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Abstract

Livestock is one of the most important agricultural sectors in Puerto Rico, where
the raw material (meat and dairy products) is mainly obtained for the consumer.
Within livestock farming is the Dairy industry, which needs to control those factors
that put the safety and quality of the product at risk. This study was carried out in
the milking area of two dairy farms in Puerto Rico, one in Hatillo and the other in
Lajas, from May to September 2021. Environmental and microbiological sampling
took viable particulate matter (bacteria) and non-viable particulate (dust, metals,
and others). Also, we collected environmental data such as temperature and
humidity to establish a correlation between the presence of microorganisms and
environmental conditions during sampling. Bacteria isolated from environmental
samples were identified by the MALDI-TOF MS method. The results showed
variability in the particulate according to the sampling months (May and June being
the months with the highest number of suspended particles in both farms). No
correlation was found between the factors of temperature, humidity, non-viable
particulate, and CFU concentration. Sixty-three genera of bacteria were identified
among all the samplings and in both farms. Most are biosafety level |
microorganisms. However, several bacteria with biosafety level Il were detected in
the samples but at a low frequency. In conclusion, the factors of temperature,
relative humidity, and concentration of microorganisms did not present a
statistically significant correlation. In the viable particulate, biosafety levels | and Il

predominated bacteria belonging to several families. Several bacteria isolated in



the samples are potentially pathogenic for farm animals, mainly causing mastitis.
The MALDI-TOF technique turned out to be useful for identifying the bacteria

isolated in the samples.



Resumen
La ganaderia es uno de los sectores agricolas mas importantes de Puerto Rico,
donde principalmente se obtiene la materia prima (productos carnicos y lacteos)
para el consumidor. Dentro de la ganaderia se encuentra la industria lechera, la
cual necesita controlar aquellos factores que ponen en riesgo la inocuidad vy
calidad del producto. Este estudio se llevo a cabo en el area de ordefio de dos
Vaquerias de Puerto Rico una en Hatillo y la otra en Lajas, durante los meses de
mayo a septiembre 2021. Se realizaron muestreos ambientales y microbiologicos
tomando muestras de particulado viable (bacterias) y particulado no viable (polvo,
metales y otros). También se recolectaron datos ambientales como temperatura y
humedad para establecer correlacion entre la presencia de microorganismos y las
condiciones ambientales durante el muestro. Las bacterias aisladas de los
muestreos ambientales fueron identificadas por el método de MALDI-TOF MS.
Los resultados mostraron una variabilidad en el particulado segun los meses de
muestreo (siendo mayo y junio los meses con mayor cantidad de particulas
suspendidas en ambas fincas). No se determiné una correlacion entre los factores
de temperatura, humedad, particulado no viable y la concentracion de CFU. Se
identificaron un total de 63 géneros de bacterias entre todos los muestreos entre
ambas fincas. La mayoria son microorganismos con nivel de bioseguridad |. Sin
embargo, varios de nivel de bioseguridad fueron detectados en los muestreos,
pero en una frecuencia baja. En conclusion, los factores de temperatura, humedad
relativa y concentracion de microorganismos no presentaron una correlacion

estadisticamente significativa. En el particulado viable, predominaron bacterias



pertenecientes a varias familias y de niveles de bioseguridad | y Il. Varias de las
bacterias aisladas en los muestreos son potencialmente patdogenas para los
animales de la granja, siendo principalmente causantes mastitis. La técnica de
MALDI-TOF resulté ser util para la identificacion de las bacterias aisladas en los

muestreos.
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Introduccién

El sector agricola anualmente genera y aporta millones de dodlares a la
economia de Puerto Rico. Siendo la ganaderia una de las industrias de mayor
importancia en la isla, donde principalmente se obtiene la materia prima para la
produccion de productos carnicos y lacteos (Cortés et al., 2010). La leche, por su
valor nutritivo y sus caracteristicas fisicoquimicas es susceptible a la presencia de
microorganismos detrimentales (deterioran el producto) y patdgenos (causan
enfermedad). En consecuencia, la industria lechera necesita controlar aquellos
factores que pondrian en riesgo la inocuidad y calidad del producto. Por ejemplo,
las vaquerias de produccion de leche deben tomar en consideracion aspectos
relacionados con la limpieza y desinfeccion, la salud de los animales, la higiene
de los empleados, el ambiente natural que rodea a la granja, entre otros
(Tigselema, 2012), para asi evitar la contaminacion, la alteracion fisicoquimica e
introduccidén de microorganismos patogenos a la leche.

Teniéndose en consideracion estos detalles (limpieza, desinfeccion, la
salud de los animales, higiene de los empleados y su ambiente) se garantiza un
ambiente de proceso adecuado y a su vez se evita que ocurra contaminacion con
microorganismos  presentes en el lugar. Estos microorganismos
provienen principalmente de la mala higiene del personal, las variaciones en la
temperatura y humedad del lugar, la presencia de materia organica (nutrientes) y
la ubicacion geografica de la granja (Curbelo-Rodriguez, 2006). Algunos de estos
microorganismos (ej. bacterias y hongos) afectan la calidad del alimento mediante

la alteracion de sus caracteristicas organolépticas (olor, color, sabor y textura).



Sin embargo, existen otros como las bacterias patdégenas, que pueden poner en
riesgo la inocuidad del producto y a su vez, la salud de los consumidores. Estos
son clasificados como patogenos, debido a que provocan enfermedades y hasta
la muerte de los consumidores, a causa de las infecciones y/o intoxicaciones que
producen (Urbano et al., 2014).

Para evitar la alteracion de las caracteristicas organolépticas del producto
y el riesgo a la inocuidad, se debe tomar en consideracion las condiciones
sanitarias en las vaquerias antes, durante y después del proceso de extraccion de
la leche. La leche es una excelente fuente de nutrientes, proteinas, carbohidratos,
minerales y agua que favorecen la proliferacion de los microorganismos. Mientras
mejores sean los cuidados y la higiene que se tenga durante el ordefo vy
almacenaje de la leche en las vaquerias, menor sera la cantidad de
microorganismos contaminantes y patdogenos que se encuentren en la materia
prima (leche). Estos cuidados incluyen limpieza y desinfeccion de los corrales
(libres de estiércol y lodo), cuartos de ordefio y equipos para asi minimizar la
contaminacion y el contagio bacteriano (Galvan, 2005).

Para validar las condiciones higiénicas de las vaquerias es necesario
determinar como los factores ambientales y antropogénicos influyen en la
prevalencia de microorganismos patdgenos en este tipo de industria. Tomandose
en consideracion que los microorganismos patogenos varian dependiendo de la
ubicacion geografica del lugar, las condiciones propias del ambiente y la

efectividad en los procesos de limpieza. De esta manera se tendra una idea de la



prevalencia de la carga microbiana de estos lugares y asi podran establecer
controles adicionales para salvaguardar la calidad e inocuidad de la leche.

Actualmente existen varios métodos microbiolégicos utilizados para
realizar analisis sobre la presencia de los microorganismos en los ambientes de
procesos que ocurren en las ganaderias. Donde se busca aislar, purificar,
clasificar e identificar a los microorganismos que se encuentren durante los
muestreos ambientales. Sin embargo, muchos de estos procesos tardan bastante
en obtener resultados, y mas cuando se trata de la identificacion de un
microorganismo. Por este motivo, se esta comenzando a utilizar instrumentacion
como la de Desorcion/lonizacion mediante Laser Asistida por Matriz (MALDI-TOF
por sus siglas en inglés). Esta es una tecnologia precisa y rapida (Maldonado et
al., 2018) que utiliza el analisis de proteinas y ayuda a identificar de manera
eficiente a las bacterias, levaduras, virus y hongos. Superando los métodos
convencionales de identificacion y solo requiere tener un cultivo puro y fresco.
Justificacion

Conocer la relacion microbiolégica que existe entre el medioambiente y los
procesos en las industrias lecheras es importante porque ayuda a asegurar la
calidad e inocuidad de la leche, lo cual es uno de los retos actuales mas
importantes de la ganaderia (Quintana et al., 2020). Debido a que la leche es un
producto alimenticio de importancia para el ser humano y susceptible al deterioro
causado por la contaminacion microbiana. Provocada principalmente por

microorganismos que se encuentran en el entorno que rodea a las industrias



ganaderas y que son capaces de afectar a los animales y la materia prima (leche)
obtenida (Du et al., 2020).

La presencia de este tipo de microbiota esta influenciada por la presencia
de factores bioticos (ej. insectos, roedores, pajaros) y abidticos (ej. suelo, agua,
viento) que sirven de vehiculos para el transporte de bacterias a la cadena de
produccion. Siendo el aire uno de los principales causantes de contaminacion en
los ambientes de las industrias lecheras. Esto gracias a su capacidad de
transportar particulado y bioaerosoles a diferentes distancias (Quintana et al.,
2020). Ademas, es importante mencionar que la presencia de otros factores como
la temperatura y humedad influyen en la distribucién de los microorganismos en
el medioambiente (Nguyen et al., 2020).

