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. INTRODUCCION

La alimentacion de los animales de compafia es un tema de alta relevancia
para la Medicina Veterinaria, ya que, en gran medida, la salud y el bienestar
dependen de un alimento balanceado y de calidad para los animales. Por esta
razon, cada vez existen mas opciones de alimento para animales de compafiia, que

se ajustan a las necesidades de cada animal e incluso a la etapa de vida.

En Guatemala, es comun encontrar el alimento balanceado a la venta en los
mercados, ya que esto permite la compra al menudeo haciéndolos méas accesibles
al consumidor. Sin embargo, esto implica tener el alimento expuesto al publico
durante todo el dia y a veces, de forma permanente, sin escatimar los riesgos para

la salud que esta practica supone para los animales.

Por su composicion, el alimento balanceado es susceptible a contaminacion de
diversos agentes patdgenos, lo que provoca pérdida de calidad del alimento y
supone un riesgo para la salud de los animales de compaiiia (Bustos Pino, 2006;
Herrera et al, 2009; Maia & Pereira Bastos de Siqueira, 2002). Entre los muchos
agentes patdégenos que pueden contaminar los alimentos balanceados son de
importancia los mohos, productores de micotoxinas, cuya exposicidbn constante
incluso en cantidades minimas conduce al desarrollo de serios problemas que
varian de acuerdo a la dosis de exposicién, tiempo, dieta, estado nutricional, edad

y sexo del animal (Maia & Pereira Bastos de Siqueira, 2002).

El objetivo de este trabajo es evaluar la presencia de mohos y levaduras en
concentrados gque estan a la venta a granel en el mercado municipal de Villa Nueva,
por medio de cultivo e identificacibn de caracteristicas macroscopicas Yy

microscopicas.



. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo general

e Contribuir al conocimiento de la inocuidad de alimentos para
mascotas, expendidos en el mercado del municipio de Villa Nueva,

Guatemala durante el mes de enero de 2020.

2.2. Objetivos especificos

e Determinar la presencia de mohos y levaduras en muestras de las
cuatro marcas comerciales de alimento balanceado mas econdmicas

para perro, expendidas en el Mercado Municipal de Villa Nueva.

e Diagnosticar a nivel de género taxonémico, los mohos y levaduras
presentes en las muestras de los concentrados determinadas como

positivas.

e Determinar el género de moho y/o levadura que aparece de forma mas

frecuente en las muestras.



lll.  REVISION DE LITERATURA

3.1.Estudios previos

Actualmente en Guatemala solo existe un estudio que verificd la calidad
microbioldgica de los alimentos que se venden a granel; se trata del estudio de
Girén Pérez (2007), quien utilizdé placas petrifilm para realizar recuento de
unidades formadoras de colonias (UFC) de mohos y levaduras, sin identificar el
tipo 0 género de hongos. En otro estudio similar, Bustos Pino (2006) realizé una
comparacion de la calidad microbioldgica entre alimento que se vende a granel
versus alimento que se distribuye en empaque sellado, concluyendo que los
alimentos vendidos a granel sobrepasan los limites maximos aceptados por el
reglamento de los alimentos, en Chile. Otros estudios en América Latina que se
pueden mencionar son los realizados por Mufioz, Rodriguez, Mota y Suarez
(2015) en Venezuela, quienes evaluaron especificamente la existencia de
mohos filamentosos en bolsas selladas de alimentos balanceados para perros
y gatos, siendo los géneros de mohos Aspergillus, Penicillium y Fusarium los
mas frecuentemente aislados. En Costa Rica, un estudio evalud la calidad
microbiolégica de alimento para perro adulto en bolsas selladas, encontrando el
50% de las muestras analizadas contaminadas con mohos y levaduras, incluso

superando limites maximos permitidos de UFC (Herrera et al, 2009).
3.2.Mohos y sus Generalidades

Son microorganismos distribuidos ampliamente en la naturaleza, se
consideran eucariotas, heterotrofos, generalmente multicelulares, aerdbicos y
mesodfilos; crecen en rangos amplios de temperatura que van desde los 5°C
hasta los 45°C (Cortés-Sanchez, San Martin-Azocar & Garcia-Barrientos,
2016). Poseen pared celular pero no poseen clorofila, lo que significa que no se

alimentan por fotosintesis, por lo que su existencia es sapréfita o parasita



(Carter & Chengappa, 1994; Cortés-Sanchez, San Martin-Azocar & Garcia-
Barrientos, 2016).

Los mohos soportan altas concentraciones de solutos, asi como variaciones
extremas en el pH (pueden crecer incluso en pH de 2 y 8). Su reproduccion
puede ser sexual o asexual, a través de generacion de esporas (Carter &
Chengappa, 1994; Cortés-Sanchez, San Martin-Azocar & Garcia-Barrientos,
2016). Las dos clases principales de hongos son los mohos y las levaduras. El
elemento principal de la forma vegetativa o en crecimiento es la hifa. Estas se
entrelazan y forman el micelio, que son las que generan las células

reproductoras o esporas (Carter & Chengappa, 1994).

Como estos organismos son saprofitos, contribuyen a la descomposicién de
materia organica asi como a la fertilidad de los suelos, aunque también son
responsables del deterioro de los alimentos al generar micotoxinas,
responsables de efectos negativos en la salud a través de intoxicaciones. A las
enfermedades ocasionadas por micotoxinas se les llama micotoxicosis, que
ocurren cuando alimentos contaminados con mohos son ingeridos (Cortés-

Sanchez, San Martin-Azocar & Garcia-Barrientos, 2016).

