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Evaluarea incarcaturii micotice a unor produse lactate acide si a unor
branzeturi din reteaua comerciala
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Evaluation of fungal burden of some marketed acid dairy products
and cheese

Abstract: Aim: This study had the aim to determine the mycological contamination degree of 60 samples of dairy
products collected from food market in lasi (Romania). Material and method: Thus, using a national standard - SR EN
ISO 7954-2001, we have analyzed 5 samples of yogurt, 5 samples of cheese, 10 samples goat and sheep telemea cheese,
20 samples buffalo and cow telemea cheese and 20 samples of fresh sheep cheese. The 60 samples were subjected to
sequential analysis, having the aim to determine the mycological charge through quantitative and qualitative tests.
Results: After quantitative mycological examination it was found that out of the total number of 60 samples analyzed,
49 samples (81.6%) contained yeasts, the highest mycological charge being recorded for the fresh sheep cheese samples
with CFU / g product ranging between 1.6 x 10* and 5.8 x 10’ for all samples. From the 33 fungal strains isolated after a
mycological quantitative and qualitative examination we have identified a number of 20 strains belonging to the genus
Candida, 8 strains belonging to the genus Geotrichum and 5 strains of Trichosporon. Discussions: Some of the
identified species may induce food spoilage and modification of the organoleptic features (aspect, smell, taste and
consistence) and the pH of the contaminated foods, and some of them present potential pathogenic character for the
immune suppressed organisms.
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Rezumat: Scop: Acest studiu a urmarit determinarea gradului de contaminare micotica a 60 probe de produse lactate
prelevate din reteaua alimentard a municipiului lasi. Material si metoda. Au fost analizate conform SR EN 1SO 7954-
2001, 5 probe de iaurt, 5 probe de cagcaval, 10 probe telemea de oaie §i caprd, 20 probe de telemea de vaca si bivolita,
20 probe de cas proaspat de oaie. Cele 60 de probe au fost supuse succesiv unor analize cantitative si calitative pentru
determinarea incarcaturii micotice si a speciilor preponderente. Rezultate. in urma efectuarii examenului micologic
cantitativ, s-a constatat ca, dintr-un total de 60 probe analizate, 49 probe (81,6%) au relevat prezenta levurilor,
incarcatura micotica cea mai ridicata Inregistrandu-se la probele de cas si telemea. Numarul UFC/g produs a variat la
acest sortiment intre 1,6 x 10* si 5,8 x 10”. Dintre cele 33 tulpini fungice izolate, au fost identificate un numar de 20
tulpini apartinand genului Candida, 8 tulpini apartindnd genului Geotrichum si 5 tulpini din genul Trichosporon.
Discutii. Contaminarea fungica a fost in general redusd, cu exceptia probelor de cas si telemea, la care, probabil,
conditiile de igiend defectuoasda din timpul procesdrii §i calitatea precara sunt responsabile de poluarea ridicatd a
acestora. Unele din speciile identificate pot manifesta caracter spoliant, respectiv degradarea glucidelor, lipidelor si a
substantelor de naturd proteica, modificand caracterele organoleptice (aspect, miros, gust si consistentd) si pH-ul
alimentului contaminat, iar unele prezinta caracter potential patogen pentru organismele imunocompromise.
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Introducere

Levurile sau drojdiile au o importanta
majorda in cazul produselor lactate acide si al
branzeturilor, de cele mai multe ori, ele intervenind
benefic alaturi de lactobacili in procesele
fermentative de buna natura utilizate traditional sau
industrial la fabricarea acestora (1,2). De exemplu,
in kefir si cumas au fost izolate asocieri simbiotice
de lactobacili si levuri, in special Kluyveromyces
lactis.

