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RESUMEN: Uno de los riesgos potenciales
de contaminacién de los recursos hidricos
asociado con el estiércol de ganado
vacuno es la presencia del parésito
zoondético Cryptosporidium. Teniendo

en cuenta la resistencia del mismo a
factores ambientales y al tratamiento de
potabilizacién del agua, se propuso como
objetivo estudiar la inactivacion de este
enteroparasito en estiércol por un sistema
de compostaje en hilera. Se trabajé con
monticulos a escala laboratorio con
agregado de materiales habituales de
compostaje a escala real. Se los inoculd
con suspensiones de Cryptosporidium spp.
sometiéndolos en estufa con ventilacion
forzada a temperaturas termofilicas que
imitan las que se producen con esta
tecnologia aplicada en campo. El proceso

completo tuvo una duracién de 21 dias.

La viabilidad de los ooquistes de
Cryptosporidium al principio de las
experiencias fue superior a 94 %,
disminuyendo significativamente al final de
los ensayos a valores inferiores a 20 % (p
< 0,05).

PALABRAS CLAVE: Cryptosporidium,
Compostaje, Recursos hidricos.

SUMMARY: Inactivation of Cryptosporidium
Spp. in cattle manure for compost system.
One of the potential risks of water resources
contamination associated with cattle
manure is the presence of Cryptosporidium.
This zoonotic parasite is highly resistant

to environmental factors and drinking

water treatment. Objective: to study the
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inactivation of this parasite in manure by a
windrow composting system. This lab—scale
composting was carried out with the same
material used in a full-scale composting.
The piles were inoculated with a suspension
of Cryptosporidium spp. and placed in

an oven. Later, the piles were submited

to thermophilic temperatures which were
similar to the ones produced in the full-

scale composting. The whole process took
21 days.

At the beginning of the experiment, the
viability of the oocysts of Cryptosporidium
was over 94 %, and it was significantly
reduced to values below 20 % (p <0.05) at
the end of the experiment.

KEYWORDS: Cryptosporidium, Composting,
Water resources.

Introduccion

En los Ultimos afnos se ha producido una
modificacién de la cria extensiva de ganado
que caracterizaba a nuestro pais. Una con-
siderable cantidad de establecimientos han
optado por la cria intensiva o feedlot. Como
consecuencia de la elevada concentracion
de ganado vacuno en las areas de confina-
miento, se acumulan grandes cantidades
de estiércol cuya disposicion final requiere
especial cuidado por el efecto que puede
causar en el ambiente (1). Para evaluar la
magnitud del problema, se debe tener en
cuenta que una vaca lechera produce dia-
riamente un 8 % de su peso vivo en heces
(2). Uno de los riesgos potenciales de con-
taminacion asociados con el estiércol, es la
presencia de patégenos que pueden alcan-
zar las fuentes de agua potable por escu-
rrimiento superficial o lixiviacion (3). Esto es
un motivo de preocupacioén, debido a que
muchos de estos microorganismos pueden
ser transmitidos desde los animales a los
seres humanos (4).

Entre los microorganismos que pue-
den hallarse en el estiércol y se trasmiten
a través del agua se encuentra el parasito
zoonético Cryptosporidium. La ingestién de
agua contaminada con ooquistes produce

trastornos gastrointestinales leves a seve-
ros y otras formas de presentacién mas
graves dependiendo del estado inmunol6-
gico del huésped. Este protozoario es de
distribucion mundial y esta considerado
entre las causas de diarrea por parasitos
en humanos, vacunos y otros animales (5).
En ganado vacuno afecta tanto a razas de
produccion de carne como de leche, siendo
mas prevalente en terneros menores de 30
dias (6). En estos animales infectados, se
estima que durante el periodo de maxima
eliminacion, pueden excretar entre 10°-107
ooquistes por gramo de heces (7). En un
estudio realizado en la provincia de Santa
Fe (Departamento Las Colonias), se encon-
tré Cryptosporidium en 72,0 % de los tam-
bos investigados, en los cuales el 28,5 % de
terneros estaba parasitado (8).