3.3.Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de bajo peso molecular de
algunas especies de hongos (Cortés-Sanchez, San Martin-Azocar & Garcia-
Barrientos, 2016; Richard, 2007; Soriano, 2007; Quinn et al, 2011) que son
producidos durante la fase estacionaria de crecimiento y cuando las cepas
toxigénicas de estos organismos crecen bajo ciertas condiciones sobre los
granos, pastos o alimentos almacenados (Cortés-Sanchez, San Martin-Azocar
& Garcia-Barrientos, 2016; Quinn et al, 2011).



Las micotoxinas son producidas principalmente bajo condiciones éptimas de
temperatura entre los 20-25°C, requieren un pH entre 4 y 8 y humedad relativa
de 80-90% (Serrano-Colli & Cardona-Castro, 2015; Stanchi, 2007).

Aunque el namero de micotoxinas caracterizadas es muy amplio, es
necesario hacer énfasis en aquellas que pueden ocasionar elevada toxicidad en
el hombre y/o animales. Numerosas especies de mohos productores de
micotoxinas, entre los mas importantes se encuentran Penicillium, Aspergillus y
Fusarium; productores de micotoxinas de importancia en la industria
agroalimentaria que incluyen las aflatoxinas, citrinina, fumonisinas, ocratoxina
A, patulina, tricocentenos y zearalenona se consideran como las mas
importantes (Abarca, Bragulat, Castella, Accensi & Cabafies, 2000; Soriano,
2007).

3.4.Caracteristicas de las micotoxinas

e Son sustancias de bajo peso molecular, estables al tratamiento con calor.

e A diferencia de las toxinas de origen bacteriano, no son antigénicas; por
lo que la exposicibn a las micotoxinas no genera una respuesta
inmunomediada.

e Algunas son activas incluso a la exposicion a bajos niveles en la dieta

e Afectan directamente a 6rganos especificos.

e Sus efectos toxicos incluyen teratogénesis, carcinogénesis, mutagénesis
e inmunosupresion.

e Su acumulacién en tejidos de animales destinados a consumo humano o
sus subproductos pueden resultar en exposicién hacia el ser humano
(Filtenborg, Frisvad & Thrane, 1996; Pitt, 2000; Quinn et al, 2011).



3.5.Especies productoras de micotoxinas

De los reinos en que se encuentran repartidos las diferentes especies de
hongos, el reino Fungi se compone exclusivamente de hongos, incluyendo
cerca de 80,000 especies (Quinn et al, 2011; Soriano, 2007). Los hongos
productores de micotoxinas se concentran en la division Ascomycota y
concentra a la mayoria de hongos causantes de micotoxicosis, que son
intoxicaciones producidas por la ingesta de alimentos o piensos contaminados
por hongos microscopicos, que sintetizan las sustancias que conocemos como

micotoxinas (Soriano, 2007).

La mayoria de las micotoxinas estan producidas por especies de los géneros
Aspergillus, Penicillium y Fusarium. Existe gran cantidad de micotoxinas, pero
las que hacen mas dafio a hombre y animales son las aflatoxinas, ocratoxinas
y fumonisinas. Estas micotoxinas son producidas por unas pocas especies. En
el caso de las aflatoxinas son producidas por algunas especies del género
Aspergillus seccion Flavi y las ocratoxinas por especies del género Aspergillus
seccién Circumdati y por Penicilium verrucosum. Las fumonisinas, estan
producidas principalmente por especies de Fusarium seccion Liseola (Abarca,
Bragulat, Castella, Accensi & Cabafies, 2000; Soriano, 2007).

3.6.Factores determinantes en la produccién de micotoxinas

e Factores intrinsecos: Se relacionan con la composicidon quimica y
propiedades fisicas o biolégicas de los alimentos (Soriano, 2007). Estos
factores incluyen, la actividad del agua, temperatura, humedad vy
composicién del alimento, entre otros (Castellari, Gendoya, Marcos Valle,
Barrera & Pacin, 2015; Quinn et al, 2011; Soriano, 2007).



De estos factores, los mas criticos son la actividad del agua, pH y la
temperatura durante el almacenaje de los granos (Ribeiro et al, 2006;
Soriano, 2007).

La actividad del agua (Aw): En microbiologia es la medida del agua
disponible por parte de los microorganismos. Sin embargo, y de forma
simple, el agua en los alimentos se podria dividir en “libre” y “ligada”,
siendo el agua ‘libre” la unica disponible para el crecimiento de
microorganismos, y que interviene en las reacciones quimicas o
transformaciones (Badui, 2006). La actividad del agua es independiente
del medio o del sustrato o al alimento del que se habla, a diferencia de la
humedad como parametro, por lo que usando este valor empirico es que
se puede predecir la estabilidad y la vida util de un producto (Badui, 2006;
Soriano, 2007). Este pardmetro es el responsable de que algunas
micotoxinas se acumulen en el alimento, sobre todo en cereales, tanto en
la precosecha como en la postcosecha, cuando la humedad es menor
(Soriano, 2007).