Se tiene un gran interés por las bacterias patégenas en los ambientes de
produccion de alimentos, ya sea por su capacidad de contaminar la leche y sus
productos, y provocar enfermedad en los animales y consumidores (McAuley et
al., 2014). Estos microorganismos que causan cambios fisicos-quimicos en los
componentes del producto y a su vez ponen en riesgo su inocuidad, provienen
mayormente de la falta de un lugar acondicionado de ordefio y un ambiente de
proceso limpio. Debido a lo antes mencionado, se debe comprender la ecologia
de este tipo de microorganismo en el entorno de la granja, para asi poder
implementar o sugerir otras medidas de control y ayudar a la identificacion de los
problemas relacionados con la alta contaminacion microbiana persistente en
lugares particulares del entorno (McAuley et al., 2014). Por tanto, la importancia

de este estudio recae en determinar la presencia de bacterias patdégenas



suspendidas en los aerosoles que se encuentran cercanos a los ambientes de

ordefo de las vaquerias seleccionadas.

Objetivos generales

1.

Determinar la presencia de bacterias patégenas suspendidas en los
aerosoles del area de ordefio en dos granjas de Puerto Rico.

Evaluar si factores ambientales como temperatura, la humedad relativa, y
el particulado, cambian la abundancia de microorganismos patdégenos en

las granjas.

Objetivos especificos

1.

Realizar muestreo microbioldgico del aire en el area de ordefio en granjas
del oeste y norte de Puerto Rico.

Aislar las bacterias obtenidas de las muestras de aire utilizando medios de
cultivos selectivos.

Identificar con la técnica de MALDI-TOF-MS a las bacterias aisladas de las
muestras recolectadas.

Determinar la temperatura, la humedad relativa y el particulado promedio

del area de ordefio de las vaquerias.



Revision de literatura
Industria lechera en Puerto Rico

La industria lechera en Puerto Rico se desarrolla para el afio 1920 y por
décadas ha sido una de las mayores fuentes de ingreso agricola y de
comercializacién de diversos productos derivados de la leche (Oficina para la
Reglamentacion de la Industria Lechera, 2014). Esta es la industria que mayor
aportacion tiene para la isla en cuanto a empleos directos, ingresos totales e
inversion bruta, siendo esta una de las industrias agricolas mas importantes en la
isla (Departamento de Asuntos al Consumidor, 2021). En Puerto Rico para el afio
fiscal 2012-13, la produccion de leche representé un 22.9% del ingreso bruto
agricola con una aportacion de $212.7 millones, pero a pesar de esta cifra su
aporte a la economia ha disminuido gradualmente al pasar de los anos (Oficina
para la Reglamentacién de la Industria Lechera, 2014). Esto se refleja en la baja
que se presentd en el Censo de Agricultura del afio 2018, donde la leche fue el
principal producto agricola en Puerto Rico, pero genero ingresos ascendentes a
los $172.2 millones, siendo menor que para el 2012-2013 (Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos, 2018).

Debido a su importancia en el sector alimentario y econdomico las
vaquerias tienen como responsabilidad primordial el garantizar un producto de
calidad e inocuidad. Como parte de las regulaciones existentes en la isla, la
Oficina para la Regulaciéon de la Industria Lechera (ORIL) promueve que estos
estandares de calidad se lleven a cabo en todas las ganaderias (Departamento

de Asuntos al Consumidor, 2021). Para ello, los ambientes de extraccion y



almacenaje de la leche deben cumplir con los procesos de limpieza y desinfeccion
adecuados. Ademas, que deben existir corrales libres de estiércol y lodo, areas
de ordeno limpias, un equipo para ordefar bien disefiado y en adecuado
funcionamiento (Tigselema, 2012). Sin embargo, estos ambientes de produccion
tienden a ser espacios abiertos donde la presencia de cualquier agente extraio
(ej. microorganismos) afectaria directamente a la leche (Aguilera-Becerra et al.,
2014).

La leche

La leche es una secrecion natural y nutritiva producida por las glandulas
mamarias de las hembras de los mamiferos. Su consistencia es liquida (90%
agua), de color blanco, con un pH promedio que se encuentra entre 6.5 a 6.8,
contiene proteina (2.8 - 3.1%), lactosa (3.6 - 5.5%), lipidos (2.9 - 3.3%), vitaminas
(A, B1, B2, C y D), minerales, entre otros (Galvan, 2005). Segun Merkazi (2018),
la leche presenta algunas variaciones en sus caracteristicas organolépticas
dependiendo de la salud del animal, la temperatura del ambiente, la época del afio
y la alimentacion.

A diario se producen millones de galones de este producto en las vaquerias
alrededor del planeta. Siendo esta una fuente de alimento abundante y nutritiva
consumida por los seres humanos en el mundo (Organizacion Mundial de la Salud
& Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura,
2011). Debido a esto es importante garantizar por medio de la pasteurizacién y
los procesos de limpieza y desinfeccion, que este alimento no represente un

peligro de inocuidad para los consumidores. La leche pasteurizada es aquella que



ha pasado por un tratamiento térmico (someter la leche a temperaturas altas
durante tiempos cortos) para eliminar a las bacterias patdogenas y reducir la carga
microbiana del producto. Contrario a la leche cruda que no pasa por procesos para
reducir la presencia de estos microorganismos.
Ordeno

El ordefio es la extraccion de la secrecion lactea de la glandula mamaria
bovina. Existen dos métodos de ordefo; el manual y el mecanico. EI método
manual consiste en ejercer presion sobre el pezon de la vaca de arriba hacia abajo
con las manos. Este es llevado a cabo principalmente por ganaderos con pocas
cabezas de ganado. Cuando se trabaja a una escala comercial, se utiliza el
método mecanico en donde se coloca la maquinaria en la ubre del animal para
ejercer un vacio de manera controlada para obtener la leche (Alfaro et al., 2014).
Este es un ordefio higiénico debido a que se busca evitar o controlar la
contaminacién de la leche durante el proceso de extraccion. Para ello se utiliza
agua limpia y antisépticos, para el lavado y desinfeccion de las ubres de las vacas
(Alfaro et al., 2014).
Microbiologia de alimentos

La microbiologia de alimentos es la rama de la ciencia que estudia el rol de
los microorganismos en la produccion, deterioro e inocuidad de los alimentos
(Sadiku et al., 2019). Los agentes microbianos en los alimentos se clasifican como
beneficiosos (ej. probidticos), detrimentales (afectan la calidad) o perjudiciales
(patégenos). La presencia de los microorganismos en los productos alimenticios

ocurre por varias rutas, desde la adicién de manera intencional para el desarrollo



de caracteristicas deseadas hasta la contaminacién durante su manipulacién. Por
ejemplo, durante la produccion, los alimentos pueden contaminarse con
microorganismos en cualquiera de las etapas de la cadena de proceso (fincas o
ganaderias, manipulacion, distribucion, almacenamiento y consumo) (Laboratorio
Departamental de Salud Publica, 2019).

Cuando los alimentos son sometidos a condiciones no aptas (ej. abuso de
temperatura), se propicia la multiplicacion de microorganismos patégenos y a su
vez la transmision de enfermedades o intoxicaciones. Para la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) existen 250 tipos de enfermedades transmitidas por
alimentos que afectan la productividad econémica con un alza en los servicios de
salud (Helms et al., 2006). Por lo que la OMS recomienda a los paises a fomentar
la prevencion, deteccion e investigar estos riesgos existentes en los alimentos
(Laboratorio Departamental de Salud Publica, 2019). Se estima que estas
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA'’s) afectan 1 de cada 10 personas
y unas 420,000 mueren en los Estados Unidos, siendo la tercera parte de esta
cifra, nifos (Organizacion Mundial de la Salud, 2015). Es importante mencionar
que las personas que sufren de este tipo de infecciones o intoxicaciones
presentan mayormente sintomas relacionados con su sistema gastrointestinal
tales como vomitos, diarreas, dolores abdominales, entre otros.

En esta perspectiva, la higiene en las granjas lecheras tiene un impacto
importante en la calidad microbiolégica de la leche producida. Mientras mas
higiénicamente se trate la obtencion de la leche y el cuidado a la salud de los

animales productores, menor sera la contaminacion microbiologica en la leche.



Para lograr productos lacteos de calidad e inocuos es indispensable velar por el
aspecto microbioldgico de los procesos en la planta de produccion. Ya que los
riesgos asociados con la modificacion de su calidad ocurren durante el ordefio, la
exposicion al ambiente, su almacenamiento y el transporte (Tigselema, 2012).
Microbiota normal de la leche cruda

La microbiota normal (microorganismos presentes en la leche cruda) de la
leche esta compuesta por una gran diversidad de bacterias, levaduras y hongos.
En el caso de las bacterias, las predominantes son los estafilococos y las de la
familia Corynebacteriaceae, al igual que las bacterias lacticas que son
comunmente encontradas en este alimento (Merkazi, 2018). Muchas de estas
pueden reducir el tiempo de vida util del producto mediante el desarrollo de
metabolitos no deseados (ej. acido lactico) que alteran las cualidades de olor,
color, sabor y textura. Otras son las responsables de producir mastitis (infeccion)
en las ubres de los mamiferos como lo son Streptococcus agalactiae vy
Staphylococcus aureus (Metzger et al., 2018).
Patogenos presentes en productos lacteos

Ademas de los microorganismos detrimentales que se encuentran en la
leche cruda, la presencia de patégenos que afecten la salud del consumidor es
posible. Estos microorganismos tienen la capacidad de colonizar el cuerpo de la
persona y ocasionar problemas relacionados principalmente con enfermedades
gastrointestinales. Estas enfermedades desarrollan sintomas que varian desde
moderados a severos y hasta llegan a provocar la muerte del individuo. A

continuacion, se presentan varios de los microorganismos que han sido
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relacionados con enfermedades transmitidas por el consumo de productos

lacteos.

1.