La contaminacién de las fuentes de agua
con materia fecal de ganado bovino, debe
ser considerada un riesgo para la salud
publica, ya que los métodos usuales del tra-
tamiento de agua de bebida no son com-
pletamente eficaces en la remocién o inacti-
vacion de los ooquistes de Cryptosporidium
spp. La dosis de cloro utilizada en las plan-
tas de potabilizacidn no afecta la viabilidad
de los mismos, pues se necesitan concen-



Zerbatto, M.G. y col. * Inactivacion de Cryptosporidium spp. en estiércol... 35

traciones y tiempo de contacto muy supe-
riores para su eliminaciéon (9). Ademés, la
baja dosis infecciosa, la elevada resistencia
de los ooquistes a las condiciones fisicas y
quimicas adversas (10, 11), y el hecho que
sean inmediatamente infectantes al salir
con las heces de su huésped (12), contri-
buirfan a la persistencia y diseminacion de
este parasito en el ambiente, especialmente
en el agua.

El compostaje aerébico es un proceso
bioldgico utilizado para residuos organicos
como el estiércol, que estabiliza la mate-
ria organica y destruye microorganismos
patégenos, de modo de poder ser utilizado
para enmienda de suelos. Una de las téc-
nicas mas usualmente utilizadas es el sis-
tema en hilera, debido a su sencillez e inver-
sion inicial y mantenimientos menores. En
el campo, el material se dispone en gran-
des monticulos de 2 a 4 metros de altura,
que pueden o no estar cubiertos. La airea-
cién se lleva a cabo por conveccion natural
ayudada por volteos periédicos que se rea-
lizan en forma manual (pequena escala) o
mecanica. En el compostaje en hilera la fer-
mentacion puede obtenerse en tres o cua-
tro semanas (13).

Teniendo en cuenta la resistencia de los
ooquistes de Cryptosporidium, se propuso
como objetivo de este trabajo estudiar la
inactivacion de estos enteroparasitos en
estiércol de ganado vacuno por un sistema
de compostaje en hilera.

Materiales y métodos

¢ Suspension de ooquistes de Cryp-
tosporidium spp.

Se recolectaron heces de ganado
vacuno infectado con Cryptosporidium. Se

procedié a su concentracion por el método
de Sheather (14), lograndose una suspen-
sion del orden de 10°ooquistes/mL de agua
destilada. La cuantificacién se llevd a cabo
por el método de Breed con coloracion de
Kinyoun (15). La identificacion se realizd
teniendo en cuenta su tamano, coloracion y
caracteristicas morfolégicas.

¢ Técnica de compostaje en hilera a
escala de laboratorio

Preparacion: materia fecal de ganado
vacuno no infectado con Cryptosporidium
fue mezclada con residuos de jardin (hojas
caidas recientemente) triturados. La propor-
cion fue la adecuada para obtener una rela-
cién Carbono/Nitrogeno (C/N) de 40, valor
comprendido en el rango 25-50, que es con-
siderado Optimo para el compostaje aero-
bico (13). Los valores de referencia del con-
tenido de nitrdgeno y C/N empleados para
determinar la proporcién de cada compo-
nente se muestran en la Tabla 1. Cada mon-
ticulo del material a compostar pesd apro-
ximadamente 200 g. Para la seleccion de la
cantidad de este material se realizaron inves-
tigaciones previas utilizando pilas con pesos
de 100; 150 y 200 g. Se comprobd que las
de menor peso (100 y 150 g), al ser some-
tidas a temperaturas termofilicas, perdian
demasiada humedad, no permitian la estabi-
lizacion de la materia organica por la accion
de los microorganismaos, y podian, ademas,
agregar un factor adicional para la disminu-
cién de la viabilidad de los ooquistes.

Un volumen de 10 mL de la suspension
de ooquistes, cuya viabilidad fue determi-
nada previamente, se adicion6 a cada com-
postaje y luego se mezcld para homoge-
neizar. Una alicuota de la misma suspension
se conservo a 4 °C y se utilizé como control.
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Tabla 1 Contenido de nitrégeno y relacién C/N del material empleado para la preparacion del com-

postaje (base seca).

Material Porcentaje de N Relacion C/N
Estiércol de vaca 17 18,0
Hojas (caidas recientemente) 1,0 40,0

Adaptado: Tchobanoglus (13).