Multe dintre produsele lactate acide
obtinute in mod traditional au demonstrat o
influentd benefica asupra sandtatii consumatorilor,
datorita proprietatilor lor probiotice (3). De
asemenea, unele specii levurice (Candida kefyr,
anamorfa  speciei  Kluyveromyces marxianus)
exercita un efect de inhibare a unor microorganisme
patogene potential prezente in lapte, de aceea
utilizarea lor sub forma de culturi-Starter este
incurajata (4,5).

Pe de altd parte, multiplicarea excesiva a
unor levuri in cursul procesdrii §i stocdrii
branzeturilor, poate conduce la modificari
organoleptice notabile (miros neplacut si sciderea
consistentei) ceea ce fac produsele improprii
comercializarii si consumului. De asemenea, in
branzeturi au fost identificate §i  tulpini
contaminante cu potential patogen care ajunse in
tubul digestiv al persoanelor imunocompromise,
pot, in anumite conditii, si declanseze infectii cu
variate grade de gravitate (Candida albicans,
Candida sake, Cryptococcus albidus, Cryptococcus
laurentii etc.) (1).

Material si metoda

Produse analizate

Au fost analizate 5 probe de iaurt, 5 probe
de cascaval, 10 probe telemea de oaie si capra, 20
probe de telemea de vaca si bivolitad, 20 probe de
cag proaspat de oaie — toate provenind din reteaua
comerciala a municipiului lasi.

Examenul micologic cantitativ

Examenul micologic cantitativ a fost
realizat conform standardului SR EN ISO 7954-
2001, iar pregitirea esantioanelor pentru analiza si a
dilutiilor in vederea examenului micologic calitativ
s-a facut in conformitate cu SR EN 1SO 8261-2002
(6,7).

Pentru efectuarea examenului micologic
cantitativ al probelor de iaurt, s-au recoltat cu o
pipeta sterila cate 9 ml iaurt bine omogenizat in
prealabil prin agitari §i rasturndri repetate ale
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recipientului si s-au transferat intr-un balon cu 90 de
ml ser fiziologic steril, aceasta reprezentand dilutia
primara. In cazul probelor de branzi, s-au cantarit
cate 10 g din fiecare proba, care au fost apoi
omogenizate in 90 ml ser fiziologic steril pana la
dispersarea lor completd utilizand dispozitivul
MiniMix® (Interscience, Franta). In continuare,
pentru ambele tipuri de produse lactate s-a folosit
tehnica dilutiilor seriate decimale.

Numarul de colonii per gram produs a fost
calculat cu ajutorul formulei:

2.C
NTDM =—~—— in care
(n1+0,1n2)d

>"C = suma coloniilor numarate in toate placile Petri

Nn; = numéarul de placii Petri Insdmantate cu prima dilutie
N, = numéarul de placi Petri Insdmantate cu a doua dilutie
d = dilutia din care s-au facut primele numarari

Examenul micologic calitativ

Pentru identificarea levurilor evidentiate
prin examenul micologic cantitativ si incadrarea lor
taxonomica, a fost necesara coroborarea aspectelor
culturale ale coloniilor, aspectelor morfo-structurale
si caracterelor biochimice. Demersul de incadrare
taxonomica a pornit de la un aspect usor sesizabil In
primocultura: culoarea coloniilor. Acest prim
caracter diferential a fost coroborat apoi cu o serie
de particularitati morfologice si biochimice care vor
orienta identificarea tulpinii catre o specie sau alta
(8).

Pentru aceasta s-au efectuat o serie de teste
in scopul identificarii, §i anume:

1. Cultivarea pe medii de izolare selective.
Insaiméantarea coloniilor s-a facut pe Agar
Sabouraud aditivat cu cloramfenicol (Merck,
Germania), deoarece acest mediu inhiba dezvoltarea
eventualelor bacterii contaminante. Fiecare colonie
a fost insamantata in cate doua placi, una fiind
incubatd la temperatura de 25°C, iar cealalta la
37°C, pentru a verifica potentialul de dezvoltare in
organismele vii.