Temperatura: La temperatura es uno de los factores mas importantes
gue afectan el crecimiento y supervivencia de los mohos (Madigan,
Martinko & Parker, 2004; Ribeiro et al, 2006). Sin embargo, los mohos se
adaptan a un amplio intervalo de temperaturas, por lo que la mayoria de
condiciones en la produccién, el campo y materias primas para la industria
alimentaria pueden albergar un problema fangico o de micotoxinas
(Soriano, 2007).

Influencia del pH: Al igual que en la temperatura, los mohos pueden
crecer en un amplio rango de pH, generalmente entre 3 y 8 (Cortés-
Sanchez, San Martin-Azocar & Garcia-Barrientos, 2016; Soriano, 2007),

aunqgue se considera como optimo el cercano a 5. Este valor, aunque no



es tan determinante como lo puede ser la actividad del agua o la
temperatura, puede llegar a alterar la respuesta fungica al resto de

factores (Soriano, 2007).

Factores extrinsecos: Son los propios del ambiente donde se almacena
el alimento (Castellari et al, 2015; Soriano, 2007). Integrados
principalmente por la temperatura de almacenamiento, niveles de
oxigeno, composicién gaseosa ambiental o del contenedor y presencia o

ausencia de luz (Quinn et al, 2011; Soriano, 2007).

Niveles de oxigeno y composicion gaseosa ambiental: Los hongos
contaminantes de alimentos, al igual que la mayoria de mohos
filamentosos son aerobios estrictos, aunque la concentracion minima de
oxigeno para permitir su desarrollo puede llegar a ser muy baja, incluso
llegando al 1% (Soriano, 2007). El oxigeno es el gas mas importante que
tiene contacto con los alimentos bajo condiciones normales. Su presencia
e influencia en el potencial redox son factores determinantes para el
desarrollo y crecimiento de los microorganismos (Adams & Moss, 2008).
Es por eso que para evitar el crecimiento y desarrollo de los mohos (y
consecuente produccion de micotoxinas), se ha implementado la
utilizacion de atmdsferas controladas 6 modificadas, mediante la
sustitucion de la atmésfera que rodea el producto al momento del
envasado, por una mas adecuada al tipo de alimento y el envasado final.
Los efectos inhibitorios del dioxido de carbono son los principales
adyuvantes en este tipo de atmodsferas modificadas y presentan una

ventaja a la hora del embalaje (Adams & Moss, 2008; Soriano, 2007).

Factores tecnoldgicos: Son aquellos relacionados a los procesos de
tratamiento a los que son sometidos los granos o en distintos sectores

gue los contienen. Estos tratamientos pueden ser fisicos, sobre todo los



térmicos, quimicos por la adicion de preservantes y biolégicos (factores
implicitos) (Castellari et al, 2015; Soriano, 2007).

Los factores implicitos son propiedades de los organismos como tal, es
decir, la forma en cémo responden al medio ambiente y como interactian

con el mismo (Adams & Moss, 2008).

3.7.Colonizacién del alimento

De acuerdo a Soriano (2007), cada alimento se altera por la actividad
resultante de la multiplicacion de unos microorganismos especificos. Estos
factores determinaran la asociacion microbiana en cada alimento y dependera

de las condiciones que presentan en ese momento.

Numerosas especies de Fusarium, Aspergillus y Penicillium colonizan los
granos de manera natural en el campo (Castellari et al, 2015; Ciegler, 1978) y
estos cereales se utilizan como ingredientes para alimentos balanceados para
animales, incluso cuando estan contaminados (Boermans & Leung, 2007). De
hecho, se estima que el 25% de la produccibn mundial de granos esta
contaminada (Cortés-Sanchez, San Martin-Azocar & Garcia-Barrientos, 2016)
y que la contaminacion de los alimentos puede ocurrir en cualquier parte de la
cadena productora de los alimentos, desde los campos de siembra, a la hora de
la cosecha, en el transporte, durante el almacenaje, etc., ya que las micotoxinas
son termorresistentes y toleran incluso los procesos de extrusion y lavados
(Bezerra, Oliveira, Feitosa, Florindo & Rondina, 2014; Cortés-Sanchez, San

Martin-Azocar & Garcia-Barrientos, 2016).



3.8.Efectos en la salud por exposicién a micotoxinas o consumo de

alimentos contaminados con micotoxinas

Las enfermedades causadas por mohos se transmiten por implantacion
directa (ingestion) o inhalacion de esporas. Al igual que cualquier agente
infeccioso, los signos que derivan de una infeccidbn por mohos son variables.
Pueden presentarse desde enfermedades superficiales en la piel hasta
infecciones internas de los 6rganos como una aspergilosis pulmonar (Fung &
Clark, 2004).

Desde una perspectiva inmunoldgica, los mohos se les conoce como
alérgenos capaces de inducir reacciones inmunes y alérgicas (Fung & Clark,
2004). Dependiendo de la susceptibilidad genética, cada individuo puede
desarrollar enfermedades alérgicas como rinitis, sinusitis, asma y neumonia
hipersensitiva (Fung & Clark, 2004).

Las micotoxinas son contaminantes naturales en el ambiente. Suelen
encontrarse en grandes cantidades en alimentos. Sus efectos toxicos estan
ligados a la ingestién de comida contaminada. En general, a las enfermedades
causadas por intoxicacion con micotoxinas se les conoce como micotoxicosis
(Fung & Clark, 2004).

