Bol.Micol. 2017; 32(1): 1-8

MICOLOGIA AMBIENTAL

Contaminacion por mohos y aislamiento de Cladosporium spp. y
Thamnidium spp. en camaras frigorificas de plantas procesadoras
de alimentos marinos y empresas frigorificas del sur de Chile

(Mould contamination and isolation of Cladosporium spp. and Thamnidium
spp. in frigorific chambers of sea-food processing plants
and frigorific enterprises from South of Chile)

Boris Castillo B'*., Carlos Diaz A'.,Pablo Santibaiiez' G.

1. Inocuidad Alimentaria, Aquagestion S.A. 5550000.
* Autor para correspondencia: boris.castillo.bascur@gmail.com

RECIBIDO: 02 de Febrero de 2017
APROBADO: 18 de Mayo de 2017

DOI: 10.22370/bolmicol.2017.32.1.628

LOS AUTORES DECLARAN NO TENER CONFLICTO DE INTERESES

Palabras claves: Cladosporium; Thamnidium; frigorifico; moho.
Key words: Cladosporium; Thamnidium; frigorific; mould.

RESUMEN

La apertura de nuevos mercados para los
productos hidrobiologicos chilenos ha impuesto
el andlisis del estatus sanitario de cdmaras frigo-
rificas donde estos productos son almacenados.
Para medir el estatus sanitario, la Unién Econo-
mica Euroasidtica (UEE) exige un recuento total
de mohos e identificacion de los géneros Clados-
porium 'y Thamnidium en paredes y ambiente de
las camaras frigorificas. Poco se sabe sobre los
niveles de contaminacién de mohos en cdmaras
frigorificas de productos de exportacion en Chi-
le. Aqui, los resultados de 88 analisis de mohos
en paredes y aire, realizados a 24 empresas dife-
rentes que poseen camaras frigorificas contenien-
do productos hidrobiologicos, son mostrados. El
recuento total de mohos y el nimero de colonias
de Cladosporium spp. y Thamnidium spp. fueron

determinados. Ademas, los niveles de contamina-
cion por mohos fueron comparados entre plantas
procesadoras de alimentos y empresas frigorificas.
Thamnidium spp. no fue encontrado en ninguno
de los analisis realizados. Los resultados indican
que los niveles de contaminacion por mohos son
aceptables para la UEE. Este es el primer reporte
de niveles de contaminacion de mohos en camaras
frigorificas de productos hidrobiologicos en el sur
de Chile.

ABSTRACT

The opening of new markets for Chilean
hydrobiological products had imposed the analysis
of the sanitary status of frigorific chambers where
those products are kept. To measure the sanitary
status, the Euroasiatic Economical Union (EEU)
requires a total mould count and identification of
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Cladosporium and Thamnidium in walls and air of
the frigorific chambers. Little is known about con-
tamination levels of moulds in frigorific chambers
of export products in Chile. Here, the results of 88
mould analyses in walls and air, performed to 24
different enterprises that possess frigorific cham-
bers containing hydrobiological products, are
shown. Total mould count and Cladosporium spp.
and Thamnidium spp. colony number were deter-
mined. Additionally the levels of moulds contami-
nation were compared between food-processing
plants and frigorific enterprises. Thamnidium spp.
was not found in any of the analyses performed.
The results indicate that levels of moulds contami-
nation are acceptable to the EEU. This is the first
report of mould contamination levels in frigorific
chambers of hydrobiological products from south
of Chile.