2. Examenul microscopic direct care ofera
indicii importante pentru identificarea genului. in
acest scop, s-au efectuat frotiuri colorate Gram,
precum si preparate extemporanee intre lama si
lamela cu lactofenol si albastru de anilina.

3. Purificarea izolatelor. Dupa obtinerea
primoculturii, s-a verificat puritatea acesteia prin
microscopie si tulpinile contaminate bacterian au
fost purificate deoarece aceasta este indezirabila in
actiunea ulterioara de identificare a speciei (8). in
acest scop, s-a recurs la pasarea tulpinilor pe bulion
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Sabouraud aditivat cu acid clorhidric, solutie 1N

9).

4. Testul de filamentare care diferentiaza
tulpinile de Candida albicans si Candida
dubliniensis de celelalte specii ale genului Candida.
Ca mediu de cultivare pentru acest test s-a utilizat
serul sanguin de cal. In fiole cu capacitatea de 2 ml,
s-au pus in contact 0,5 ml suspensie levurica si 0,5
ml ser sanguin. Fiolele s-au mentinut apoi in baia de
termostatare, la 36°C timp de 2 ore. Suspensia
levurica s-a preparat in solutie salind fiziologica,
densitatea acesteia ajustandu-se la 0,5 McFarland
(cca. 10°-10° celule/ml). Dupa expirarea celor 2 ore,
fiolele s-au agitat si din fiecare amestec s-a prelevat
un volum de 25 pl care s-a etalat apoi intre lama si
lamela. Preparatul extemporaneu astfel obtinut s-a
examinat la microscop in vederea decelarii tubilor
germinativi caracteristici tulpinilor apartinand celor
doud specii — filamente scurte care emerg din
blastospor fara strangulare. Ca martor al
filamentarii, s-a utilizat de fiecare data o tulpina tip
de Candida albicans - ATCC 10231 (8).

5. Cultivarea pe Agar cu faina de porumb si
Tween 80. Prin cultivare submersa pe acest mediu,
levurile 1isi exprima plenar toate detaliile
morfologice: blastospori, pseudohife
(pseudofilamente), filamente (hife), clamidospori,
artrospori, ascospori. In functie de gen si specie,
aceste formatiuni apar sau nu, §i prezintd anumite
caracteristici utile identificarii. Rezultatele acestui
test pot fi doar rareori utilizate singular; de obicei,
ele se coroboreazd obligatoriu cu rezultatele
profilului  biochimic al tulpinii in cauza
(fermentarea zaharurilor, asimilarea diverselor surse
de carbon sau azot, producerea unor enzime ca
ureaza, fenol-oxidaza, hexozaminidaza, L-prolin-
aminopeptidaza, catalaza) (8).

In acest scop, s-au pregitit placi Petri cu o
grosime a mediului de 4-5 mm,; dupa solidificare, cu
ajutorul ansei microbiologice cu care s-a prelevat in
prealabil o mica portiune din colonia levurii de
identificat, s-au realizat 3 ,,incizii” ale mediului,
dupa cum urmeaza: primele doud — paralele intre
ele, la distantd de cca. 1-1,5 cm, apoi o a lll-a —
perpendiculard pe celelalte. In timpul insimantarii
mediului, ansa se mentine inclinatd sub un unghi de
cca. 60°-70° fatd de orizontald. Dupa incubare la
30°C timp de 48-72 ore, se preleveaza cu ajutorul
ansei un mic bloc de gelozd de pe linia de
insdmantare si se etaleaza prin strivire intre lama si
lameld. Se examineazd apoi la microscop, fara
colorare  suplimentard, urmarindu-se prezenta
clamidosporilor, forma si marimea pseudohifelor,
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modul de  dispunere a blastosporilor
(blastoconidiilor) de-a lungul acestora (10).