Listeria monocytogenes - Causante de listeriosis, una enfermedad que
afecta a mas de 2,000 personas al afio en los EU. En ciertas personas la
evolucion de la infeccion tiene potencial de causar la muerte (Radoshevich
& Cossart, 2018). Entre la poblacion de alto riesgo a sufrir esta enfermedad
se encuentran las mujeres embarazadas, nifios, ancianos y en personas
inmunocomprometidas.

Campylobacter spp. - Esta es una bacteria Gram negativa en forma de
bacilo con capacidad de motilidad. Durante la infeccion la bacteria causa
sintomas como los de resfriado; fiebre, dolor de cabeza, muscular y
diarreas. Es el principal causante de gastroenteritis y la mayoria de los
casos son provocados por C. jejuni. Sus sintomas varian desde las
infecciones leves a graves, afectando mas a nifios y ancianos (Silva et al.,
2011).

Escherichia coli O157:H7 - Bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de
la familia Enterobacteriaceae. Es considerado un microorganismo de la
flora normal del humano, pero existen cepas que pueden ser patdgenas y
provocar sintomas como: dolor fuerte estomacal, diarreas, vomitos, el
sindrome urémico-hemolitico (insuficiencia renal) y puede provocar la
muerte del individuo (Rodriguez-Angeles, 2002).

Salmonella spp. — Bacilo Gram negativo que puede comportarse como

patdgeno intracelular facultativo. Suele habitar en el sistema
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gastrointestinal de humanos y animales. La salmonelosis es una infeccion
que presenta sintomas como los de un resfriado, causa dolor abdominal,
fiebre, vomitos, diarreas (Figueroa & Verdugo, 2005) y provocar la muerte
del individuo.

Staphylococcus spp. - Bacteria Gram positiva en forma de coco anaerobio
facultativo. Su género contiene 32 especies de las cuales 16 estan
localizadas en humanos, otros forman parte del microbiota de la piel y
mucosas en humanos. Otros se encuentran entre la flora de mamiferos y
aves. Entre los de importancia clinica en humano se encuentra S. aureus'y
S. lugdunensis y en animales S. aureus a S. intermedius. S. aureus es una
de las especies clinicamente importante en este género, ya que es una
bacteria oportunista que forma parte de la microflora humana, pero posee
la capacidad de producir enfermedad severa (Cervantes et al., 2014).
Brucella spp. - Es una bacteria bacilo Gram negativo y patégena, causante
de enfermedades zoondticas. Su temperatura Optima de crecimiento se
encuentra en el rango de 35 - 37 °C. Su tiempo de incubacién es de 1 a 6
semanas Yy los sintomas asociados son; fiebre alta, escalofrios,
estrefiimiento, cansancio y dolor en las extremidades. Puede causar
abortos e infertilidad. Es comun en bovinos (B. abortus), ovejas y cabras
(B. melitensis), cerdos (B. suis) y perros (B. canis). Esta bacteria es
responsable de causar la enfermedad brucelosis, que afecta directamente

a los seres humanos que estan en constante contacto con animales
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portadores. También es transmitida por la ingesta de alimentos como la

leche cruda y el queso fresco (Merkazi, 2018).

Brotes de incidencias de infecciones y/o enfermedades en E.U. o P.R.

Los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos se definen como
los incidentes en los que varias personas presentan una enfermedad luego de
haber ingerido el mismo alimento. Los analisis epidemioldgicos apuntan a ese
alimento como el origen de la enfermedad. Para que ese microorganismo se
multiplique debe el alimento ser capaz de sustentar su crecimiento y permanecer
en condiciones extrinsecas para favorecer a la toxina. Mayormente el patéogeno
esta presente en el alimento en una cantidad suficiente para colonizar y que ocurra
una infeccion en el individuo.

Para estudiar y saber el comportamiento de un microorganismo patdégeno
en los alimentos, los epidemibdlogos calculan su incidencia. Este calculo de
incidencia de microorganismos patogenos en alimentos se basa en el numero de
nuevos casos infeccion en una poblacién en un periodo de tiempo determinado
(Centers for Disease Control and Prevention, 2020). La incidencia mide la
velocidad a la que se generan casos nuevos determinados en una poblacion
especifica. Las incidencias de brotes son mas comunes en aquellas personas que
dado a su perfil se encuentran bajo la poblacién de alto riesgo.

En los Estados Unidos, el Centro para el Control y la Prevencién de
Enfermedades (CDC) estima que anualmente 48 millones de personas se
enferman, 128,000 son hospitalizados y 3,000 mueren por una enfermedad

transmitida por alimentos (Centers for Disease Control and Prevention, 2021).
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Ademas, el CDC establece que se han identificado sobre 250 enfermedades
producidas por patdégenos en los alimentos. La transmision de estas
enfermedades varia segun el patogeno, el tipo de alimento y los factores que
puedan comprometer al huésped (Scallan et al., 2011).

En el caso de los productos lacteos, para el 2010 ocurrieron varios brotes
de infecciones por queso fresco, donde el 62% de los afectados eran mujeres
(Centers for Disease Control and Prevention, 2017). En el 2015 se produjo un
brote de listeriosis asociado a quesos frescos, manufacturados por Karoun Dairies
en California, afectando a 30 personas en 10 Estados, donde se reportaron tres
muertes, un aborto y varias hospitalizaciones (Centers for Disease Control and
Prevention, 2015). Para el mismo afo y en el 2010 se reportaron dos brotes por
Listeria monocytogenes proveniente de queso producidos por Queseria Bendita,
provocando una muerte (Food Poison Journal, 2015).

Microbiologia ambiental

La microbiologia ambiental es la rama de la ciencia que permite
comprender los diferentes aspectos y detalles de la interaccion de los
microorganismos en ecosistemas como el suelo, agua y aire. También analiza la
participacion microbiana ya sea de forma beneficiosa o perjudicial en el ambiente.
Dando paso al estudio de la funcién y la diversidad de microorganismos en el
ambiente y la posibilidad de soluciones a los problemas que se presenten. Siendo
los microorganismos patdogenos una de las preocupaciones relacionadas con su
capacidad de afectar a otros organismos (incluyendo a los humanos) en los

ecosistemas.
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Entre los grupos microbianos mas estudiados por la microbiologia
ambiental se encuentran los virus, bacterias, hongos y protozoarios. Estos se
estudian con el fin determinar los efectos beneficiosos o detrimentales que poseen
en cuanto a las actividades metabdlicas en el ambiente y sus asociaciones con
plantas, animales y humanos (Acevedo et al., 2013). Para ello, los
microorganismos ambientales en la actualidad son aislados, identificados vy
estudiados con métodos microbioldgicos tradicionales y moleculares como
MALDI-TOF-MS.

Particulado no viable

Las particulas tienen un vinculo con enfermedades humanas. Las
particulas mientras mas pequefas sean (menos de 10 micrometros de diametro)
mas danos pueden llegar a generar. Estas llegan a los pulmones y hasta el
torrente sanguineo, causando dafios al corazon y agravando el asma en ciertos
individuos. Segun Arciniégas (2012) las particulas son uno de los materiales
contaminantes mas estudiado en el mundo. Son particulas sdlidas y/o liquidas
suspendidas por el aire. Su origen es por fuentes naturales o antropogénicas con
propiedades fisicas, quimicas y termodinamicas. La mayoria de las particulas son
formadas por reacciones complejas de quimicos como el didxido de azufre y 6xido
de nitrégeno producidas por estaciones eléctricas, agricultura, industrias vy
automoviles. Estas varian de tamafo y composicion por los procesos de
condensacion, evaporacion y coagulacion (Arciniégas, 2012). El viento puede

transportar las particulas a largas distancias esparciéndolas por los ecosistemas
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y provocando dafos al ambiente (Agencia de Proteccion Ambiental de Estados
Unidos, s.f.).
Identificacion de microorganismos - MALDI-TOF MS

Para Maldonado et al. (2018) los métodos fenotipicos (morfologia macro y
microscopica) utilizados tradicionalmente en los procesos de identificacion de
microorganismos presentan limitaciones en base a su dependencia con los
procesos metabdlicos. Sin embargo, actualmente los métodos moleculares han
sido una opcidén complementaria basada en la utilizacion del material genético de
estos. Ademas, se han desarrollado otras técnicas como lo es MALDI-TOF
(matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight-mass spectrometry).

Basada en la utilizacion de espectrometria de masa que ayuda a identificar
la cantidad y el tipo de sustancias quimicas presentes en una muestra midiendo
la relacion masa-carga y la abundancia de iones (Figura 1). Segun menciona
Oviano et al. (2019) las matrices que se utilizan para este tipo de analisis ayudan
a en la absorcion de la luz ultravioleta y permite la produccion de iones intactos
de macromoléculas como las proteinas. La matriz de mayor uso en la
identificacion de microorganismos a nivel clinico lo es la a-ciano-3,4-

hidroxicinamico.
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Figura 1

Técnica de MALDI-TOF MS
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Nota. Resumen de los procesos para la identificacién de microorganismos
utilizando la técnica MALDI-TOF MS (Adaptado de Maldonado et al., 2018).