INTRODUCCION

Chile es uno de los principales exporta-
dores de salmones y otros productos hidrobiolo-
gicos'. La cadena productiva abastece a diversos
mercados de los 5 continentes. La necesidad de
solventar la exportacion de productos hidrobio-
logicos y el esfuerzo de permanecer como lider
mundial en esta materia, ha impuesto la habilita-
cion de infraestructura sofisticada que garantice
una correcta explotacion y comercializacion de
los productos. En este sentido, las camaras fri-
gorificas son espacios que adquieren un rol fun-
damental para asegurar la calidad e inocuidad de
los alimentos desde que son cosechados hasta que
son enviados a los mercados de destino. Todas las
plantas de proceso de productos hidrobiologicos
poseen, al menos, una camara frigorifica que ga-
rantiza la cadena de frio y preservacion. La canti-
dad de productos a comercializar es tan alta que se
han ido creando, desde varios afios atras, empresas
dedicadas solo a mantener productos refrigerados,
con sofisticados sistemas de control, gestion y re-
gulacion; los llamados frigorificos.
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En la actualidad, la Unién Economica
Euroasiatica (UEE) exige a sus proveedores de
productos pesqueros realizar un analisis de mo-
hos en las camaras frigorificas que participan en
la cadena de produccion, mantencion y transpor-
te de los productos pesqueros hasta que arriban a
la UEE?. Este ensayo consiste en un recuento del
total de mohos en paredes y ambiente de las cama-
ras, junto con la identificacion y recuento de los
géneros Cladosporium y Thamnidium. El motivo
de realizar este andlisis es evaluar el estado sanita-
rio de las camaras frigorificas, pudiendo ser bueno,
satisfactorio o malo. Las empresas deben poseer
protocolos internos de medidas correctivas en caso
de calificacion mala, o intensificar las rutinas de
aseo cuando la calificacion es satisfactoria.

Cladosporium y Thamnidium son dos gé-
neros de hongos conocidos por participar en el
proceso de descomposicion de alimentos, sien-
do particularmente relevantes en la descomposi-
cion a bajas temperaturas (0 °C)’. Ambos mohos
son encontrados comunmente en aire de muchos
ambientes. En general, los mohos son utilizados
como un buen marcador de estado sanitario y eva-
luacidn de protocolos de aseo en ambientes cerra-

dos*.

Poco se conoce de la presencia de mohos
en camaras frigorificas en Chile, aun menos en
aquellas destinadas a almacenar productos pesque-
ros de exportacion. El presente trabajo expone los
resultados de una serie de andlisis de contamina-
cion por mohos realizados a cadmaras frigorificas
de plantas de proceso de productos pesqueros y
empresas frigorificas durante junio y diciembre de
2016 en el sur de Chile (X a XII Region), regiones
donde ocurre el mayor volumen de explotacion de
productos hidrobioldgicos y es el primer reporte
de niveles de contaminacién por mohos e identifi-
cacion de Cladosporium spp. y Thamnidium spp.
en camaras frigorificas de productos hidrobiologi-
cos en el sur de Chile.
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MATERIALES Y METODOS

Tamaiio de la muestra y macrozonas. Un total
de 88 andlisis de deteccion de mohos en paredes y
ambiente fueron realizados a 24 empresas diferen-
tes de la zona sur de Chile. Las empresas fueron
divididas en 3 diferentes macrozonas (Figura 1) de
acuerdo al sitio respectivo de ubicacion de sus ca-
maras frigorificas. Las empresas fueron clasifica-
das como “Plantas de proceso” y “Frigorifico” de
acuerdo a su actividad principal (Tabla 1).

Figura 1. Distribucion geografica de macrozo-
nas del sur de Chile analizadas. La macrozona 1
comprende la localizacion sur de las provincias de
Llanquihue. Macrozona 2 comprende la provincia
de Chiloé, y la macrozona 3 las regiones X1y XII.
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Toma de muestras de paredes de las camaras
frigorificas. La toma de muestras de paredes de
las camaras frigorificas fue realizada utilizando es-
ponjas hidratadas (3M®), abarcando una superficie
de 5 cm? a 1,5 metros de altura del piso, en las 4
paredes de la camara. Las 4 esponjas obtenidas por
cada camara (4 paredes) fueron mezcladas con 60
ml de agua destilada estéril, y se homogenizaron
por 3 minutos para liberar los microorganismos
adheridos. Finalmente, 1 ml de la mezcla anterior
fue sembrado en profundidad en agar Sabouraud
(Merck®) e incubado a 24 °C por 7 dias para reali-
zar recuento de mohos e identificacion de miembros
del género Cladosporium y Thamnidium. La incu-
bacion se realizd a 24 °C, porque es la temperatura
de incubacion indicada en el protocolo técnico de
la normativa rusa aplicable a este tipo de analisis®.