Cuando los alimentos contaminados son ingeridos y metabolizados por el
sistema citocromo P450, provocan diferentes alteraciones patologicas en la
salud de los animales, conocidas como micotoxicosis (Cortés-Sanchez, San
Martin-Azocar & Garcia-Barrientos, 2016). Estas alteraciones dependeran del

tiempo de exposicion y se pueden presentar de dos formas:

e Forma primaria aguda: en la que el animal ingiere grandes cantidades de

micotoxinas y muestra signos especificos de toxicidad y generalmente
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resulta en una muerte rapida (Cortés-Sanchez, San Martin-Azocar & Garcia-
Barrientos, 2016; Liu, 2019). Esta muerte en muchos casos se caracteriza
por deterioro rapido de la funcion hepatica o renal, aunque algunas
micotoxinas interfieren con la sintesis de proteina, provocando desde
hipersensibilidad en la piel hasta extrema inmunosupresion. Por otra parte,
estan las neurotoxinas, que incluso en dosis bajas pueden causar temblores,
y en dosis elevadas son capaces de causar muerte cerebral e incluso la
muerte (Pitt, 2000).

Forma primaria cronica: en la cual se consumen cantidades bajas de
micotoxinas a lo largo de un periodo de tiempo, resultando en una baja
ganancia de peso, inmunodeficiencia y baja fertilidad, ademas de cambios
cancerigenos en las células, principalmente en el higado (Cortés-Sanchez,
San Martin-Azocar & Garcia-Barrientos, 2016; Liu, 2019; Pitt, 2000). Algunas
toxinas pueden afectar la replicacion del ADN y por ende, pueden provocar

efectos mutagénicos o teratogénicos (Pitt, 2000).

Los signos asociados a infecciones por micotoxinas son tan diversos como
los componentes quimicos de las mismas. Algunas pueden provocar pocos
signos como muerte subita, mientras que otros producen una gama mas
amplia de signos incluyendo necrosis en piel, leucopenia e inmunosupresion
(Pitt, 2000).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

° Recursos humanos

e Estudiante investigador

e Dos asesores de investigacion

e Recursos de campo
o 48 muestras de alimento balanceado para perro
o Rotulador para identificacion de muestras

o Masking tape

. Recursos en laboratorio

o Bata

o Mortero con pistilo

o Placas de agar Sabouraud
o Balanza

o Asa bacterioldgica y espatula

o Campana de flujo laminar
o Porta y cubre objetos
o Placa de petri con soporte de vidrio

. Agua pura
° Tincion azul de metileno

o Microscopio
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. Centro de referencia

Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, USAC

e Areade estudio

Antiguo mercado central de Villa Nueva, municipio de Villa nueva,
Guatemala, (14°31'24.0"N 90°35'23.6"W).

4.2.Metodologia

° Disefio del estudio

Estudio no experimental de corte transversal de tipo exploratorio,
utilizando una muestra dirigida por conveniencia (tomando como criterio de
inclusion, las tres marcas de concentrado mas econdémicas expendidas en

el lugar).

e Métodos de campo

Toma de muestra

e Previo a la toma de muestra se establecieron las cuatro marcas mas
econdémicas (de menor a mayor precio) como criterio de inclusién. Para
esto se realiz6 un recorrido previo de los 12 puestos de venta en el
mercado para listar las marcas en funcion de precio, las cuatro marcas que
coincidieron en todos los puestos en funcion del precio economico (de

menor a mayor), fueron elegidas.
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Una vez establecidas las marcas comerciales a estudiar, se visitd cada
puesto de venta en el Mercado Concepcion de Villa Nueva (12 puestos de
venta en total) y se solicitd al encargado de cada puesto que despachara
media libra de alimento balanceado para perro de cuatro marcas
comerciales distintas, una muestra por cada marca comercial elegida, para

hacer un total de 48 muestras (12 muestras por marca comercial).

Cada muestra se colocé en una bolsa plastica de una libra y se identificd
de acuerdo al punto de venta, le fue asignada una letra por marca

comercial y nimero de muestra.

Las muestras fueron transportadas tal y como fueron entregadas por el
vendedor de cada expendio y se trasladaron en una hielera al laboratorio
de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia para

ser procesadas.

Métodos de laboratorio

Cada muestra se sembr6 sobre una placa de Petri con agar Sabouraud

previamente identificada.

Se pesaron 10 gramos de cada muestra y se pulverizé con ayuda del

mortero y pistilo, para reducir la muestra a partes mas pequefas.
Utilizando una espatula, se agrego la muestra pulverizada al medio de

cultivo, se hicieron tres camulos pequefos en tres partes diferentes de la

placa.
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La placa se tapd y se puso a incubacion a temperatura de 27 °C durante
siete dias.

Al cabo del tiempo de incubacién (7 dias), se abrieron las placas y se
reviso si hubo crecimiento. Se realizé la lectura de la placa y se anotaron

las caracteristicas macroscopicas de cada colonia que crecio.

Para cada colonia identificada, se realiz6 un subcultivo para obtener

colonias mas puras, para luego realizar el procedimiento de microcultivo:

e Se colocé un soporte de vidrio sobre una caja de Petri, sobre el que

se coloc6 un portaobjetos.

e Se cortd con una hoja de bisturi estéril un cuadrado de agar

Sabouraud de aproximadamente 0.5 cm.

e Haciendo uso de una espatula estéril, se trasladé el cuadrado

cortado hacia el portaobjetos.

e Sobre cuatro sitios diferentes del trozo de agar, se inocul6é con una
porcién de la colonia del hongo. (Una colonia por preparacion de
microcultivo)

e Se coloco un cubreobjetos sobre el medio inoculado.

e Se agregaron 10 ml de agua destilada estéril en el fondo de la caja

de petri y se tapé.

e Se puso en incubaciéon a 27° C durante 7 dias.
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e Al cabo del tiempo de incubacion cuidadosamente se separo el
cubreobjetos de la superficie del agar y se agregé una gota del
colorante azul de lactofenol para luego observarlo al microscopio.

e Al realizar la lectura microscopica, se observaron los caracteres
microscépicos (Soriano, 2007) para determinar el género

taxonémico del moho.

