmetros
electronicos que vienen integrados en cada uno de ellos, y cuyos rangos oscilaron
entre 4-6 °C. Se tomo una cantidad de 10 mL de leche que fueron almacenados en
bolsas plasticas Whirl-pak completamente estériles, y transportados en “cavas” de
polietileno con “pilas” de hielo en su interior para mantener la cadena de frio hasta
su arribo al laboratorio de calidad de leche y control de mastitis de la escuela de
Medicina Veterinaria y Zootecnia en la Universidad Pedagdgica y Tecnoldgica de
Colombia (UPTC), sede Tunja-Boyaca.

Examenes microbioldgicos

Para el cultivo de mohos y levaduras se usaron placas Compact Dry YM @, sobre sus
sustratos cromogenos, las levaduras y los mohos manifiestan diferentes reacciones
cromaticas y son por tanto sumamente faciles de distinguir: el sustrato cromdgeno
X-Phos provoca una coloracion azul en practicamente todas las levaduras. El creci-
miento bacteriano se inhibe mediante antibioéticos. Gracias a la cavidad de las placas
Compact Dry los mohos desarrollan su forma tridimensional caracteristica en distin-
tos colores®.

En cada una de las placas se depositd 1 mL de muestra que fue preparada segun
instrucciones del fabricante, para lo cual, se tomaron 9 mL de Lactato de Ringery se
le adiciond 1 mL de la muestra de leche, posteriormente se incubaron durante cinco
dias a una temperatura de 30 °C. Luego de este tiempo, se realizd la identificacion
del crecimiento o no de las colonias a través de ldmpara plana de luz para identi-
ficar las tonalidades, que segun las instrucciones del fabricante y lo reportado por
la Association of Analitical Communities (AOAC) ?° en el documento de certificacion
del producto, una tonalidad amarilla corresponderia con crecimiento de colonias de
mohos y, por otro lado, tonalidades azules corresponden a levaduras?’. Ademas de
ello, se realizaron placas de control con 1 mL de lactato de Ringer para descartar
gue éste estuviera contaminando las muestras.

Resultados

La lectura de las placas Compact Dry Ym ® inoculadas con las muestras de leche,
permitieron la identificacién del crecimiento de colonias de color azul Unicamente
en el 5% de las muestras de leche lo que corresponde con levaduras, por su parte,
un 25% correspondié con crecimiento de colonias de tonalidades amarillas identi-
ficando alli el desarrollo de mohos. En el 35% de las muestras de leche, mohos y
levaduras crecieron conjuntamente (Figura 1), y también, en este mismo porcentaje
no se evidencid crecimiento de colonias (Figura 2). De otra parte, en las placas a las
gue se les agreg6 Unicamente Lactato de Ringer no hubo crecimiento de ninguna
colonia.
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Figura 1. Placa Compact Dry YM @
con crecimiento mixto de mohosy
levaduras.
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Figura 2. Porcentaje de crecimiento y color de la
colonia en Compact Dry Ym ©.

Los resultados por municipio fueron: Arcabuco: solamente crecimiento de levadu-
ras; Belén, Cerinza, Paipa, Tibasosa y Ventaguemada: crecimiento Unicamente de
colonias de mohos; Sotaquird, Soracd, Sogamoso, Qicatd, Iza, Duitama y Cémbita
presentaron crecimiento mixto, es decir, crecimiento tanto de colonias de levaduras
como de hongos; por ultimo, Chiquinquird, Firavitoba, San Miguel de Sema, Santa
Rosa de Viterbo, Toca, Tunja y Tuta: no presentaron crecimiento de ningun tipo de
agente micético (Tabla 1).
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Tabla 1. Se muestran los resultados de crecimiento de agentes micéticos

la prueba control con Lactato de Ringer y en cada municipio analizado.

MH: colonias de mohos, LE: colonias de levaduras, MI: crecimiento Mixto y
SC: sin crecimiento.