Toma de muestras de ambiente de las camaras
frigorificas. La toma de muestra de ambiente de
las camaras fue realizada exponiendo por 5 minutos
placas con agar Sabouraud, una placa en cada una
de las cuatro esquinas de la cdmara y una placa en
el centro. Transcurrido el tiempo de exposicion, las
placas fueron transportadas selladas a 2 — 4 °C ¢ in-
cubadas a 24 °C por 7 dias. La incubacion se realiz6
a 24 °C, porque es la temperatura de incubacion in-
dicada en el protocolo técnico de la normativa rusa
aplicable a este tipo de analisis®.

Recuento total de mohos. El recuento total de mo-
hos fue realizado luego de 7 dias de incubacion, tan-
to para las muestras de paredes como de ambiente.
Los mohos fueron contabilizados por recuento di-
recto en placa de acuerdo a las caracteristicas tipi-
cas de crecimiento y morfologia de los mohos. Se
realiz6 recuento de colonias de Penicillium spp. al
dia 3, las que fueron marcadas, con el fin de evitar
recuento de colonias secundarias al dia 7.

Identificacion de Cladosporium y Thamnidium.
La identificacion de Cladosporium spp. 'y Thamni-
dium spp. fue realizada por morfologia macro y mi-
croscopica, utilizando claves taxonomicas®, hasta
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el nivel de género. Con cinta adhesiva, la colo-
nia sospechosa del moho fue impresa suavemente.
Posteriormente, dicha cinta fue pegada sobre un
portaobjeto conteniendo una gota de azul de lacto-
fenol (Merck®). El género fue confirmado por ex-
ploracién a 400 X en microscopio dptico BM -700
(Boeco®).

Analisis y procesamiento de datos. En las tablas
de resultados, lo indicado como “cantidad afecta-
dos”, indica el numero de analisis que poseen re-
cuentos de mohos mayores a 0. Los datos fueron
procesados y analizados estadisticamente median-
te ANOVA vy test de Tukey, utilizando el software
SigmaPlot 11 (Systat Software®).

Tabla 1. Distribucion de macrozonas, ciudades, cantidad y tipo de empresas analizadas.

Macrozona Ciudad Total Planta de Proceso | Frigorifico
Puerto Varas 1 0 1
1 Puerto Montt 12 8 4
Calbuco 1 1 0
Castro 1 1 0
2 Chonchi 1 1 0
Quellon 4 4 0
Puerto Chacabuco 2 2 0
: Punta Arenas 2 2 0
TOTAL 24 19 5

RESULTADOS Y DISCUSION

Contaminacion por mohos de acuerdo a ma-
crozona. Se observa que los niveles de mohos
en las 3 macrozonas es similar, tanto en paredes
como en ambiente (Tabla 2). No hay diferencias
significativas entre los recuentos de mohos en pa-
redes ni ambiente en las distintas macrozonas (test
de Tukey). El promedio de colonias de mohos no
es estadisticamente diferente entre las distintas
macrozonas, y paredes y ambiente de las cdmaras
frigorificas.

La Figura 2 muestra el nimero de colo-
nias y la cantidad de analisis realizados que pre-
sentaron dicho nimero de colonias, desglosado en
paredes y ambiente. Se observa que la mayor parte
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de los analisis exhiben recuentos de 0 a 2 ufc. Sin
embargo, hay casos puntuales donde se obtuvieron
recuentos > 10 ufc. Esto indica que existen diver-
sos factores que afectan el nivel de contaminacion
por mohos de las camaras frigorificas, que impi-
den niveles de contaminacion homogénea, y ade-
mas influencian el promedio y desviacion estandar
de los datos. Estos factores pueden ser: tecnologia
de las camaras, posicion geografica, frecuencia de
ingreso y egreso de productos, estados de pallets
de carga, etc.

Presencia de Cladosporium y Thamnidium de
acuerdo a macrozona. Cladosporium se encuen-
tra preferentemente contaminando el ambiente
de las camaras frigorificas, con una cantidad de
analisis afectados superior al 15 % de las camaras
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Tabla 2. Casos positivos y recuento promedio de colonias de mohos totales en las distintas macrozonas.

