Ariotake - Revista de Investigacidon Veterinaria y Amazonia

Vol. 3 Ntm. 2: e451 (2024)

https://doi.org/10.55873 / ariva.v3i2.451 @ @
e-ISSN: 2810-8787 BY
Universidad Nacional Amazoénica de Madre de Dios

Articulo original / Original article

Efecto de la 0zonizacion sobre la carga bacteriana del aire en ambientes
de procesamiento de semen porcino

Effect of ozonation on the bacterial load of the air in porcine semen
processing environments

Verénica Marianella Roman-Coyla 1*; Elias David Esquicha-Larico '

1Universidad Nacional de San Agustin de Recibido: 08/05/2024
Arequipa, Arequipa, Pert Aceptado: 10/06/2024
Publicado: 25/07/2024

*Autor de correspondencia: eesquicha@unsa.edu.pe

Resumen: La calidad microbiolégica del aire es relevante en el procesamiento de semen porcino,
donde los microorganismos pueden comprometer las condiciones higiénicas del proceso. El
objetivo fue determinar el efecto del ozono sobre la carga bacteriana del aire en ambientes de
procesamiento de semen porcino. Se evaluaron el laboratorio y la sala de colecta, en ausencia y
presencia del semental, mediante muestreo por impactacién de 1 m?® de aire antes y después de
una ozonizacién de 10 min, con recuento de aerobios mesoéfilos totales, coliformes totales y
Escherichia coli. Los aerobios meséfilos disminuyeron de 210 a 74, de 1120 a 162 y de 1736 a 202
UFC/m?3, con reducciones de 64,8, 85,5y 88,4 %, respectivamente, y un promedio de 79,6 %, sin
deteccién de Escherichia coli ni coliformes totales. La ozonizacién mostré potencial como medida
complementaria de control microbiolégico ambiental dentro de las practicas de higiene y
bioseguridad.
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Abstract: The microbiological quality of air is relevant in boar semen processing, where
microorganisms may compromise the hygienic conditions of the process. The objective was to
determine the effect of ozone on airborne bacterial load in boar semen processing environments.
The laboratory and semen collection room, both in the absence and presence of the boar, were
evaluated by impact air sampling of 1 m® before and after a 10-min ozonation cycle, with
enumeration of total aerobic mesophiles, total coliforms, and Escherichia coli. Aerobic mesophiles
decreased from 210 to 74, from 1120 to 162, and from 1736 to 202 CFU/m?3, corresponding to
reductions of 64.8, 85.5, and 88.4%, respectively, with an average reduction of 79.6%, while
Escherichia coli and total coliforms were not detected. Ozonation showed potential as a
complementary measure for environmental microbiological control within hygiene and
biosecurity practices.
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1. Introduccidon

La inseminacién artificial constituye una tecnologia fundamental en los sistemas modernos de
produccién porcina y depende ampliamente del uso de semen refrigerado y procesado en centros
especializados. La conservacion de la calidad seminal durante la preparacion y el
almacenamiento de las dosis requiere controlar diferentes factores fisicos y microbioldgicos,
debido a que la contaminacién bacteriana puede comprometer la funcionalidad espermatica y
limitar la conservacién del semen (Waberski et al., 2019). Gaczarzewicz et al. (2016) observaron
que la presencia y proliferacién de determinados microorganismos durante el almacenamiento
puede asociarse con disminucién de la motilidad, alteraciones de la membrana plasmatica y dafio
acrosomal.

La contaminacién bacteriana puede incorporarse durante diferentes etapas de la colecta y
procesamiento de las dosis seminales. Ademds de los microorganismos asociados al propio
animal, las condiciones higiénicas, los equipos y la manipulacién constituyen factores relevantes
para mantener la calidad microbiolégica del proceso. Schulze et al. (2019) evidenciaron una
relacién entre los mecanismos antibacterianos presentes en el plasma seminal y caracteristicas de
la calidad espermatica, mientras que Sancho et al. (2017) resaltaron la necesidad de desarrollar
estrategias capaces de controlar la carga bacteriana sin depender exclusivamente de los
antimicrobianos adicionados a los diluyentes.