6. Producerea de ureazda. S-a folosit bulion
Christensen care contine uree si un indicator (rosu-
fenol). In urma scindirii ureei de catre ureaza
secretata de levuri, se produce o crestere a pH-ului
ca urmare a eliberarii amoniacului, fapt semnalat de
virarea culorii indicatorului de la galben-chihlimbar
la roz-rosu. Din fiecare tulpina, s-a insamantat o
ansd incircati intr-o eprubetd cu 3 ml mediu. in
paralel, s-au insamantat obligatoriu un martor
pozitiv (Cryptococcus neoformans) si unul negativ
(Candida albicans). Rezultatele s-au citit dupa 3,
respectiv 24 ore de incubare la 37°C. Interpretare:
testul este pozitiv pentru genurile Cryptococcus,
Rhodotorula, Trichosporon si negativ pentru
Blastoschizomyces, Candida si Geotrichum (8).

7. Teste biochimice. Au fost utilizate
galeriile 1D32C un sistem standardizat de
identificare a levurilor pe baza a 32 teste de
asimilare a diferitelor substraturi. Fiecare godeu al
galeriei ID32C contine un substrat aparte, intr-0
cantitate prestabilitd. Aceasta metodd prezinta
avantajul rapiditatii obtinerii rezultatului, dar si
precizia acestuia. Rezultatele obtinute in urma
efectudrii testelor biochimice ID 32C au fost
interpretate cu ajutorul soft-ului de identificare API
web 1.2.1.

Rezultate

In urma efectudrii examenului micologic
cantitativ s-a constatat ca, din numdrul total de 60
probe analizate, 49 probe (81,6%) contineau o
incarcatura variabild de levuri (tabelul 1, fig. nr. 1).
Astfel, 2 probe de iaurt din cele 5 analizate (40%),
au prezentat o incarcaturd micoticd ce a variat intre
< 10" si 2,3 x 10° UFC/g produs. In cazul diferitelor
tipuri de cascaval luate in studiu, doar o proba (20
%) a prezentat o incircaturd micotica de 1,1 x 10°
UFC/g produs.

Sortimentele telemea de oaie si telemea de
capra au prezentat un grad mare de contaminare.
Astfel, 8 probe din 10 (80%) au prezentat o
incdrcatura micotici maximd de 1,5 x 10° UFC/g
produs. Pentru probele de telemea de vaca si
telemea de bivolita, incarcatura maxima per gram
produs a fost de 5,8 x 10" UFC, fiind contaminate
18 probe din cele 20 analizate (90%).

Cele 20 probe cas de oaie analizate au
prezentat contaminare micotica in proportie de 100
%,7UFC/g produs variind intre 1,6 x 10" si 5,5 x
10"
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Tabelul 1
Rezultatele examenului micologic cantitativ
Nr. . . Nr. probe Nr. probe I T
ort Denumire sortiment testate contaminate (%) Incircatura micotici (UFC/Q)
. m<10"
1. laurt 5 2 (40%) M=2.3 x10°
0 m<10*
2. Cagcaval 5 1 (20%) M=1.1 x10°
o N m<10"
3. Telemea de oaie si capra 10 8 (80%) M =1,5x 10°
. o m<10"
4, Telemea de vaca si bivolita 20 18 (90%) M=5,8x 107
. . m= 1,6x10"
5. Cas de oaie 20 20 (100%) M=55x 107

Legenda: m = minima; M = maxima

Figura nr. 1: Telemea de capra - examen micologic cantitativ: aspecte culturale
Figure 1: Goat telemea cheese — quantitative mycological examination: cultural aspects

Coloniile obtinute in urma cultivarii pe
medii selective au prezentat diferite aspecte in
functie de gen si specie, in general avand forma
rotunda, bombate sau plate, lipsite de pigment, cu
suprafata netedd sau rugoasa, margini regulate, fin
franjurate sau radiare, cu aspect umed sau uscat.
Dintre aceste colonii, pe baza aspectului cultural, au
fost selectate 33 care au fost apoi supuse celorlalte
teste de identificare. Frotiurile colorate Gram au
relevat prezenta de celule mari — rotunde, alungite
sau poligonale, Gram pozitive, cu prezenta
blastosporilor si a artrosporilor (fig. nr. 2). Testul de
filamentare a fost negativ in cazul tututor tulpinilor
testate, ceea ce indica absenta tulpinilor de Candida
albicans. Cultivarea pe bulion Christensen a
evidentiat 5 tulpini ureazo-pozitive (fig. nr. 3).