En el caso de un analisis microbioldgico, se obtiene el espectro propio de

las proteinas ribosomales de cada microorganismo para compararlo con una base

de datos (Patel, 2015). Tiene la capacidad de identificar a nivel el género y especie

a bacterias, hongos y levaduras. Esta identificacion, a través de la MALDI-TOF,

se lleva a cabo en minutos y el mismo dia de la preparacion de la muestra. En la

actualidad esta técnica ha sido utilizada para diagnosticos veterinarios,
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clasificacion de microorganismos ambientales y hasta se ha evaluado para
identificar bacterias asociadas con los alimentos (Pavlovic et al., 2013).
Estudio de los bioaerosoles utilizando MALDI-TOF MS

Las tendencias globales relacionadas con la produccién animal a gran
escala han tenido un impacto directo sobre la cantidad de emisiones de
bioaerosoles producidos en las granjas y su efecto en el medioambiente que los
rodea (Claul3, 2020). Por lo que el analisis microbiolégico de los bioaerosoles
resulta esencial para la deteccion de microorganismos patégenos suspendidos en
el aire. Ya que la exposicion a estos agentes infecciosos presupone el desarrollo
de enfermedades tanto en animales de granja, asi como de los trabajadores y
personas cercanas a los criaderos de animales (Figura 2). Esto ha generado un
incremento en la atencion publica por los pasado afios debido al gran numero de
investigaciones que demuestran un aumento de los bioaerosoles en las ultimas
dos décadas (Xie et al., 2021). Por lo que actualmente estan disponibles multiples
meétodos para colectar este tipo de muestras, entre las que se encuentran la
sedimentacion, filtracion, centrifugacion e impactacion (Li et al., 2021).

Estudios como el presentado por Druckenmuller et al. (2017) establecen la
importancia del desarrollo de métodos eficaces para el estudio de los bioaerosoles
en las ganaderias. Esto se debe a que actualmente existe una necesidad
creciente de herramientas y técnicas adecuadas para poder aislar y caracterizar
microorganismos presentes en el aire de estas industrias animales. Debido a la
complejidad de las muestras de bioaerosoles y los métodos tradicionales que

demoran en poder identificar a los microorganismos el autor recomienda la
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implementacion de la técnica de MALDI-TOF MS. Como parte de los resultados
obtenidos, lograron identificar con esta tecnologia microorganismos como
Aerococcus urinaeequi, Brachybacterium  nesterenkovii, Brevibacterium
pityocampae, Brevibacterium yomogidense, Corynebacterium ammoniagenes,
Corynebacterium casei, entre otros. Ademas, se encontraron especies que fueron
clasificadas como riesgos para la salud: Aerococcus viridans, Corynebacterium
striatum, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus y
Enterococcus avium.

Figura 2

Transporte de bioaerosoles

Transmission

Wind

“s| Emission -

Immission

High concentrations of Emission of bioaerosols During transmission, reduction of the Immissions in the vicinity of livestock facilities
bioaerosols in the stalls impair into the environment concentration as a result of sedimentation can lead to health impairments, particularly
the health of people working in and drifting with the and death of microorganisms, e.g. through in sensitive persons

the stalls and of the animals wind UV radiation and dehydration

Nota. llustracion sobre como los bioaerosoles son transportados desde las
granjas hasta el medioambiente (Adaptado de Clauf3, 2020).

En otro estudio recolectaron muestras ambientales de aire en siete puntos
de muestreos en lineas de procesamiento de leche y en un punto establecido en
el exterior de las facilidades (Brandl et al., 2014). Las areas se dividieron en cuatro

categorias: altamente higiénicas, logistica, estandares y al aire libre. Para realizar

19



el muestreo utilizaron un muestreador de aire microbiano (MAS-100 Eco®,
Millipore Sigma, USA) para colectar los bioaerosoles en placas Petri con Plate
Count Agar (15 muestras en cada punto). Ademas, los investigadores tomaron
muestras de particulado con un contador portatil (MetOne modelo 227B, Skan AG,
Allschwil, Suiza) y midieron particulas de 4 tamanos (0.3-0.5um, >0.5-1uym, >1-
5um y >5um) en triplicado. Este procedimiento se realiz6 en dos temporadas
distintas entre febrero y julio 2012. El crecimiento bacteriano se identifico con el
sistema MALDI-TOF MS, y por los genes 16S rRNA y rpoB. Se encontré un conteo
alto de bioaerosoles y de particulado de 5um y >5um en el proceso de secado y
empaque. Este conteo fue mas alto en la temporada de invierno. En el area que
resulté con mas conteo fue el de logistica, ya que también esta el area de
empaque. Se identificaron bacterias de cuatro filos distintos: Firmicutes (41%),
Actinobacteria (28%), Proteobacteria (26%) y Bacteroides (5%). Entre los que se
encuentran bacterias tanto Gram positivas como negativas y a su vez dominado
por géneros de Staphylococcus y Bacillus. Los resultados pueden brindar ayuda
al programa de saneamiento de la planta lechera y a la identificacion de posibles

fuentes de contaminacion (Brandl et al., 2014).
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Metodologia

Para determinar la presencia de bacterias patdgenas suspendidas en el
aire (bioaerosoles) del ambiente que rodea al area de ordefo de los dos lugares
de estudio, se realizé un muestreo ambiental microbiologico. Donde se tomaron
muestras en distintos puntos de los alrededores de las areas de ordefio con el fin
de aislar e identificar las bacterias presentes con la técnica de MALDI-TOF MS.
Estas muestras fueron cubiertas con parafina, colocadas en bolsas estériles y
transportadas dentro de una nevera para evitar contaminacion. Una vez en el
laboratorio fueron analizadas en un gabinete de seguridad biologica (Nuaire NU-
440-400 Clase Il) en las facilidades de Pace Analytical Inc. en San German, P.R.

Ademas, se recolectaron datos ambientales como humedad relativa,
temperatura y particulado para establecer una correlacién entre la presencia de
estos microorganismos y las condiciones ambientales que existen durante el
muestreo. Esto se realizé durante los meses de mayo a septiembre de 2021 con
muestras y datos por triplicado. La figura 3 muestra en detalle los procedimientos

que se llevaron a cabo con el fin de cumplir los objetivos de esta investigacion.
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Figura 3

Diagrama de los procedimientos que se llevaron a cabo en esta investigacion
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Lugares de muestreo

Esta investigacion se realizé en dos vaquerias de Puerto Rico, una en el
area norte y otra en el area suroeste. Previo a comenzar los muestreos se solicito
autorizacion a los encargados de las facilidades (Apéndice 1). Se tomaron
muestras microbiologicas por triplicado del aire en diferentes puntos del area de
ordefo, asi como los parametros de temperatura, humedad y particulado no
viable. A continuacién, se presenta una descripcion de las vaquerias utilizadas en
este estudio:

.  Vaqueria A: Granja ubicada en el suroeste de Puerto Rico y
actualmente cuenta con 200 cabezas de ganado de la raza Holstein,
cuyo tiempo de produccion de leche se estima entre los 5 - 6 afos. Esta
vaqueria se rige por el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA, por sus siglas en inglés) para el trato de los animales,
la salud, la alimentacion, limpieza y procesamiento de la leche. También
cuentan con fincas de cultivos experimentales en los predios aledafios
(ej. arroz, pifia, calabaza, entre otros). El ordefio se lleva a cabo dos
veces al dia, uno a las 4:00 am y otro a las 2:00 pm todos los dias.
Previo al proceso de extraccion de leche, los animales pasan por el
Rancho (area de lavado) donde se les limpia y pasan a comer. Se
colocan en fila en el area de ordefio, donde se extrae la leche, se mide
su capacidad de produccién y se monitorea su peso en un sistema

electronico. La leche es almacenada en un tanque ubicado en el cuarto
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aledano al area de ordefio, donde se mantiene en agitacion continua y
su temperatura es monitoreada.
II.  Vaqueria B: Granja ubicada en el norte de Puerto Rico y actualmente
cuenta con 650 cabezas de ganado de la raza Holstein, Jersey, Brown
Swiss y cruce entre ellas, cuyo tiempo de produccién se estima en unos
10 afos. Esta vaqueria se rige por el USDA, para el trato de los
animales, la salud, la alimentacion, limpieza y procesamiento de la
leche. Cuentan con sus propios protocolos de limpieza y no hay otra
actividad agricola en la finca. El ordefio se lleva a cabo dos veces al
dia, a las 2:00 am y 2:00 pm todos los dias. El proceso ocurre en un
cuarto de ordefio cerrado donde las vacas entran por un portdn y son
acumuladas en la parte abierta pero techada del lugar. Alli son
alimentadas previo al proceso de ordefio, el cual tiene un sistema
automatico que desinfecta la ubre de la vaca con yodo.
Muestreos
Durante el mes de abril de 2021 se realiz6 un muestreo preliminar para
determinar los parametros a utilizarse durante la investigacion. Luego, se llevaron
a cabo muestreos microbioldgicos mensualmente (mayo a septiembre de 2021)
en el aire del area de ordefio de las dos vaquerias seleccionadas (Figuras 4 y 5)
y por triplicado para determinar la presencia de bacterias suspendidas en el aire.

A continuacion, se resumen los procedimientos que se realizaron.