El control bacteriano de las dosis seminales se ha apoyado tradicionalmente en la incorporacién
de antibidticos a los diluyentes; sin embargo, esta estrategia no garantiza la eliminacién completa
de los microorganismos presentes y su utilizacién debe acompanarse de medidas preventivas de
higiene. Tvrda et al. (2021), al evaluar diferentes diluyentes para semen porcino, observaron una
reduccion de la carga bacteriana con la incorporacién de antimicrobianos, aunque persistieron
determinados microorganismos y se identificaron aislamientos con resistencia a distintos
antibidticos. Estos hallazgos refuerzan la importancia de disminuir las oportunidades de
contaminacién desde la colecta y el procesamiento, en lugar de concentrar el control tnicamente
en la conservacién posterior de las dosis seminales.

En este contexto, el ambiente de procesamiento representa una via adicional de exposicién
microbioldgica. Los microorganismos presentes en el aire pueden integrar bioaerosoles y
dispersarse hacia superficies, equipos y areas de trabajo. Kraemer et al. (2019) demostraron que
el aire interior de instalaciones porcinas contiene comunidades bacterianas propias del entorno
productivo. De manera més especifica, Augustin et al. (2021) evaluaron mediante muestreo por
impactacion la calidad microbiolégica del aire de una granja porcina y registraron aerobios
mesofilos expresados en UFC/m?3, encontrando mayores cargas en los espacios interiores que en
el aire exterior. Estos antecedentes sustentan la importancia de considerar el aire como parte del
control microbioldgico en instalaciones vinculadas a la produccién porcina.

Entre las tecnologias utilizadas para disminuir la contaminacién ambiental, el ozono presenta
interés debido a su elevada capacidad oxidante y a la posibilidad de aplicarlo en fase gaseosa.
Martinelli et al. (2017) evaluaron la ozonizacién del aire mediante recuentos microbiol6gicos
antes y después del tratamiento y observaron respuestas variables segtin el microorganismoy las
condiciones de exposiciéon. Asimismo, Xue et al. (2023) sefialan que la actividad antimicrobiana
del ozono se relaciona con su capacidad oxidante y que su efectividad esta condicionada por
factores como la concentracion, el tiempo de contacto, la humedad y las caracteristicas del medio
tratado. Por ello, la ozonizacién representa una alternativa de interés para la descontaminacién
ambiental, aunque requiere considerar las condiciones especificas de aplicacion.

A pesar de los avances en el control microbiolégico del semen porcino y en las tecnologias de
descontaminacién ambiental, existe informacién limitada sobre la aplicaciéon de ozono
directamente en los ambientes destinados a la colecta y procesamiento seminal. Evaluar su efecto
sobre la carga bacteriana del aire puede aportar evidencia para complementar las estrategias de
higiene implementadas en estas instalaciones. Por ello, el objetivo de esta investigacién fue
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determinar el efecto de la aplicacion de ozono sobre la carga bacteriana del aire en ambientes de
procesamiento de semen porcino, mediante la comparacién de los recuentos microbiolégicos
antes y después de la ozonizacién.

2. Materiales y Métodos
2.1 Lugar y disefio del estudio

La investigacion se realizé en una unidad dedicada a la producciéon y procesamiento de semen
porcino, ubicada en el distrito de Cerro Colorado, provincia de Arequipa, Pertd, durante
septiembre de 2023. El estudio tuvo un enfoque cuantitativo y un disefio experimental, orientado
a evaluar el efecto de la aplicacién de ozono sobre la carga bacteriana presente en el aire de los
ambientes de procesamiento de semen porcino.

Se evaluaron dos ambientes: el laboratorio y la sala de colecta de semen. Esta dltima fue analizada
bajo dos condiciones, en ausencia y en presencia del semental porcino. En cada caso se determiné
la carga bacteriana antes y después de la aplicaciéon de ozono, expresada como unidades
formadoras de colonias por metro ctbico de aire (UFC/m?3).

2.2 Muestreo microbioldgico del aire

El muestreo microbiolégico del aire se realiz6 antes y después de la aplicaciéon de ozono en cada
una de las condiciones de evaluaciéon. Para la recoleccién se utilizé un equipo Biological Air
Sampler, mediante el cual se aspiré 1 m® de aire por evaluacion.