In urma efectudrii acestor teste, din cele 33
tulpini fungice izolate au fost identificate 20 tulpini
apartinand genului Candida, 8 tulpini din genul
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Geotrichum si 5 tulpini din genul Trichosporon.
Prin intermediul testelor biochimice, cu ajutorul
galeriilor ID 32C, s-au identificat la nivel de specie
urmatoarele tulpini:

o tulpina Candida zeylanoides

o tulpind Candida famata

doua tulpini Candida colliculosa

doua tulpini Candida catenulata

trei tulpini Candida lypolitica

patru tulpini Candida sphaerica

trei tulpini Candida kefyr

doua tulpini Candida krusei

o tulpina Candida inconspicua

o tulpind Candida norvegensis

trei tulpini Trichosporon asahii

doua tulpini Trichisporon inkin

cinci tulpini Geotricum candidum

trei tulpini Geotrichum capitatum
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Discutii

Deoarece laptele este un substrat excelent
pentru dezvoltarea majoritatii microorganismelor,
pasteurizarea sa este o madsurd obligatorie de
reducere a Incarcaturii microbiene si de evitare a
potentialelor riscuri pentru consumatori,
asigurdndu-se totodatd o materie prima salubra
pentru fabricarea altor produse lactate.

Speciile identificate n probele analizate pot
manifesta caracter potential patogen pentru
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Figura nr. 2: Aspecte microscopice ale tulpinilor izolate (col. Gram, x 1000)
Figure 2: Microscopic features of the isolated strains (Gram stain, x 1000)

organismele supresate imunitar (11,12,13,14), si
totodata pot altera substraturile alimentare, prin
degradarea glucidelor, lipidelor si a substantelor de
naturd proteicd. Acest lucru se materializeaza prin
modificarea caracterelor organoleptice (aspect,
miros, gust si consistentd) si a pH-ului alimentului
contaminat. Deoarece contaminarea sortimentelor
conservate prin saramurare a fost intensd, putem
emite ipoteza existentei probabile a doud surse de
contaminare: lipsa de pasteurizare a laptelui (in
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FiaurAa nr. 3: Testul de ureaza (neg

ativ - galben, pozitiv — roz)

Figure 3: Urease test (negativ — yellow, positive — pink)

cazul  produselor  fabricate  traditional  si
comercializate 1n pietele agro-alimentare) si
contaminarea solutiei de conservare (a saramurii)
prin nerespectarea conditiilor de igieni. In cazul
branzei telemea preparatd din lapte pasteurizat,
incarcatura micoticd mare s-ar putea explica pe de o
parte prin contaminarea secundara a materiei prime
dupa pasteurizare si pe de altd parte prin conditiile
improprii  de  comercializare  (temperaturad
inadecvata, manipulare repetatd, lipsa de igienizare
a recipientilor de transport, a spatiilor de depozitare
si comercializare).

Contaminarea masivd a casului de oaie,
preparat traditional fard pasteurizarea laptelui,
indicd abateri severe de la normele de igiena pe tot
fluxul de productie, incepand cu mulsul si
termindnd cu depozitarea i comercializarea
neigienicd a produsului.

In concluzie, respectarea conditiilor de
igiend pe tot fluxul de productie si comercializare
reprezintd solutia optimd ce garanteazi calitatea
produsului si sandtatea consumatorului, chiar in
cazul produselor preparate traditional farad
pasteurizarea materiei prime, desi aceastd practica
tinde sd fie limitatd sau chiar exclusd prin
reglementarile legislative europene.
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