24



Figura 4

Lugar de muestreo vaqueria A — Lajas, Puerto Rico

Nota. Fotos de los puntos del muestreo ambiental en la sala de ordefio de la
vaqueria A durante el proceso del ordefio de las 2:00pm. Imagenes A y B:
Muestreo de particulado no viable con el Climet modelo CI-450t. Imagenes Cy D:

Muestreo de particulado viable con el SAS-Super 180. Imagen E: Lecturas de
temperatura y humedad con VAISALA M170.
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Figura 5

Lugar de muestreo vaqueria B — Arecibo, Puerto Rico

Nota: Fotos de los puntos del muestreo ambiental en la sala de ordefio de la
vaqueria A durante el proceso del ordefio de las 2:00pm. Imagenes A y B:
Muestreo de particulado no viable con el Climet modelo CI-450t. Imagenes Cy D:

Muestreo de particulado viable con el SAS-Super 180. Imagen E: lecturas de
temperatura y humedad con VAISALA M170.
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Pruebas ambientales

Para las pruebas de particulado no viable (> 0.5 ym y > 5.0 ym) se utilizé
un contador de particulas (Climet modelo CI-450t.). En esta prueba se mide el
numero de particulas sin microorganismos, como por ejemplo el polvo, la neblina,
hollin y los desechos pequefios suspendidos en el aire (Kelly, 2005). Para
determinar la temperatura y humedad relativa se utilizé el instrumento VAISALA
M170.
Muestreo microbiolégico

Para aislar las bacterias suspendidas en el aire se utilizé el sistema de
muestreo de aire SAS-Super 180 previamente desinfectado con alcohol al 70%
IPA. El equipo fue programado con una velocidad de 100lt/min. Se le colocé una
placa de contacto RODAC (replicate organism detection and counting) con el
medio de cultivo Agar de Triptona y Soya (TSA por sus siglas en inglés) / Lecitina.
Analisis de las muestras

Las muestras recolectadas fueron transportadas al laboratorio cubiertas
con parafina, en temperaturas de refrigeracion de 4 - 6 °C y fueron procesadas lo
antes posible. Previo a trabajar con las muestras, el laboratorio y los equipos
fueron desinfectados siguiendo los protocolos establecidos por la compariia (Pace
Analytical Inc.). Todos los gabinetes de bioseguridad y los materiales son
desinfectados diariamente previo a su uso. Los desinfectantes utilizados tienen
capacidad esporicida (elimina esporas bacterianas), se dejan en contacto con la
superficie por 15 minutos y luego se remueven con alcohol (IPA) al 70%. Las

muestras fueron trabajadas en los gabinetes de bioseguridad los cuales fueron
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desinfectados previamente y entre cada proceso. Se cumplieron con las técnicas
aseépticas establecidas (uso de guantes estériles, cubre brazos, cubre pelo y bata
de laboratorio) con el fin de asegurar el control de calidad de los analisis y

resultados de la investigacion.

Muestreo microbiolégico

Los platos RODAC fueron incubados a 30 - 35 °C por un periodo de 48 -
72 horas. Pasado el periodo de incubacién se contaron las colonias (Figura 6) y

se calculé la concentracion de microorganismos mediante la siguiente formula:

Colonias, Pr x28.3
CFU/ft® = :
Volumen Muestra (L)

Este calculo es basado en las unidades formadoras de colonias por metros
cubicos del aire muestreado y el tamafo de la placa. El conteo probable (Pr) se
usa para calcular la Unidad Formadora de Colonias (CFU) por metros cubicos o
pies cubico de aire muestreado (Figura 7). Este recuento microbiano debe
establecerse con referencia al volumen del aire muestreado.

Figura 6

Colonias de bacterias aisladas en platos RODAC




Figura 7

Tabla de correccion para ajustar contero de colonias utilizando el SAS-180

CORRECTION TABLE TO ADJUST COLONY COUNTS FROM A 219-HOLE IMPACTOR USING
STANDARD 55 mm CONTACT PLATES AND 90 mm PETRI PLATES

Colonies MPN Colonies MPN Colonies MPN Colonies MPN Colonies MPN Colonies MPN
r Pr r Pr r Pr r Pr r Pr r Pr
1 1 41 45 81 101 121 175 161 289 201 542
2 2 42 46 82 102 122 178 162 293 202 554
3 3 43 48 83 104 123 180 163 297 203 567
4 4 44 49 84 106 124 182 164 301 204 580
5 5 45 50 85 107 125 185 165 305 205 595
6 6 46 51 86 109 126 187 166 309 206 611
7 7 47 53 87 110 127 189 167 313 207 627
8 8 48 54 88 112 128 192 168 317 208 646
9 9 49 55 89 114 129 194 169 322 209 666
10 10 50 57 90 116 130 196 170 326 210 687
11 11 51 58 91 117 131 199 171 331 211 712
12 12 52 59 92 119 132 201 172 335 212 739
13 13 53 60 93 121 133 204 173 340 213 770
14 14 54 62 94 122 134 206 174 344 214 807
15 15 55 63 95 124 135 209 175 349 215 851
16 17 56 64 96 126 136 212 176 354 216 905
17 18 57 66 97 128 137 214 177 359 217 978
18 19 58 67 98 130 138 217 178 365 218 1088
19 20 59 69 99 131 139 220 179 370 219 1307
20 21 60 70 100 133 140 222 180 375
21 22 61 71 101 135 141 225 181 381
22 23 62 73 102 137 142 228 182 387
23 24 63 74 103 139 143 231 183 393
24 25 64 76 104 141 144 234 184 399
25 26 65 77 105 142 145 237 185 405
26 28 66 78 106 144 146 240 186 412
27 29 67 80 107 146 147 243 187 418
28 30 68 81 108 148 148 246 188 425
29 31 69 83 109 150 149 249 189 432
30 32 70 84 110 152 150 252 190 439
31 33 ! 86 111 154 151 255 191 447
32 34 72 87 112 156 152 258 192 455
33 36 73 88 113 158 153 261 193 463
34 37 74 90 114 160 154 265 194 471
35 38 75 92 115 162 155 268 195 480
36 39 76 93 116 165 156 271 196 489
37 40 77 95 117 167 157 275 197 499
38 42 78 96 118 169 158 278 198 508
39 43 79 98 119 171 159 282 199 519
40 44 80 99 120 173 160 286 200 530

r = colony forming units counted

Pr = probable count

Nota. Cuando se utiliza el SAS, el numero de organismos contados en la superficie
de la placa se corrige por la posibilidad estadistica de que multiples particulas
pasen por el mismo orificio (Adaptado de International PBI, 2006).

Las colonias obtenidas del muestreo microbiolégico fueron subcultivadas
en el medio de cultivo de TSA e incubadas a 30 - 35 °C por un periodo de 24 - 48

horas (Figura 8). Se seleccionaron las colonias mas aisladas y con una aguja

estéril se transfirio crecimiento de la bacteria y se hicieron estriados en la placa
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con TSA. Las caracteristicas macroscopicas (forma, elevacion, margen, tamano,
color) y microscoépicas (forma y arreglo) de los microorganismos fueron evaluadas.
Se realizé la tincion Gram para observar consistencia en los cultivos (un solo
microorganismo). Para el proceso de tincion se utilizé una laminilla donde se
colocé una gota de agua desionizada y con una aguja estéril se afiadié crecimiento
de la bacteria. Luego se fijo el microorganismo a la laminilla con calor para hacer
el frotis. Se le agrego cristal violeta por un minuto y se enjuagé con agua. Luego
se anadié yodo por un minuto, se enjuago para luego decolorizar con alcohol por
10 segundos y enjuagar con agua nuevamente. En el ultimo paso se agrego
safranina y se enjuaga con agua. La laminilla se colocé en papel secante para
después observarla en el microscopio.

Figura 8

Bacterias subcultivadas en TSA
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Identificacion de bacterias — MALDI-TOF MS

Las bacterias aisladas y purificadas fueron identificadas con
espectrometria de masas con desorcion e ionizacion de la matriz asistida con laser
(MALDI-TOF-MS por sus siglas en inglés). Los microorganismos fueron
identificados por el método directo, donde se utiliza una colonia a la que se le
coloca la solucion matriz (a-ciano-3,4-hidroxicinamico) o por el método de
extraccion de ADN. Esto se debe segun Singhal et al. (2015) a que el proceso de
preparar la muestra para la identificacién de los microorganismos depende de la
naturaleza quimica de su pared celular.
Método directo para identificacion de microorganismos por MALDI TOF MS

En el método directo se utilizaron cultivos frescos (24 - 48 horas) y puros
(Figura 8) de los microorganismos aislados y subcultivados en el medio TSA. Con
una aguja estéril se tomo una parte pequefa del crecimiento y se fijo en una celda
seleccionada de la placa de acero inoxidable que utiliza el equipo para procesar
las muestras. Se dejé secar a temperatura ambiente por uno minutos en el
gabinete de bioseguridad previamente desinfectado, se le afiadié 1 pl de acido
férmico y 1 pl de matriz. Se colocd un control positivo (BTS, Bacterial Test
Standard - estandar que contiene extracto de Escherichia coli DH5 alfa, que
muestra un perfil caracteristico de péptidos y proteinas en los espectros de masa
de la MALDI-TOF) y uno negativo (solo matriz) a la placa metalica la cual fue
insertada en el MALDI-TOF MS para obtener la huella peptidica (peptide mass
fingerprinting, PMF) de la bacteria. Al finalizar el analisis, el PMF se pasa a la base

de datos del portal de Accugenix, donde se genera un reporte con la identificacion
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del microorganismo. De no encontrar identificacion en la base de datos, se le
realiza una extraccion de ADN de esa muestra.
Extraccion de ADN

En un tubo de centrifuga de 1.5 mL se agregd de 100 - 300 pl de agua
grado molecular mas una porcién del cultivo puro de la bacteria aislada y se
mezclo con un agitador vortex por un minuto. Luego se le afiadieron de 300 - 900
ul de alcohol etilico y se centrifugd (Benchmark MC-12 microcentrifuge) por 2
minutos a 13,000 rpm. El sobrenadante se descarto y se repitid el paso de la
centrifugacion. Se descartdo nuevamente el sobrenadante, se le agreg6 de 20-50
Ml de acido formico 70% y se mezclo en el agitador para que el precipitado se
disolviera. Una vez completado este paso se afadio de 20 - 50 ul de acetonitrilo,
se mezclo y se centrifugd. Se colocd 1l del sobrenadante en la platilla con tapa,
se esperd que secara a temperatura ambiente y se agregd 1 yl de matriz. Al
secarse la placa en el gabinete de bioseguridad se colocé en el MALDI-TOF para
su identificacion.
Analisis estadistico

Una manera de entender la dinamica que existe entre la presencia de
bacterias patdégenas y las condiciones (factores) ambientales, es a través del
establecimiento de comparacion. En el caso de esta investigacion se determiné la
correlacion que existe entre el numero de microorganismos suspendidos en el aire
y las condiciones de temperatura, humedad relativa y particulado del entorno de
las vaquerias. Para ello se utilizaron pruebas de comparacion utilizando t - student

y pruebas de correlacion de Pearson para comparar las diferencias entre la
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cantidad de microorganismos encontrados y las variables ambientales en los

lugares de muestreo.