El equipo oper6 mediante un sistema de aspiracién e impactacién, permitiendo que las particulas
aerotransportadas atravesaran los microorificios del cabezal y se depositaran directamente sobre
la superficie del medio de cultivo. Las placas obtenidas fueron posteriormente sometidas al
procedimiento microbiol6gico para el desarrollo y recuento de las colonias (Augustin et al., 2021).

2.3 Procesamiento microbioldgico de las muestras

El material utilizado para el andlisis microbiolégico fue previamente esterilizado en autoclave. Se
prepararon y rotularon placas con agar nutritivo y agar Chromocult, las cuales fueron utilizadas
para la recuperacién y diferenciaciéon de los microorganismos bacterianos considerados en el
estudio (Maheux et al., 2008).

Después del muestreo del aire, las placas fueron incubadas a 37 °C durante 24 h. Finalizado el
periodo de incubacién, se realizé el recuento de las colonias desarrolladas y los resultados se
expresaron como unidades formadoras de colonias por metro ctibico de aire (UFC/m?). Se
determinaron los recuentos correspondientes a aerobios mesoéfilos totales, coliformes totales y
Escherichia coli.

2.4 Aplicacion del tratamiento con ozono

La desinfeccién de los ambientes se realizé6 mediante un generador de ozono ACR Sanitizer Plus
digit. El equipo fue programado para operar durante 10 min en cada condicién evaluada. Durante
la 0zonizacién se mantuvo activado el sistema de aire acondicionado con la finalidad de favorecer
la circulaciéon del ozono en el ambiente y a través de los conductos del sistema de ventilacion.

Finalizado el tiempo de exposicién, el equipo concluyé automdticamente el ciclo de
funcionamiento. Posteriormente, los ambientes fueron ventilados mediante la apertura de
puertas y/o ventanas antes de efectuar el muestreo microbiolégico posterior al tratamiento. El
esquema general del procedimiento experimental, desde el muestreo inicial hasta la evaluacion
posterior a la ozonizacion, se presenta en la Figura 1.
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Figura 1. Esquema resumido del procedimiento experimental.

2.5 Variables evaluadas y calculo de reduccién

La variable de respuesta fue la carga bacteriana del aire, expresada en unidades formadoras de
colonias por metro cibico (UFC/m?). Se evaluaron los recuentos de aerobios meséfilos totales,
coliformes totales y Escherichia coli antes y después de la aplicacién del tratamiento con ozono.

La magnitud de la reduccion de la carga bacteriana se determiné mediante el porcentaje de
reduccién de UFC/m?3, calculado a partir de la diferencia entre los recuentos obtenidos antes y
después de la ozonizacién:

UFC iniciales — UFC posteriores

Reducciéon (%) = UFC iniciales x 100

Este calculo se aplicé de manera independiente para cada condicién evaluada.
2.6 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron procesados mediante estadistica descriptiva. La carga bacteriana se
expres6 como unidades formadoras de colonias por metro ctibico de aire (UFC/m?3) para cada
condicién evaluada, comparando los valores registrados antes y después de la aplicacién de
ozono. Asimismo, se calculé el porcentaje de reducciéon de la carga bacteriana posterior al
tratamiento, con el propésito de describir la magnitud del efecto observado en cada condicion.

3. Resultados y discusion

3.1 Carga bacteriana antes y después de la ozonizacion

No se detectaron unidades formadoras de colonias de Escherichia coli ni de coliformes totales en
ninguna de las condiciones evaluadas, tanto antes como después de la aplicacién de ozono. En
contraste, se registraron aerobios mesoéfilos totales en los tres escenarios de evaluacién, con
recuentos iniciales diferentes entre ellos.

Antes de la ozonizacién, el laboratorio presenté el menor recuento de aerobios meséfilos totales,
con 210 UFC/m?3. En la sala de colecta sin semental se registraron 1120 UFC/m?, mientras que la
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mayor carga correspondié a la sala de colecta con presencia del semental, con 1736 UFC/m?3.
Posterior al tratamiento, los recuentos disminuyeron a 74, 162 y 202 UFC/m?, respectivamente
(Tabla 1).

Tabla 1. Recuentos bacterianos antes y después de la ozonizacién.