Municipio Tipo de crecimiento
Control SC
Arcabuco LE
Belén MH
Cerinza MH
Chiquinquira SC
Combita MI
Duitama M
Firavitoba SC
Iza M
QOicata MI
Paipa MH
San Miguel De Sema SC
Santa Rosa De Viterbo SC
Sogamoso M
Soraca M
Sotaquira M|
Tibasosa MH
Toca SC
Tunja SC
Tuta SC
Ventaguemada MH

Discusion

A nivel mundial ha surgido la necesidad de la identificacién de agentes micéticos que
podrian llegar a contaminar la leche y que podrian alterar productos como el queso o
producir toxinas que afecten la salud publica y que permanezcan en la leche®?®. Godic
y Vengust, 20082 %, Godic y Golc, 2008b” y Zeinab et al., 20082, han utilizado agares
como el Saboureaud, Cloranfenicol dicloran rosa de bengala (DRBC, por sus siglas
en inglés), dicloran 18% glicerol (DG18), cloranfenicol glucosa extracto de levadura
(YCG) y el dextrosa papa, obteniendo buenos resultados de crecimiento de colonias*
sin embargo, estos no arrojan una caracteristica cromatica de las colonias, por tanto
demandan mayor conocimiento microbioldgico y podrian llegar a presentar algunas
variaciones con respecto a su lectura dependiendo del criterio y conocimiento de la
persona que lo realice.

Por otro lado, recurren a técnicas de agares especificos para el crecimiento de cierto
tipo de colonias (agar Aspergillus flavus/parasiticus- AFPA base); sin embargo, estas
son limitadas y demandan mayor capacidad del laboratorio. También pueden usarse
herramientas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para
la identificacion no solo del tipo de agente que esta contaminando la leche sino de
la posible produccidn de toxinas que podrian llegar a estar presentes en el producto
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gue va a llegar hasta el consumidor final. Pero este tiene un inconveniente mayory
es la necesidad de equipos especializados a disposiciéon de los productores, situa-
cién que casien el 100% de los casos no se presenta 231615,

Beuchat et al,, 20007 ® determinaron que los métodos como el Compact Dry Ym ®y las
placas Petrifilm ® para el conteo de hongos (mohos y levaduras), arrojaron resultados
similares, con respecto a la eficacia en su identificacion en productos alimenticios, que
los agares anteriormente mencionados, validandola como una técnica que presenta
una lectura mucho mas facil y rapida, por lo que se pueden entregar datos rapidosy
confiables para los productores.

En Colombia, se tiene clara la importancia de que no exista presencia de agentes mi-
coticos contaminando la leche'®; sin embargo, la legislacidén nacional no determina si
estos deben o no estar presentes en leche cruda que va a ser destinada a comerciali-
zacion y, por tanto, los rangos dentro de los que deben oscilar.

Para el caso de Colombia, solo se ha hecho un estudio con la misma metodologia,
en donde se encontraron resultados diferentes con respecto al crecimiento de am-
bas colonias. Para el caso de las colonias de levaduras, Ortiz et al,, 2017% reportaron
un crecimiento de 78,6%, las cuales son compatibles con Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei ?2. Sin embargo, en este estudio solo repre-
sento el 5% de las muestras, contrastando con los resultados obtenidos en ese estu-
dio, debido quiza a situaciones del medio ambiente entre ambas regiones geograficas,
asi como posibles practicas de manejo de desinfeccién diferentes que favorecerian
mas a un microorganismo que a otro. Asi mismo, el 5% de crecimiento de colonias
de levaduras encontrados en este estudio, contrastan con los resultados dados por
Pukancikova et al,, 2016 #y Panelli et al, 2013 23, quienes encontraron a Candida spp.
como el género mas prevalente en muestras de leche, sobre todo C. deformans, la cual
se identifica mejor en alturas entre los 1800 y 2200 msnm, alturas inferiores a las que
presentan los municipios incluidos en este estudio.

Ortiz et al,, 2017 ?2también encontraron crecimiento de colonias de ambos colores
en las placas Compact Dry Ym; sin embargo, en ese estudio estas fueron el 28,6%
de las muestras, mientras que en este estudio el 35% de las muestras tuvieron cre-
cimiento mixto, es decir los municipios de Sotaquira, Soraca, Sogamoso, Oicata, Iza,
Combita y Duitama. Lo que demuestra la variabilidad de presentacién de agentes
dependiendo de la zona, y sugiere que, en estos sectores, los productores estan
conscientes de la importancia del buen manejo de la leche en todas las fases de la
produccién primaria.