Para el caso de la levadura, se realiz6 un subcultivo sobre agar sabouraud.

Los datos obtenidos se agruparon en cuadros y gréaficas, expresando, en
primera instancia, el porcentaje por marca comercial de muestras que
resultaron positivas al crecimiento de mohos o levaduras contra el

porcentaje de muestras negativas.

En segunda instancia, se llevé a cabo un desglose de los géneros
taxondémicos de mohos o levaduras encontradas, se ordenaron de forma
descendente para su estudio. De acuerdo a este orden, se determiné el

moho o levadura mas comun hallado en las muestras.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.Resultados

Se analizaron cuarenta y ocho muestras de alimento balanceado para perro,
de cuatro marcas comerciales distintas que resultaron positivas a crecimiento
de mohos, la mayoria presentando crecimiento de mas de un género. Esto
representa contaminacion en el 100% de las muestras. Debido a que en la
mayoria de las placas hubo crecimiento variado de mohos, se realizaron
subcultivos para obtener colonias mas puras antes de poder realizar los

microcultivos para identificacion taxondémica.

Una vez identificados los mohos por medio de sus caracteristicas
macroscopicas y microscopicas (Cuadro no. 1), se deteminé que un 32.85%
(Cuadro no. 2) de las muestras presentaba crecimiento de levaduras del género
Candida, siendo la levadura de mas frecuente aparicibn en las placas
estudiadas. EI moho con mayor aparicién en las muestras es del género
Penicillium, con 18 (25.71%) muestras positivas, seguido del género Rhizopus,
con 16 (22.85%) colonias identificadas. Los géneros Aspergillus y Fusarium
mostraron crecimiento en menor grado con 9 (12.85%) y 4 (5.71%) casos
positivos, respectivamente. EI comportamiento de los hallazgos por marca

comercial se puede observar en la figura no. 1.

De acuerdo a la marca comercial, hubo un promedio de 17 colonias

identificadas en cada grupo (Cuadro no. 3).
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Cuadro No. 1

Caracteristicas macroscopicas y microscoépicas en los mohosy
levaduras identificados

Género de moho /

levadura

Caracteristicas
macroscopicas

(colonia)

Caracteristicas
microscopicas

(microcultivo)

Candida (levadura)

Colonias blanco-
amatrillentas,
redondas/ovaladas, de

aspecto cremoso y liso

Pseudohifas ramificadas,

blastoconidias redondas

Penicillium

Colonias grandes y
redondas, de aspecto
terciopelo y color gris o
verde, con bordes blancos

de aspecto algodonoso.

Conidiéforo en forma de
pincel, con ramificaciones
gue termina en fialides en

la parte superior

Rhizopus

Colonias abundantes que
llenaban la placa, textura
algodonosa y vellosa de

color blanco y grisacea.

Hifas no septadas, rizoides,
con esporangioforos largos
sin ramificaciones y
conteniendo
esporangiosporas de color

café.

Aspergillus

Colonias grandes,
redondas y/o irregulares de
aspecto algodonoso o
polvoroso, de color verde
con tonos grises. En
algunos casos los bordes

eran blancos.

Hifas septadas, con un
conidiéforo que empieza
con una célula pie,
diferenciandose del estipe y
terminando en una
vesicula, sobre la que se
diferencian las células

conididgenas.
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Colonias redondas de Hifas septadas,
Fusarium aspecto algodonoso, de conidiéforos vy fialides con
color blanco o crema. presencia de microconidias.

Fuente: Elaboracion propia

Cuadro No. 2

Frecuencia de géneros de mohos y levadura encontrado en el total de
muestras analizadas

] No. de muestras
Género de o
positivas a %
moho/levadura o
crecimiento
Candida spp. 23 32.85%
(levadura)
Penicillium spp. 18 25.71%
Rhizopus spp. 16 22.85%
Aspergillus spp. 9 12.85%
Fusarium spp. 4 5.71%
Total 70 1009t

Fuente: Elaboracion propia

1 Cada una de las 48 muestras estudiadas podria albergar uno o mas géneros de moho o levadura,
por lo que los porcentajes de positividad se hicieron en base al total de 70 crecimientos identificados.
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Cuadro No. 3

Detalle de géneros de mohos y levadura encontrados por marca

comercial
Género / Marca
comercial v 2 v % 4 v
Candida spp. 10% 7 10% 8.57% 3 4.22%
Penicillium spp. 8.57% 2 2.81% 7.04% 5 7.04%
Rhizopus spp. 1.40% 5 7.04% 5.63% 6 8.45%
Aspergillus spp. 2.81% 2 2.81% 1.40% 4 5.63%
Fusarium spp. 2.81% 1 1.40% 1.40% 0 0%
No. total de
crecimientos 70 100%
Fuente: Elaboracion propia
Figura No. 1

Detalle de géneros de mohos y levadura encontrados por marca

No. de muestras positivas
w & (6] o)} ~ [ole]

N

comercial

2

3

Marca Comercial
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5.2. Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio evidencian la contaminacién con
mohos y levaduras de los alimentos para perros que se venden a granel en el
mercado Concepcion de Villa Nueva. De acuerdo a las observaciones
realizadas, cada muestra estaba contaminada con, por Io menos, un género de

agente fungico.