Paredes Ambiente
Promedio
Promedio Cantidad
Macrozona | N? analisis | Cantidad Cantidad Cantidad colonias
colonias afectados
afectados | afectados (%0)* afectados (ufc/placa/s
(ufc/cm?) (%0)*
min)
1 64 36 56,3 3,9(£3,3) 41 64,1 4,6 (+4,3)
2 13 4 30,8 2,5(x1,7) 9 69,2 2,3(x1,7)
3 11 3 27.3 8,0 (£12.1) 8 72,7 4,0 (£4,1)

* La cantidad de afectados refleja el porcentaje de analisis que poseen un recuento total de mohos > 1 ufc
por unidad de medida con respecto a la cantidad total de analisis realizados por macrozona.

analizadas (Tabla 3). El promedio de colonias de
Cladosporium es de 1 ufc tanto en paredes como
ambiente. En las macrozonas 2 y 3 no se detecto
presencia de Cladosporium en paredes (Tabla 3).
Esto se podria deber que la cantidad de anélisis
realizado a distintas empresas en cada macrozona
no es igual, por lo que los recuentos de Cladospo-
rium pueden estar subvaloradas. Thamnidium, en
cambio, no se encontr6 en ninguno de los analisis
efectuados, ni en ambiente ni en paredes de ningu-
na macrozona (Tabla 4).

Numero de analisis

"-l _ﬂ.ﬂ_l |F_Ir|.n|n_,

Comparacion de recuentos de mohos totales
por tipo de empresa. Hay diferencias significati-
vas entre ambiente de frigorifico y planta de pro-
ceso (p-value: 0,0010) en relacidon a recuento de
mohos totales. En cambio, en el caso de las pare-
des, no se observa diferencias significativas entre
las plantas de proceso y los frigorificos (p-value:

0,3828) (Tabla 5).

Estos resultados concuerdan con el hecho
que las empresas frigorificas poseen camaras de

| F. |

11 12 14 15 16

Numero de colonias

jes WAmbiente

Figura 2. Distribucion del nimero de colonias de acuerdo a la cantidad de analisis realizados con dicho
recuento. Barras blancas y negras son el nimero de colonias en paredes y ambiente, respectivamente.
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una dimension mucho mayor a las camaras frigo-
rificas de las Plantas de Proceso, por lo que los vo-
limenes de aire que circulan dentro son mas altos.
También, la diversidad y cantidad de productos
almacenados en Frigorificos es mayor, por lo que
la contribucion a mohos ambientales proveniente
de cajas y pallets de madera, deberia ser mayor
también. De todas formas, estas hipotesis deben
ser demostradas en estudios posteriores.

Comparacion de recuentos de Cladosporium
por tipo de empresa. La Tabla 6 muestra una pre-

sencia mas elevada de Cladosporium en ambiente
que en paredes. Esto se observa tanto en plantas
de proceso como frigorificos. Este resultado es
esperable, ya que Cladosporium posee conidias
adaptadas a permanecer en aire’. Los niveles de
contaminacion por Cladosporium no presentaron
diferencias significativas entre los dos tipos de em-
presa ni entre paredes y ambiente. Ningun repre-
sentante del género Thamnidium fue encontrado en
los andlisis realizados, por lo que no se muestran
los resultados. Los resultados son congruentes con
los observado en la Tabla 3 y 4.

Tabla 3. Promedio de colonias de Cladosporium por macrozona.

Paredes Ambiente
Promedio
Promedio Cantidad
Macrozona | N° analisis | Cantidad Cantidad Cantidad colonias
colonias afectados
afectados | afectados (%0)* afectados (ufc/placa/s
(ufc/cm?) (%0)*
min)
1 64 4 6.4 1 (1) 16 254 21D
2 13 0 0 0 2 15.4 1 (1)
3 11 0 0 0 2 18,2 1 (1)

* La cantidad de afectados refleja el porcentaje de analisis que poseen > 1 ufc de Cladosporium spp. por
unidad de medida con respecto a la cantidad total de analisis realizados por macrozona.

Tabla 4. Promedio de colonias de Thamnidium por macrozona.