Resultados y Discusién

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos durante los meses
de muestreo en las fincas A y B. De donde se obtuvieron muestras de parametros
ambientales y microbiolégicos como parte del protocolo establecido en esta
investigacion. En los resultados se incluyen el particulado no viable, la humedad
relativa, la temperatura promedio y los microorganismos aislados e identificados
mediante el uso de la técnica de MALDI-TOF MS.
Conteo de particulas

Se realizé un monitoreo de particulado no viable de > 0.5 ymy > 5.0 ym
utilizando el contador de particulas portatil Climet (CI-450t) con un flujo de 50 litros
por minuto en metros cubicos. Para obtener los datos de particulado se tomaron
muestras por triplicado en tres puntos del area de ordefio en cada finca. Estos
muestreos fueron realizados durante la hora de ordefio (2:00 pm) en ambas
localidades.
Particulado en areas de ordefo

Al realizar una comparacion entre el particulado de tamafio >0.5 umy >5.0
um de los tres puntos muestreados en las areas de ordefio, la cantidad de
particulas es similar entre ellos. Se determiné estadisticamente con una prueba ¢
pareada por cada mes para ambas fincas que no existia diferencia significativa

con un 95% de confianza. Lo cual indica que al momento de tomar muestras habia
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una distribucién homogénea del particulado suspendido en el aire a través de toda
el area de ordefo.
Particulado en fincas

La cantidad de particulado no viable en las vaquerias varié segun los meses
de muestreo. Los datos muestran que el conteo de particulas fue mas alto en
ambas vaquerias durante los meses de mayo y junio, superando las 7.0x10°
particulas >0.5 pym y 1.0x10° particulas >5 uym. Los meses de julio, agosto y
septiembre presentaron una disminucién en la cantidad de particulado no viable
suspendido en el aire del area de ordeno (Figuras 9 y 10). Aunque el particulado
en las granjas esta influenciado por factores como el clima, la humedad y la época
del afio (Roman et al., 2021), con los datos obtenidos en esta investigacion no se
encontré una correlacion entre estos factores.

Sin embargo, como menciona Roman et al. (2021) existen otras
circunstancias relacionadas con la emision y presencia de particulado suspendido
en el aire en los espacios de produccion animales. Por ejemplo; los procesos de
limpieza, ventilacion, y remocién del estiércol y otros desechos luego de la
produccion promueven este tipo de contaminacion del aire. Por lo que previo a
realizarse el muestreo de particulado no viable pudo haber ocurrido un evento de
limpieza o remocién de material que provocara un aumento en el particulado
suspendido.

En la investigacion realizada por Brandl et al. (2014) se llevaron a cabo
monitoreos de particulas suspendidas en el aire de lugares abiertos y cerrados en

el area de produccion de una planta procesadora de leche en Suiza. Estos
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muestreos ambientales se realizaron con el fin de determinar la presencia de
microorganismos patdgenos aerotransportados que pueden entrar en contacto
con alimentos, utensilios y superficies. Los resultados obtenidos por Brandl et al.
(2014) demostraron que el conteo de particulado de 1 - 5um y > 5um fue mas alto
durante actividades y manipulacion de mercancia por el trabajo del area.
Ademas, en las observaciones realizadas durante los meses de mayo y
junio se documenté que en ambas fincas hubo la presencia de fuertes vientos.
Segun Arrieta (2016), el viento es considerado una variable meteorolégica con
efecto directo en la dispersion de particulas. Estas situaciones (procesos de
limpieza, manipulacion de mercancia y la presencia del viento) podrian explicar el
aumento de particulas suspendidas durante los meses de mayo a junio en ambas
vaquerias.
Figura 9

Cantidad de particulas >0.5 en cada mes de muestreo por finca
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Figura 10

Cantidad de particulas >5 ym en cada mes de muestreo por finca
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Temperatura

Los datos obtenidos para la temperatura promedio de la Finca A fluctuaron
entre 29.9°C y 31.7° C y para la Finca B entre 25.7° C y 29.6° C durante el
muestreo de los meses de mayo - septiembre (Figura 11). Estos datos obtenidos
son parecidos a la temperatura promedio en Puerto Rico que se encuentra en los
27° C con variaciones entre los 25 y 31° C durante todo el afio (Quifiones & Torres
2012). Teniendo en consideracion lo antes expresado, en paises tropicales, como
lo es Puerto Rico, la calidad de la leche se afecta por las temperaturas calientes

de 85°C o mas, por la proliferacion de microorganismos (Otero, 2020).
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Figura 11

Temperatura promedio en las fincas A y B durante los meses de muestreo
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Humedad

Los datos obtenidos de humedad en las fincas A y B fluctuaron entre 60%
y 77% durante los meses de muestreo. Siendo el mes de julio donde se detecto
una humedad promedio mas alta con un 75% para la finca A. Por otro lado, para
los meses de mayo y julio en la finca B se detectdo un 77% (Figura 12). Esto
concuerda con lo presentado en Weather Atlas (s.f.) donde en Puerto Rico la

donde los meses antes mencionados son los que se les atribuye temperaturas y

humedad alta (~79%).
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Figura 12

Porcentaje de humedad en las fincas A y B durante los meses de muestreo
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Concentracion de bacterias

Para determinar la concentracién de bacterias suspendidas en el aire del
area de ordefo se utilizaron las unidades formadoras de colonias (CFU). Estas
unidades de medida se utilizan para determinar un numero aproximado de células
bacterianas viables en una muestra. Para llevar a cabo este conteo microbiolégico
se utiliza medio de cultivo sélido para crecer las bacterias (Wakfield, 2018). La
concentracion de las CFU varié segun el mes de muestreo en ambas fincas
(Figura 13). Para la finca A, el mes de mayo presentd la mayor concentracion de
CFU con aproximadamente 1.5 x 10* CFU/m3. Mientras que el mes con menor
cantidad de CFU lo fue el mes de agosto con 1.1 x 10* CFU/m?. En el caso de la
Finca B se obtuvo un total de 2.7 x 10* CFU/m? en el mes de junio, siendo este el

muestreo con mayor concentracion de CFU. El mes que tuvo menor conteo en
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esta finca lo fue agosto con 1.3 x 10* CFU/m?. Estos resultados demuestran que
la prevalencia de las bacterias suspendidas en el aire del area de ordefio varia y
depende de ciertos factores. Segun menciona Haas et al. (2013) la concentracion
de los microorganismos en el aire esta influenciada por factores tales como la
vegetacion, la estacion, la hora del dia, el trafico y el ambiente. Al igual que pueden
influir la temperatura y la humedad relativa.

Figura 13

Comparacion del conteo total de CFU/m?® en ambas Fincas
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Segun el andlisis de los datos, no se encontré una correlacidén entre la
humedad y el numero de CFU/m?3. Resultados similares fueron presentados en el
estudio de Dungan et al. (2010) quienes monitorearon las concentraciones de
bacterias y hongos suspendidas en el aire de una granja, durante un afo. Los
datos obtenidos de la humedad relativa mostraron una similitud con los de esta
investigacion donde los meses de noviembre a febrero se determiné una humedad

de sobre 69%. Ademas, luego del analisis estadistico no se encontré una

39



correlacion estadisticamente significativa entre la temperatura, la humedad
relativa y la concentracion de microorganismos. Estudios han demostrado una
baja correlacion entre las concentraciones de particulado y la humedad relativa
menor de 70%, pero con un incremento de particulado estadisticamente
significativo cuando la humedad aumenta (Rojano et al., 2012). Esto se debe al
tipo de composicidon de la particula, especialmente aquellas que contienen
compuestos (material organico, nitratos, sulfatos, etc.) que absorben vapor de
agua en humedades relativas especificas.
Bacterias predominantes identificadas

En los muestreos se procesaron un total de 200 microorganismos aislados
con la técnica de MALDI-TOF, de los cuales se identificaron un total de 63 géneros
de bacterias. Donde predominé la identificacion de microorganismos Gram
positivos con un 58%, seguido de un 42% los Gram negativos (Figura 14), siendo
los géneros de bacterias Bacillus, Staphylococcus, Exiguobacterium,
Acinetobacter y Kurthia los que se encontraron mas frecuentemente en los
muestreos. Estos microorganismos estaban presentes en ambas fincas en la
mayoria de los meses que se tomaron las muestras microbioldgicas.