Condicion Escherichia coli Coliformes Aerobios mesofilos Aerobios mesofilos
evaluada (UFC/m?3) totales (UFC/m3) antes (UFC/m?3) después (UFC/m?
Laboratorio 0 0 210 74
Sa'la de colecta 0 0 1120 162
sin semental
Sala de colecta 0 0 1736 202

con semental

3.2 Reduccion de aerobios mesofilos totales

Los recuentos de aerobios mesofilos totales disminuyeron después de la aplicacién de ozono en
las tres condiciones evaluadas, con reducciones comprendidas entre 64,8 y 88,4 % (Figura 2). La
mayor disminucion porcentual correspondié a la sala de colecta con presencia del semental,
seguida de la sala sin semental y del laboratorio.

En conjunto, el promedio de reduccién observado fue de 79,6 %. Asimismo, la condicién con
presencia del semental, que presenté la mayor carga bacteriana inicial, mostr6é también la mayor
reduccién porcentual posterior a la ozonizacién.

100 -
85,5 % 88,4 %

o[ B O ————| R __ - Promedio: 79,6 %
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Figura 2. Porcentaje de reduccion segtin condicién evaluada.

3.3 Discusion

La aplicaciéon de ozono estuvo acompafiada de una disminucién de los recuentos de aerobios
mesofilos totales en las tres condiciones evaluadas, con reducciones entre 64,8 y 88,4 % y un
promedio de 79,6 %. Este comportamiento coincide con investigaciones realizadas en otros
ambientes cerrados. Masotti et al. (2019), mediante muestreo de aire por impactacién en una
planta lactea, comprobaron que la ozonizacién permitié reducir la contaminacién microbiana
aerotransportada; mientras que Moccia et al. (2020) observaron una disminucién de la carga
microbiana del aire y de superficies después de aplicar ozono en ambientes hospitalarios. Aunque
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estos escenarios difieren del procesamiento de semen porcino, en conjunto evidencian la
capacidad del ozono gaseoso para disminuir microorganismos presentes en ambientes cerrados.

La carga inicial de aerobios meséfilos fue diferente entre las condiciones evaluadas y alcanzé su
mayor valor en la sala de colecta con presencia del semental. Sin embargo, debido al disefio y al
caracter descriptivo del analisis, este hallazgo no permite atribuir exclusivamente al animal el
incremento observado. En centros de inseminacién porcina, la contaminaciéon puede proceder de
multiples puntos del proceso. Schulze et al. (2015) identificaron nueve puntos criticos higiénicos
en centros de produccién de semen porcino y encontraron evidencias de contaminacién asociada
con equipos, superficies y etapas de procesamiento. Asimismo, Costinar et al. (2022) sefialan que,
ademas del propio semental, el agua destilada y el equipamiento empleado en la preparacion de
las dosis pueden actuar como fuentes de contaminacién bacteriana. Estos antecedentes muestran
que el control microbiolégico debe contemplar integralmente el ambiente de colecta y
procesamiento, y no inicamente al animal.

La ausencia de Escherichia coli y coliformes totales en todas las evaluaciones debe interpretarse
como una no deteccién bajo las condiciones de muestreo empleadas, y no como ausencia general
de contaminacién bacteriana, debido a que los aerobios meséfilos estuvieron presentes en todos
los escenarios. Esta distincion es relevante en sistemas de produccién de semen porcino, donde
se ha descrito una microbiota contaminante diversa. Ciornei et al. (2021) identificaron multiples
especies bacterianas y fangicas en muestras de semen de verraco, mientras que Costinar et al.
(2022) aislaron bacterias Gram negativas como Serratia marcescens, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa y E. coli. Por tanto, el recuento de aerobios meséfilos constituye un indicador 1til de la
carga bacteriana general, aunque no permite determinar la composicién taxonémica de los
microorganismos presentes.

La reduccién observada después de la ozonizacién tampoco fue uniforme entre las tres
condiciones, lo que puede relacionarse con la naturaleza de la contaminacién inicial y con las
condiciones propias de cada ambiente. Pileti¢ et al. (2022), al evaluar ozono gaseoso en una
habitacién hospitalaria, encontraron respuestas diferenciadas entre bacterias aerotransportadas,
con reducciones de 33 % para Micrococcus, 58 % para Staphylococcus y 61 % para Bacillus. De
manera complementaria, Epelle et al. (2022) demostraron que la susceptibilidad al ozono puede
variar entre diferentes microorganismos. Estos hallazgos permiten comprender que una
disminucién de la carga bacteriana no supone necesariamente su eliminacién completa y que la
respuesta al tratamiento depende, entre otros factores, de las caracteristicas de los
microorganismos expuestos.