Paredes Ambiente
Promedio
Promedio Cantidad
Macrozona | N? analisis | Cantidad Cantidad Cantidad colonias
colonias afectados
afectados | afectados (%0)* afectados (ufc/placa/S
(ufc/cm?) (%0)*
min)
1 64 0 0 0 0 0 0
2 13 0 0 0 0 0 0
3 11 0 0 0 0 0 0

* La cantidad de afectados refleja el porcentaje de analisis que poseen > 1 ufc de Thamnidium spp. por
unidad de medida con respecto a la cantidad total de andlisis realizados por macrozona.
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Tabla 5. Comparacion de recuentos promedios de mohos totales entre Plantas de Proceso y Frigorificos.

Paredes Ambiente
Cantidad Cantidad Promedio
Tipo de N° Promedio
Cantidad de Cantidad de colonias
Empresa analisis colonias
afectados afectados _ afectados afectados (ufc/placa/s
(ufc/cm?)
(“0)* (%0)* min)
Planta de
40 20 50,0 3.5(x2.7) 22 55,0 2.6 (+£2.2)
Proceso
Frigorifico 24 16 66,7 4.4 (+4,0) 19 79.2 6.8 (£ 5.0)

* La cantidad de afectados refleja el porcentaje de analisis que poseen un recuento total de mohos > 1 ufc por

unidad de medida con respecto al tipo de empresa.

Tabla 6. Comparacion de recuentos promedios de colonias de Cladosporium entre Plantas de Proceso y

Frigorificos de la macrozona 1.

Paredes Ambiente
. Cantidad Cantidad Promedio
Tipo de N°® Promedio
Cantidad de Cantidad de colonias
Empresa analisis colonias
afectados afectados afectados afectados (ufc/placa/s
(ufc/cm?)
(%)* (%0)* min)
Planta de
40 20 50,0 3.5(27) 22 55.0 2,6 (+2.2)
Proceso
Frigorifico 24 16 66,7 4,4 (£4.0) 19 79.2 6.8 (£5.,0)

* La cantidad de afectados refleja el porcentaje de analisis que poseen > 1 ufc de Cladosporium spp. por uni-

dad de medida con respecto al tipo de empresa.

CONCLUSIONES

La contaminacién por mohos en camaras
frigorificas de productos hidrobioldgicos del sur de
Chile es baja, estando, en la mayoria de los casos,
dentro del rango bueno y satisfactorio de la nor-
mativa rusa sanitaria de frigorificos®. Por su parte,
aunque el porcentaje de analisis con presencia de
Cladosporium spp. es alto, el recuento promedio de
mohos de este género en cada uno de los analisis es
bajo. Esto significa que las camaras en promedio,
aun teniendo recuentos de Cladosporium, deberian
estar dentro o por sobre el rango de clasificacion
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satisfactorio de la normativa rusa. Thamnidium, en
cambio, no fue encontrado en ninguno de los ana-
lisis realizados.

Los resultados aqui presentados son el pri-
mer reporte de recuentos promedios de mohos e
identificacion de Cladosporium spp. y Thamnidium
spp. en camaras frigorificas de productos hidrobio-
logicos del sur de Chile. Se muestra una tendencia
general de la realidad en las camaras frigorificas en
relacion a los mohos, pudiendo existir otros ante-
cedentes importantes que no fueron considerados
para este estudio y que podrian afectar los resulta-

micologia.uv.cl



Contaminacién por mohos y aislamiento de Cladosporium spp. y Thamnidium spp. - Castillo B. et al

dos, como el tipo de terreno de emplazamiento de las
camaras (costas, praderas, presencia de bosques o
plantaciones cercanas, etc.); correlacion de época del
afio y variables ambientales (vientos, lluvias, tempe-
ratura); o la tecnologia de las camaras (presencia de
filtros de aire, estado de evaporizadores, etc.).

Finalmente, los resultados aqui presenta-
dos pueden servir como base de referencia para las
empresas que necesitan analizar mohos en sus cé-
maras frigorificas, o para definir politicas publicas
con respecto a este tema por parte de los organis-
mos pertinentes del Estado.
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