Para determinar la prevalencia de los microrganismos suspendidos en el
aire, se utilizaron dos frecuencias:

1. Microorganismos por familia: numero de microorganismos identificados

en la familia divididos por el numero total de todos los microorganismos

identificados.
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2. Microorganismos por muestreo: cantidad de veces que un
microrganismo fue detectado en los muestreos dividido por nimero total
de muestreos (5).
Figura 14

Resultado de la tincion Gram realizada a los géneros de bacterias aislados

Tincion Gram
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Familia Bacillaceae

En las familias de bacterias, la Bacillaceae fue la que predomind, con 15
especies diferentes y con una frecuencia de 41.5% en todas las muestras
analizadas (Figura 15). Los microorganismos mas frecuentes de esta familia en
los cinco muestreos (mayo a septiembre) lo fueron Bacillus cereus y Bacillus
altitudinis/pumilus/safensis con una frecuencia de 80% en la Finca Ay un 60% en
la Finca B. Esto es comparable con el estudio de Liang et al. (2013) donde el
género Bacillus fue de los mas abundantes durante su muestreo en una finca de
pollos. En otro estudio presentado por McAuley et al. (2014) las dos bacterias de

mayor frecuencia en los monitoreos microbiolégicos de siete granjas lecheras lo
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fueron B. cereus y Clostridium perfringens., siendo en primer lugar, el
microorganismo B. cereus el que aparecio en el 93% de las muestras tomadas.

B. cereus es comunmente encontrado en el ambiente (suelo, agua, aire),
es una bacteria de interés en la microbiologia de los alimentos por su capacidad
de producir enterotoxinas que afectan la salud de las personas (Phelps & McKillip,
2002). B. cereus es resistente a procesos de coccion y/o pasteurizacion de los
alimentos (Sanchez et al., 2016). Este organismo es capaz de contaminar los
alimentos por practicas de manufactura deficientes. Ademas, puede causar
infecciones como bacteriemia, meningitis, abscesos cerebrales, y problemas
gastricos en animales y seres humanos (Cortés-Sanchez et al., 2018).

Las otras bacterias con mayor frecuencia en la familia Bacillaceae, lo fueron
Bacillus altitudinis/pumilus/safensis. Estos microorganismos son mayormente
encontrados contaminando instalaciones alimentarias y/o farmacéuticas,
provocando problemas de calidad en los productos (Branquinho et al., 2014).
Ademas, Bacillus pumilus se ha visto involucrado en intoxicaciones alimentarias,
infecciones humanas y lesiones cutaneas parecidas al antrax (Branquinho et al.,

2014).
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Figura 15

Frecuencia relativa de las familias de bacterias aisladas
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Nota. Frecuencia relativa de las familias bacterianas que tuvieron mayor presencia
en los muestreos del aire en las zonas de ordefio en ambas fincas. Las frecuencias
se calcularon en base a un total de 130 especimenes diferentes aislados en los
platos RODAC.

Exiguobacterium fue otro género frecuentemente aislado en los muestreos
de las fincas y perteneciente a la familia Bacillaceae. Este género es uno versatil,
presente en diversos ambientes, rangos de temperatura, pH, presencia de
metales pesados y salinidad (White et al., 2019). Exiguobacterium se puede
utilizar como recurso importante (por su capacidad de promover el crecimiento de

plantas y mejorar su productividad) para alternativas biolégicas con el medio

ambiente y las practicas agricolas (Pandey, 2020).
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Familia Staphylococcaceae

La familia Staphylococcaceae fue el segundo grupo de microorganismos
que se aislé con mas frecuencia, en los muestreos del aire con una frecuencia
relativa de 18.5% (Figura 15). Los miembros de esta familia se caracterizan por
ser bacterias con una morfologia de cocos, Gram positivos, catalasa positiva y no
motiles. Son microorganismos resistentes a los antibidticos y no producen
esporas. Estas bacterias sobreviven a diversas condiciones ambientales no
fisiologicas, pueden crecer en ambientes ricos en oxigeno (aerdbico), o en
condiciones (anaerobicas) sin oxigeno. Algunos géneros de Staphylococcus spp.
han sido aislados de ubres bovinas, leche cruda, en los tanques de
almacenamiento y en muestras de queso (Tonamo et al., 2021). Los géneros de
estas bacterias estan altamente relacionados con el desarrollo de mastitis en el
ganado susceptible (Toltzis, 2018).

Algunas especies de la familia Staphylococcaceae (por ejemplo; S. aureus,
S. chromogenes, S. sciuri, S. xylosus) que habitan en la piel, cavidad oral, sistema
respiratorio y el intestino son patdégenos oportunistas. Las bacterias antes
mencionadas tienen la capacidad de causar lesiones supurativas y septicemia en
personas y animales (Brabb et al., 2012). Estudios como el de Tonamo et al.
(2021) han utilizado la técnica de MALDI-TOF para la identificacion de
Staphylococcus spp. en leche cruda y en quesos en los Estados Unidos.
Demostrando asi que la técnica de identificacion de Staphylococcus por MALDI

es confiable.
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De esta familia, el género que mas se encontrd en los cinco muestreos lo
fue Staphylococcus chromogenes con una frecuencia de 80% para la Finca Ay
un 40% para la Finca B. Esta bacteria es un coco positivo, coagulasa negativa,
que se puede aislar del ganado lechero con mastitis. Este fue el mismo
microorganismo aislado en el estudio presentado por Liang et al. (2013) donde se
realizaron varios muestreos de aire durante varios meses del afio en diferentes
areas de una planta de aves. Ademas, S. chromogenes fue aislado en muestras
de leche bovina de 76 granjas en Austria e identificado utilizando la técnica de

MALDI-TOF MS (Wald et al., 2019).

Familia Planococcaceae

La familia Planococcaceae es una taxondmicamente heterogénea, segun
Gupta & Patel (2020) esta posee mas de cien especies de bacterias agrupadas
en catorce géneros. Siendo estas en su mayoria bacilos, Gram variables, algunas
esporuladoras, matiles y aerdbicas. En el estudio presentado por Masiello et al.
(2014) se logré aislar microorganismos pertenecientes a la familia
Planococcaceae en un muestreo que se llevd a cabo en los tanques de
almacenamientos de granja lecheras. La familia Planococcaceae puede
prevalecer en la microbiota de la maduracion del queso. Fue una de la familia de
organismos encontrada en los muestreos de granjas productoras de leche
(SantAnna et al., 2019). Dentro de esta familia, la bacteria Kurthia massiliensis,
tuvo una frecuencia relativa alta en los cinco muestreos de esta investigacion,
tanto en la finca A (60%) y en la finca B (40%). Roux et al. (2012) describe a esta

bacteria como un bacilo, Gram positivo, aerobico, encapsulado y con motilidad.
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Ese mismo autor menciona que en estudios se han encontrado a la bacteria en la

flora fecal del ser humano.

Familia Enterobacteriacceae

Las enterobacterias fueron otras de las bacterias que se identificaron
durante estos monitoreos. Pertenecen a la familia de las Enterobacteriacceae, son
bacterias Gram negativas y estan asociadas con el tracto gastrointestinal de
animales de sangre caliente. Varios géneros de bacterias de esta familia son
microorganismos patdégenos que guardan relacion con el deterioro de los
alimentos y la seguridad alimentaria. Son considerados un factor de alto riesgo en
la leche cruda. En esta familia se incluyen géneros como Escherichia que habita
en las heces fecales de los animales; Enterobacter, Citrobacter, Serratia y
Klebsiella presentes en suelos, agua y granos (Bento et al., 2017)

La mastitis en el ganado vacuno esta asociada a bacterias Gram negativas,
especialmente a las de la familia Enterobacteriaceae. Estas bacterias afectan
mayormente a las vacas luego del ordefio debido al contacto de la ubre con el
agua y areas de la granja contaminadas. La identificacion de las enterobacterias
suele ser una erronea a nivel de género y especie mediante los métodos
fenotipicos. Por lo que existe un interés de parte de los cientificos en utilizar
técnicas mas precisas para la identificaciéon de las enterobacterias como lo es
MALDI-TOF. Asi qued6 demostrado en el estudio de Bento et al. (2017) donde se
identificaron con MALDI-TOF, 183 enterobacterias en leche, heces fecales de
vacas, muestras de agua y del area de procesos en una granja lechera en Rio de

Janeiro, Brazil.
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Microorganismos de importancia sanitaria

En los muestreos de ambas fincas, se encontr6 un grupo de
microorganismos que se catalogan bajo nivel Il de bioseguridad. En este nivel la
capacidad del microorganismo para causar problemas es moderada, son agentes
que pueden provocar enfermedades en humanos, animales o representar un
riesgo en el medioambiente (Trapotsis, 2020). En este estudio, la mayoria de las
bacterias nivel de bioseguridad Il que se detectaron en los muestreos tuvieron una
frecuencia relativa baja con un 20% (detectado en un solo muestreo) (Figura 16),
con excepcion de S. chromogenes y B. cereus. Lo que es indicativo de buenos
procesos de limpieza y desinfeccion en el area de ordefo.
Figura 16
Frecuencia relativa por muestreo de bacterias nivel de bioseguridad dos
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Los microorganismos de nivel de Bioseguridad Il identificados fueron los

siguientes:

Enterobacter cloacae: Bacteria patogena nosocomial responsable
de bacteriemia, infecciones del tracto respiratorio, urinario e
intraabdominal. Varias cepas de este microorganismo ya han sido
detectadas como resistentes a antibiéticos, o que ha provocado un
incremento significativo en infecciones (Moreno-Rovira, 2020). La
presencia de este microrganismo en productos lacteos es indicativa
de insalubridad en la produccion o manipulacion inadecuada de los
productos, lo cual constituye un problema de inocuidad para el
consumidor (El-Mokadem et al., 2020).