Las condiciones de aplicacion constituyen otro elemento relevante para interpretar la magnitud
de la reduccién. Neves et al. (2023), en un ensayo de campo con ozono gaseoso, observaron que
la eficacia de descontaminacién aumenté en relacién con el tiempo de exposicién y la humedad
relativa. Asimismo, Epelle et al. (2023) destacan que la concentracion, el tiempo de contacto, la
circulacién y extraccién del gas, asi como la medicion y el control del proceso, son aspectos
criticos en la implementacién de tecnologias basadas en ozono. En el experimento desarrollado
se aplicé un ciclo de ozonizacién de 10 min y se favoreci6 la circulacion del gas mediante el
sistema de aire acondicionado; sin embargo, no se dispuso de mediciones ambientales de la
concentracién de ozono, la humedad relativa o la temperatura durante el tratamiento. En
consecuencia, los porcentajes de reduccién obtenidos representan la respuesta observada bajo las
condiciones especificas del procedimiento utilizado y no permiten establecer una relacién dosis-
respuesta.

Desde el punto de vista de la produccién de dosis seminales, el control de la carga bacteriana
ambiental adquiere relevancia como parte de las medidas de higiene y bioseguridad. Nitsche-
Nitsche-Melkus et al. (2020), mediante el seguimiento de 28 centros europeos de inseminacién
artificial, encontraron que la mejora de las condiciones higiénicas en puntos criticos estuvo
estrechamente relacionada con menores niveles de contaminacién bacteriana en semen
procesado. Ademas, Contreras et al. (2022) destacan que la contaminacién bacteriana puede
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afectar la calidad y funcionalidad del semen porcino y que su prevencién resulta particularmente
importante frente a la necesidad de reducir la dependencia de antimicrobianos en los diluyentes.
En este contexto, la ozonizacién del ambiente podria considerarse una medida complementaria
dentro de un programa integral de higiene; no obstante, el presente estudio evalud
exclusivamente la carga bacteriana del aire y, por tanto, no permite establecer un efecto directo
sobre la calidad microbiolégica del semen, los pardmetros espermaticos o el desempefio
reproductivo.

Los resultados deben interpretarse considerando algunas limitaciones. La evaluacién se efectud
en una Unica unidad de procesamiento y en un periodo especifico, con un andlisis estadistico de
cardcter descriptivo. Ademads, el estudio se limit6é al recuento de aerobios mesofilos totales,
coliformes totales y E. coli, sin identificar taxondmicamente las demas colonias recuperadas.
Tampoco se cuantificaron variables ambientales que pueden modificar la accién del ozono, como
su concentracion efectiva, humedad relativa y temperatura. Por ello, investigaciones posteriores
deberian incorporar muestreos repetidos, control de las condiciones de ozonizacién,
caracterizacion de los microorganismos recuperados y evaluacién conjunta del aire, superficies y
semen procesado. Esto permitirfa determinar con mayor precisién el papel de la ozonizacién
ambiental dentro de los programas de control microbiolégico en unidades de procesamiento de
semen porcino.

4. Conclusiones

La ozonizacién ambiental permitié disminuir la carga de aerobios mesoéfilos en los espacios
destinados al procesamiento de semen porcino, evidenciando su potencial como medida
complementaria dentro de las estrategias de higiene y control microbiolégico. La respuesta
observada vari6 segtin las condiciones del ambiente, por lo que su aplicaciéon debe considerarse
como parte de un programa integral de bioseguridad y no como una medida aislada de
desinfeccion.

Los hallazgos constituyen una base para posteriores evaluaciones orientadas a establecer
protocolos de ozonizacién bajo condiciones controladas, incorporando la medicién de variables
ambientales y el andlisis microbiolégico del semen y de las superficies de procesamiento, con el
fin de determinar con mayor precision su contribucién a la calidad sanitaria del proceso.
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