Estudios reportan que las levaduras pueden aparecer, de forma individual, hasta en
el 95% de las muestras de leche cruda, mientras que los mohos, en el 65% 7, con-
trastando ampliamente con los resultados obtenidos en este estudio, en donde se
encontré un crecimiento de levaduras en el 5% de las muestras, mientras que los
mohos crecieron en el 25%. Los resultados de este estudio también contrastan con
lo reportado por Chipilev et al., 2016° quienes encontraron que el 93,3% muestras de
leche cruda analizadas en Bulgaria estaban contaminadas con agentes micoticos,
mientras que aqui solo se determinaron en el 65% del total de muestras analizadas.

Por otro lado, reportes en el mundo demuestran que los agentes micéticos de mayor
frecuencia en leche cruda son Aspergillus spp, Geotrichum, Mucor, Fusarium y Penici-
[lium ° %12 Estos datos son parecidos a lo reportado por 5Carrero y Lopez, 2015 en
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un analisis del queso hecho en Paipa-Boyaca que, ademas, fue uno de los municipios
incluidos dentro de la investigacidn. De forma similar 'Aissi et al,, 2009, determinaron
estos mismos agentes micoticos como contaminantes de queso en Benin.

Pichia, Galactomyces, Kluyveromyces, Exophiala y Vanderwaltozyma también son hongos
gue podrian llegar a presentarse en la leche por falta de higiene en su almace-
namiento %. "Mbuk et al, 2016 también identificaron, gracias a test bioquimicos,
a Candida spp., Trichosporon mucoides, Cryptococcus spp., Saccharomyces cerevisiae
como algunos de los mas importantes que pueden llegar a presentarse en la leche,
de igual forma, "Delavenne et al,, 2011 identificaron estos agentes en tanques de al-
macenamiento de leche. Todo esto denota que, a pesar de las diferencias propias de
cada pais, los agentes micéticos que llegan a contaminar la leche son casi los mis-
mos, por tanto, las estrategias de control podrian compartirse esperando encontrar
buenos resultados.

Todos estos estudios, igual que el que se realizo, fueron determinados de tanques de
almacenamiento de leche, asociando la presencia de estos microorganismos con la
falta de higiene en el momento del ordeno, mal transporte de la leche dentro de la
finca o el almacenamiento de esta, mas que con la presentacién de mastitis micotica.
Con respecto a esta ultima, Andrade et al., 2012 ?, para Colombia, reporta que su
incidencia es de alrededor del 2-3%, un estudio similar en Nueva Zelanda indica que
esta patologia se presenta en tan solo el 2,6% de los animales estudiados?. De igual
forma, en México, Segundo et al, 2011 ?® reporta que C. albicans solo fue aislada en el
3,9% de las muestras de leche de vacas con mastitis clinica y subclinica. Spanamberg
et al, 2008 ?’, en Brasil, reportaron una incidencia de mastitis micotica del 17,3%,
siendo uno de los resultados mas altos de esta patologia en especifico.

Por ultimo, es necesario anotar que generalmente los granjeros no dimensionan
la importancia que tiene el evitar que poblaciones de mohos y levaduras lleguen a
contaminar productos de consumo humano como la leche, y que de alli se deriven
los principales problemas de salud publica, por la deficiente limpieza de los equipos
y utensilios utilizados en los sistemas productivos. “Kiama et al, 2016, a través de
ELISA, demostraron la presencia, en el 10% de las muestras que analizo, de aflatoxina
m1, la cual es una de las toxinas que podria llegar a constituir riesgo para la salud
publica por sus propiedades oncogénicas, no solo para los humanos sino también
para los animales '3,

Conclusiones

Se identifico la presencia de microorganismos micoticos en muestras de leche cruda
de tanques de enfriamiento en el 65% de los municipios incluidos en el estudio, y con-
siderando la importancia que estos revisten para el sector lechero departamental y
nacional, este resultado es alto. Es necesario implementar practicas de mejoramiento
de procesos de manejo para disminuir la poblacién de agentes micoticos que pudieran
llegar a comprometer no solo la calidad del producto, sino también la salud publica.
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