Estos resultados son particularmente preocupantes, debido a que varios de
los géneros identificados en las muestras podrian contener especies de mohos
productores de micotoxinas. Claro es el ejemplo de las muestras positivas a
géneros de Fusarium (5.71% del total de las muestras), Aspergillus (12.85% del
total de las muestras) y Penicillium (25.71% del total de las muestras), que
contienen en su taxonomia especies productoras de micotoxinas como las
fumonisinas, tricotecenos y zearalenona en el caso de Fusarium (Abarca et al,
2000; Cortés-Sanchez, San Martin-Azocar & Garcia-Barrientos, 2016;
Witaszak, Stepien, Bocianowski & Waskiewicz, 2019); la ocratoxina A,
aflatoxinas y citrininas en el caso de Aspergillus (Cortés-Sanchez, San Martin-
Azocar & Garcia-Barrientos, 2016; Liu, 2019; Quinn et al, 2011; Soriano, 2007);
y la patulina y la ocratoxina A en el caso de Penicillium (Liu, 2019; Perrone &
Susca, 2016; Soriano, 2007).

El origen de la contaminacion observada en las muestras puede ser variable:
desde el momento en que sale de la granja cuando sus ingredientes son de
origen animal o en el campo, cuando los ingredientes son de origen vegetal. Los
alimentos son sometidos a distintos procesos de manipulacion donde existen
puntos de riesgo de contaminacion, deterioro o alteracion. Entre las principales
fuentes de contaminacion de los alimentos se pueden mencionar los utensilios

y equipos, insectos, roedores e incluso aves. El agua utilizada en el
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procesamiento también puede ser un vehiculo de sustancias o agentes
contaminantes. Otras fuentes de contaminacion incluyen el ambiente y materias
primas de los alimentos (Garcinufio, 2012). Cada género de moho o levadura,
a pesar que tiene distintos requerimientos nutricionales y ambientales para su
crecimiento, tienden a ser muy adaptables a las condiciones de su entorno y
crecer incluso en ambientes desfavorables para ellos (Carter & Chengappa,

1994; Cortés-Sanchez, San Martin-Azocar & Garcia-Barrientos, 2016).

En otros estudios se ha demostrado que el alimento puede estar
contaminado incluso desde la cosecha de los granos (Castellari et al, 2015;
Ciegler, 1978) y a través de todo el proceso productivo (Herndndez et al, 2018),
por lo que incluso el alimento que se expende sellado puede contener cierto
nivel de contaminacién con microorganismos, como fue demostrado por Herrera
et al (2009), quienes asociaron esta contaminacioén a la microbiota propia del
alimento, asi como productos del metabolismo de los mismos. Es por esta razon
que no es extrafio que las muestras que se estudiaron estén contaminadas, ya
gue las medidas que se utilizan para mantener el alimento inocuo en los puestos

de venta son escasas.

Al momento de la adquisicion de las muestras, se pudieron observar las
condiciones donde se albergaban los alimentos balanceados, ademas del
manejo que se da mientras los vendedores expenden los mismos. Los sacos
gue contienen los alimentos no son herméticos, lo que permite la filtracion de
humedad, principalmente a los alimentos (Mufoz, Rodriguez, Mota & Suarez,
2015). De la misma forma, estos sacos permanecen abiertos durante todo el
dia, permitiendo de esta forma, no sélo que el alimento inicie procesos de
oxidacion (Bustos Pino, 2006; Girén, 2007; Mufioz, et al, 2015), sino también la
colonizacion por parte de las bacterias y especificamente algunos géneros de
mohos que pueden transportarse a través del aire, como los encontrados en

este estudio. Las condiciones ambientales juegan un papel primordial en la
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diseminacién y crecimiento de dichos agentes, ya que debido a su amplia
capacidad de crecimiento, pueden contaminar los alimentos durante todo el
ano, sobre todo en los meses de mayo a octubre, donde en el municipio de Villa
Nueva la humedad relativa se incrementa, a veces por encima del 80%
(Climate-Data.org, 2020) debido a la época lluviosa, por lo que no se descarta
gue durante esa temporada el crecimiento de los mohos y levaduras sea mayor
que en la época seca. Este factor también podria propiciar el aumento de la
actividad del agua en el alimento, estimulando asi diversos procesos
bioquimicos-fisicos necesarios para el desarrollo de los mohos, ya que a mayor
presencia disponible de agua en el alimento balanceado, mayor es el
riesgo que se desencadene el desarrollo de los mohos y por ende, que
provoquen alteraciones directamente sobre el mismo (Badui, 2006; Stanchi,
2008).

El tiempo que lleva el saco abierto expuesto al ambiente también tiene
influencia directa sobre la colonizacion de los alimentos por parte de los agentes
fungicos. Herrera et al (2009) demostré que a mayor tiempo de estar abierto el
saco, mayor era la contaminacion del alimento balanceado. Si afiadimos el
factor de la manipulacion por parte de los vendedores, que no utilizan ningan
tipo de equipo de proteccion, e incluso en algunos casos utilizan las propias
manos para manipuar el alimento, podria explicar la razén por la que en las
muestras se encontrd contaminacion con Candida spp., que es una levadura
gue es comensal de mucosas de mamiferos (Haseltine, Panciera & Saunders,
2003; Liu, 2019), siendo éste género de levadura la que mas frecuentemente

se hallé contaminando las muestras.