Enterococcus casseliflavus: Bacteria encontrada mayormente en el
tracto intestinal de seres humanos y animales. Siendo una de las
especies de enterococos comunmente encontradas en vacas
lecheras (Gelsomino et al., 2002). Este organismo se ha encontrado
en tanques a granel y en equipos de ordefio incluso luego de ser
desinfectado. Ademas, se han reportado casos de infecciones en
humanos donde Enterococcus casseliflavus ha demostrado
resistencia a antibidticos (Narciso-Schiavon et al., 2015).

Klebsiella aerogenes: Son bacilos Gram negativos, encapsulados,
inmoviles y anaerobios facultativos. Se pueden encontrar en las
heces fecales humanas y en el agua, al igual en el tracto respiratorio

de los humanos y los animales (Chart, 2012).
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Klebsiella pneumoniae: Bacteria que se encuentra en superficies
mucosa en los mamiferos y en el medio ambiente (agua, suelo, etc.).
En los humanos se encuentra en el tracto gastrointestinal y en la
nasofaringe. Sin embargo, en personas inmunocomprometidas
puede causar neumonia (Piperaki et al., 2017). Es un patogeno
oportunista que infecta el epitelio mucoso, se disemina a los tejidos
profundos y al torrente sanguineo. Causando graves infecciones
como meningitis, oftalmitis, bacteriemia y abscesos hepaticos. K.
pneumoniae es complicada en el aspecto clinico ya que es resistente
a ciertos antibiéticos (Joseph et al., 2021).

Acinetobacter baumannii: Bacteria patdgena oportunista, causante
de infecciones nosocomiales, como la neumonia, infecciones en la
piel y meningitis. A. baumannii es uno de los patdogenos mas
resistentes a antibioticos (Bonnin et al., 2013). Se asocia con ser una
de las causantes de mastitis, neumonia y sepsia en animales para
el consumo (Wareth et al., 2019).

Pseudomonas aeruginosa: Bacteria patogena oportunista, ubicua y
persistente en el ambiente (Paz-Zarza et al., 2019). Encontrada en
el agua, suelo y en diversos medios fisicos. Responsable de producir
infecciones del tracto respiratorio, infecciones corneales y queratitis.
P. aeruginosa se ha convertido en el microorganismo principal
relacionado a las infecciones nosocomiales y la quinta causa a nivel

mundial. Es la segunda causa de infecciones urinarias y la cuarta en
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quirurgicas (Paz-Zarza et al., 2019). Ademas, en bovinos, es uno de
los agentes patdgenos causantes de mastitis (Park et al., 2014).

Serratia marcescens: Bacteria patdgena oportunista, perteneciente
a la familia de los Yersiniaceae. Causante de diversas infecciones
en los pulmones, tracto urinario, meningitis y sepsis. En animales,
se ha encontrado que provoca mastitis en vacas y otras infecciones

(Friman et al., 2019).

Sin embargo, Bacillus cereus y Staphylococcus chromogenes fueron las

bacterias nivel Il de bioseguridad que se encontraron con una frecuencia de sobre

60% en los muestreos en ambas fincas.

Bacillus cereus: Bacteria comunmente encontrada en el ambiente y
con capacidad de producir toxinas relacionadas con enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA). Al consumir estas toxinas las
personas pueden manifestar sintomas como vomitos y diarreas.
Ademas, tiene la capacidad de contaminar el alimento para animales
(Sanchez et al., 2016). Es un microorganismo resistente a procesos
de pasteurizacion y formador de esporas resistente a condiciones
adversas del medio ambiente. Esta bacteria ha sido vinculada
(aunque no es tan frecuente) con mastitis en vacas utilizadas en la
industria lechera (Parkinson et al., 1999).

Staphylococcus chromogenes: Bacteria clasificada como un
patdbgeno para humanos, resistente a antibioticos y asociado con

infecciones nosocomiales (Couto et al, 2001). Es un
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microorganismo patdgeno que tienen la capacidad de coagular
plasma y ha sido aislado de mastitis de la vaca lechera (Dos Santos
et al., 2016).

Varios de estos microorganismos ya han sido asilados en investigaciones
anteriores. Por ejemplo, en el estudio presentado por Levison et al. (2016) se
muestrearon microbiolégicamente granjas de leche convencionales en Canada, y
reportaron patdégenos como Bacillus spp., Streptococcus spp., Staphylococcus
aureus y Escherichia coli. La mayoria relacionados con la enfermedad de la
mastitis en vacas.

En general, los resultados demuestran la presencia de microorganismos
patogenos y no patégenos en ambas vaquerias. Sin embargo, al ser un lugar
donde la presencia de material fecal abunda, es comun encontrar este tipo de
diversidad microbiolégica. Como se discutio anteriormente las vaquerias cumplen
con los procesos de limpieza establecidos por la USDA por lo que los
microorganismos patdégenos no deberian representar un riesgo al producto.
Debido a que la leche previo a su consumo debe ser tratada térmicamente

(pasteurizacion) para la eliminacion de los patdgenos.

Conclusiones
En este estudio se realizaron muestreos microbiolégicos y ambientales
(particulado viable, no viable, humedad y temperatura) en tres puntos diferentes
en la sala de ordefio en dos vaquerias en Puerto Rico. Las muestras

microbiolégicas fueron analizadas en el laboratorio y las bacterias aisladas fueron
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identificadas con la técnica MALDI_TOF. Basado en estos resultados se concluye

lo siguiente:

1.

No hubo diferencia significativa en cuanto a la concentracion de particulado
suspendido en los tres puntos de muestreo del area ordefio, implicando que
existia una distribucion uniforme de particulado no viable en el lugar.

Los factores de temperatura, humedad relativa y concentracion de
microorganismos no presentaron una correlacion estadisticamente
significativa. Por lo que estos parametros no fueron indicadores de calidad
microbioldgica del area.

Finca B presentd en todos los muestreos una concentracion mayor de
bacterias suspendidas en el area de ordeno.

En el particulado viable, predominaron bacterias pertenecientes a varias
familias y de niveles de bioseguridad | y Il.

Varias de las bacterias aisladas en los muestreos son potencialmente
patogenas para los animales de la granja, siendo principalmente causantes
mastitis.

La técnica de MALDI-TOF resulté ser util para una rapida identificacion de
bacterias de las muestras recolectadas.

Estos resultados no representan un problema en la calidad e inocuidad del
producto. Debido a que los procesos de limpieza de las granjas y los
tratamientos térmicos que recibe la leche buscan eliminar patégenos que

pudiesen estar presentes en el producto.
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Recomendaciones

En trabajos futuros se recomienda lo siguiente:

1.

Evaluar microbiolégicamente los procesos de limpieza y desinfeccion
antes y después del ordefio.

Realizar muestreos en los predios aledanos del area de ordefio para
determinar la presencia de bacterias patdgenas.

Evaluar la incidencia de microorganismos patégenos y su posible
conexién con los procesos de limpieza.

Analizar muestras microbioldgicas obtenidas directamente de los
animales y equipos de ordefo.

Realizar muestreos para particulas no viables de otros tamafios.
Desarrollar un cuestionario para la evaluacién de riesgos en el area de
ordefo relacionado con las practicas de los empleados, salud del ganado

y procesos de desinfeccion.
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Apéndice 1
Carta de autorizacion presentadas en la finca previo a realizar muestreos

UNIVERSIDAD INTERAMERICANA DE PUERTO RICO
Recinto de San German
Departamento de Ciencias y Tecnologia

16 de febrero de 2021

Saludos cordiales:

Durante este afio (enero - diciembre, 2021), la estudiante Hisela Ramirez Ortiz del
programa de maestria en Ciencias Ambientales, de la Universidad Interamericana, Recinto
de San German comenzard a trabajar con su tesis de maestria. Dicho proyecto de
investigacion es requisito para obtener su grado. El tema que se escogio fue el siguiente,
Prevalencia de Microorganismos Patogenos Suspendidos en el Aire de Vaquerias de Dos
Regiones de Puerto Rico. Tomando en consideracion esto, necesitamos acceso a una
vaqueria para tomar muestras ambientales y de superficie para lograr completar el andlisis
propuesto en el proyecto. Por lo que le solicitamos autorizacidon para que la estudiante
pueda realizar los muestreos ambientales y microbiologicos del lugar.

Al ser un proyecto de tesis, se requiere que Hisela tome muestras durante varios
periodos en el afio académico, para asi tener suficientes datos para analizar. Toda la
informacion recopilada serd manejada de manera confidencial y posibles sugerencias seran
brindadas para mejorar los procesos en la vaqueria. De darnos el visto bueno la estudiante
se mantendra en comunicacion con usted para establecer los dias que estard haciendo los
muestreos de la vaqueria. Si requiere informacion adicional, no dude en comunicarse con
este servidor.

Cordialmente,

Prof. Jason Dragoni Rosado
Departamento de Ciencias y Tecnologia
jason_dragoni@intersg.edu
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