Independientemente del grado de contaminacion en la muestras, se ha
demostrado que el consumo de estas micotoxinas incluso en cantidades bajas
a lo largo de mucho tiempo, pueden provocar distintos grados de enfermedades
(Boermans & Leung, 2007; Gazotti, 2015; Mufioz et al, 2015; Soriano, 2007),
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por lo que los animales, en este caso, los perros a los que estan destinados
estos alimentos, se convierten en poblacion de riesgo al ser los consumidores

finales de estos alimentos.

Por otro lado, la presencia de la levadura y mohos encontrados en el estudio
representa un riesgo propio de enfermedad, ya sea por el consumo directo de
los mohos o por el contacto con la mucosa oral, como es el caso de algunos
géneros de Candida spp., que no provocan un desorden gastrointestinal como
tal, pero que puede ser causante de infecciones mucocutaneas superficiales
oportunistas en aquellos animales que se encuentren inmunocomprometidos
(Loiza, Duarte & Blanco, 2017; Samanta, 2015). Esta condicion puede cursar
como infecciones complicantes en la boca (Acha & Szyfres, 2001) y las
mucosas, heridas que no cicatrizan, Ulceras que se recubren de placas de color
blanquecino rodeadas de halos eritematosos que son pruriginosas y dolorosas,
asi como puede llegar a causar otitis media y externa. Afecta también areas en
donde existe riesgo de acumulacion de humedad, como los pliegues cutaneos
caracteristicos de algunas razas de perros (Liu, 2019; Loiza, Duarte & Blanco,
2017; Samanta, 2015).

Es importante mencionar que los mohos hallados en este estudio por si solos
pueden también provocar enfermedades al consumidor. Aunque las mayoria de
condiciones que estos mohos se manifiestan a nivel respiratorio, algunas cursan
con presencia sistémica si las condiciones son las adecuadas. Algunos mohos
del género Aspergillus spp. pueden provocar enfermedad respiratoria confinada
a cavidad nasal o senos paranasales, a pesar de que suelen ser infecciones
esporadicas. La forma diseminada de la enfermedad incluye la formacién de
granulomas en multiples 6rganos incluyendo bazo, rifiones y huesos (Acha &
Szyfres, 2001). Los mohos del género Penicillium spp. tienden ser similares a

las manifestaciones respiratorias provocadas por Aspergillus spp., aunque
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pueden cursar, ademas, con dolor en la espalda, anormalidades neuroldgicas,

enfermedad renal y hepatica, heridas que drenan y uveitis (Langlois et al, 2014).

La cigomicosis es la enfermedad producida por mohos del género Rhizopus
spp., que, aunque no existen muchos reportes en perros por ser de rara
ocurrencia, cuando se han reportado casos las vias de infeccion incluyen la
inhalacion, inoculacion a través de la piel o heridas en la piel y la ingestion (Alves
et al, 2020), infecciones que afectan tracto respiratorio alto y bajo, pudiendo
haber diseminacién por via hematdgena hacia 6rganos como corazén y cerebro,
provocando distintos cuadros clinicos. La forma digestiva se dice que afecta
ante la penetracion en la mucosa gastrica a través de lesiones previas, lo que
provoca lesiones transmucosales e incluso adhesion hepatica, pudiendo
ocasionar ruptura gastrica en los peores casos (Alves et al, 2020; Liu, 2009).
Las infecciones por Fusarium spp, al igual que los otros géneros antes
expuestos, suelen ser casos esporadicos, ya que es un moho oportunista
(Evans, Levesque, de la Hunta & Jensen, 2004; Namitome et al, 2011). La
colonizacion del moho se da en pacientes inmunodeprimidos y como
contaminante. EI moho se ha aislado de pacientes con menignoencefalitis
fungica, pielonefritis, dermatomicosis y enfermedades diseminadas (Namitome
et al, 2011).

Por ultimo, el comportamiento de los agentes contaminantes de acuerdo a la
marca de comercial estudiada es el resultado principalmente de los factores
intrinsecos de cada alimento (Quinn et al, 2011; Soriano, 2007), dado que cada
alimento balanceado tiene una férmula especifica para la manufactura del
mismo, ademas de las condiciones de embalaje y almacenaje en cada sitio de
produccion, asi como su interaccién con el ambiente en el lugar final de venta.
Para poder estudiar este comportamiento de manera detallada, haria falta tomar
en cuenta todas las variables mencionadas anteriormente para obtener

resultados estadisticamente fiables.
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Frente a todo lo expuesto, es importante sefialar que este estudio es de
caracter exploratorio, por lo que hay muchas variables que no fueron tomadas
en cuenta al momento del muestreo, es decir, para obtener resultados precisos
y que confirmen la relacion de los factores evaluados en este estudio, es
necesario realizar experimentos controlados y estudiar cada variable por

separado.
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VI. CONCLUSIONES

De las 48 muestras de alimento balanceado para perro analizadas de cuatro
marcas comerciales de concentrado, el 100% resultd positivo a crecimiento
de al menos un género de moho o levadura, demostrando la contaminacion

existente en el alimento que se vende a granel.

Los géneros de mohos identificados en las muestras por medio de cultivo y
microcultivo fueron Penicillium spp., Rhizopus spp., Aspergillus spp. y

Fusarium spp.

En las muestras estudiadas, se identific6 a Candida spp. como Unico género
de levadura.

El género de mas frecuente apariciobn en las muestras analizadas fue la
levadura Candida spp., presentando crecimiento en 23 muestras (32.85%);
El género hallado con menos frecuencia fue Fusarium spp. con crecimiento

en 4 muestras (5.71%).
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Vil. RECOMENDACIONES

Evaluar los alimentos para mascotas (concentrados) que se venden a granel
en el mercado Concepcién con el fin de buscar contaminacién con

micotoxinas.

Es recomendable evaluar el comportamiento de los mohos y levadura
encontrados en este estudio, a lo largo de las diferentes épocas del afio y

utilizando métodos estadisticos.

Se recomienda realizar estudios que cuantifiquen la carga fungica en los
alimentos balanceados que se venden a granel, debido al riesgo que
representa para los consumidores la presencia de los propios mohos o
levaduras y las micotoxinas que podrian llegar a producir como parte de su

metabolismo.

Es recomendable recabar informacién con respecto al tiempo que llevan
abiertos los sacos de alimento, manipulacion y almacenaje de los mismos
gue pueda contribuir al estudio de la contaminacion de los alimentos que se

venden a granel.
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Vill.  RESUMEN

El presente estudio se llevd a cabo en el mercado municipal Concepcién del
municipio de Villa Nueva, departamento de Guatemala, tomando en cuenta 12
puestos de venta de abarrotes y alimento balanceado a granel para mascotas. Este
estudio pretende evaluar la calidad microbiolégica de dichos alimentos expendidos
a granel, especificamente en busqueda de contaminacion por mohos filamentosos

y levaduras.

Se eligieron cuatro marcas comerciales como objetivo de estudio, de las cuales
se adquirieron cuatro muestras por marca comercial, en cada puesto de venta,
haciendo un total de 48 muestras a analizar. Estas muestras se procesaron en el
Laboratorio de Microbiologia de la FMVZ/USAC, donde fueron sembradas en placas
de agar Sabouraud y revisadas 7 dias después, para luego tomar subcultivos para
obtener colonias mas puras. Finalmente se realizé un microcultivo por cada muestra

positiva para identificacién del género taxonémico del moho/levadura.

El 100% de las muestras resultaron positivas a por lo menos un género de moho
o levadura. Los géneros de mohos identificados fueron Penicillium spp. (25.71%),
Aspergillus spp. (12.85%), Rhizopus spp. (22.85%) y Fusarium, spp. (5.71%) Se
identific6 un género de levadura, Candida spp. (32.85%), demostrando la

contaminacion de los alimentos que se venden a granel.
El estudio es de caracter explorativo, por lo que para estudiar la dimensién en la

gque estos agentes puedan provocar problemas en la salud de los consumidores

finales deben tenerse en cuenta otras variables en estudios futuros.
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SUMMARY

This study was performed at the local market in Villa Nueva, Guatemala city.
Taking account 12 selling spots of groceries and pet food. This study pretends to
evaluate the microbiologic quality of foods that are sold in bunk, specifically looking

for contamination by filamentous molds and yeasts.

Four commercial brands were chosen as study subjects, from which four sample
for each brand were acquired in every selling spot, having a total amount of 48
samples to study. Those samples were processed at the Microbiology Lab at the
Faculty of Veterinary Medicine in the San Carlos University, where they were
cultured in petri dishes with agar Sabouraud and checked after 7 days. After the
initial culture, subcultures were performed to obtain purified colonies. Finally, micro-
cultures were performed for each positive sample to help identify the taxonomic

genus of the mold or yeast.

All of the samples (100%) were positive to at least one genus of mold or yeast.
The genus identified were Penicillium spp. (25.71%), Aspergillus spp. (12.85%),
Rhizopus spp. (22.85%) y Fusarium, spp. (5.71%). One genus of yeast was
identified, Candida spp. (32.85%), putting in evidence the contamination of the pet
food that is sold in bulk.

This study is explorative, which means that in order to study or measure the way

these agents can produce diseases in the final consumers, other variables should

be taken in count in future studies.
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X. ANEXOS
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Figura No. 2: Boleta pararecopilacion de datos a partir de
las muestras

Puesto Marca Comercial Muestra No.

Fecha de Cultivo Fecha de Lectura

Descripcion Macroscoépica de las colonias

Fecha de microcultivo Fecha lectura

Descripcion de los caracteres microscopicos

Resultados
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IMAGENES

Figura No. 3 Colonias macroscopicas de Figura No. 4 Colonias macroscopicas de
Penicillium spp Candida spp

Figura No. 5 Colonias macroscopicas de Figura No. 6 Colonias macroscépicas de
Fusarium spp Rhizopus spp
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Figura No. 7 Figura No. 8 Aspecto microscopico de
Colonias macroscopicas de Aspergillus spp ~ Candida spp

Figura No. 10 Aspecto microscopico de
Rhizopus spp

Figura No. 9 Aspecto microscopico de
Penicillium spp
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Figura No. 11 Aspecto microscépico de Figura No. 12 Aspecto microscopico de
Aspergillus spp Fusarium spp
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