Proceso: se utilizé un sistema de com-
postaje en hilera con volteo manual cada
dos o tres dias con el objeto de introdu-
cir aire y prevenir el secado y el encostra-
miento. Los compostajes se colocaron en
una estufa con ventilacién forzada y la tem-
peratura fue modificada a fin de imitar la
variacion que se produce a escala real de

acuerdo a la Figura 1. Se resalta que la
Fase termofilica (temperaturas superiores a
55 °C) se mantuvo durante un periodo de
15 dias, de acuerdo a los requerimientos de
EPA para el Control Adicional de Patdgenos
(PRAP) (16). El proceso completo tuvo una
duracion de 21 dias.

Figura 1. Variacion de temperatura tipica del compost en hilera. Entre paréntesis se detallan el dia

y la temperatura registrada. La zona A representa la Fase mesdfila. La zona B representa la Fase ter-

mofila.
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Diariamente, se controlé la temperatura en
el centro del monticulo con un termdémetro
digital. A fin de mantener la humedad nece-
saria para la efectividad de este sistema, se
le adiciond agua, realizandose la comproba-

16

cién de su contenido mediante la “prueba
del pufio”, que consiste en tomar el material
en la mano y comprimirlo, observando que
no se elimine agua y se forme un pufado
que no se desmorone (17). Al final del pro-
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ceso, el material compostado se concentrd
por el método de Sheather para recuperar
los ooquistes y determinar su viabilidad.

* Determinacion de la viabilidad de los
ooquistes de Cryptosporidium spp.

Se llevé a cabo por una técnica de des-
enquistacion in vitro. El desenquistamiento
es un proceso que se cumple en parasi-
tos metabdlicamente activos (viables). Ini-
cialmente se efectud el recuento de los
ooquistes totales (viables y no viables) por
el método de Breed con coloracion de Kin-
youn. El grado de desenquistamiento se
evalué de la siguiente manera: a un volu-
men de cada suspension de ooquistes se
le adicioné dos volimenes de solucién de
Hank (Sigma, Alemania) con 1 % de bilis y
se incubo durante 24 hs a 37 °C en atmos-
fera con 10 % de CO, (Oxoid, Reino Unido).
Estas son las condiciones que recrean mas
ajustadamente lo que sucede in vivo con
los ooquistes en el medio intestinal (18).
Se realizé el recuento del nimero final de
ooquistes intactos (no viables) post desen-
quistamiento.

El porcentaje de viabilidad se calculd
mediante la Ecuacion 1.

Ecuacion 1

Viabilidad (%) = M=

100
Donde:

ni: recuento de ooquistes totales
nf: nimero final de ooquistes

Cada recuento se realizd por triplicado,
y se llevaron a cabo tres ensayos bajo las
mismas condiciones.

* Determinaciones complementarias

Para evaluar parametros complementa-
rios a los objetivos de este trabajo, se efec-
tuaron ensayos con pilas de compostaje en
las mismas condiciones que las ya mencio-
nadas pero sin el agregado de enteropara-
sitos. El pH se midi6 regularmente durante
el periodo de la experiencia (19). Tam-
bién se determind la presencia /ausencia
del indicador bacteriano de contaminacion
Escherichia coli (20). Para evaluar la efectivi-
dad del compostaje sobre el grado de des-
composicion de materia organica, se deter-
minaron los Solidos Volétiles al principio y al
final de cada ensayo (20).

* Andlisis estadistico

La comparacion entre los pardmetros
evaluados se realiz6 mediante la prueba t
de Student. El nivel de significacién adop-
tado fue []=0,05. Los datos fueron procesa-
dos utilizando el software SPSS (v. 19.0).

Resultados y discusion

Al inicio de las experiencias, la viabilidad
de los ooquistes de Cryptosporidium fue
superior a 94 %, encontrandose al término
de las mismas valores en un rango de 18 %
hasta la reduccioén total, significativamente
inferiores a los iniciales (t, p < 0,05) (Figura
2). Por otra parte, durante este mismo
tiempo no se observaron cambios en la via-
bilidad de los ooquistes en la suspension
control conservada a 4 °C.
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Figura 2. Diagrama de Caja: Viabilidad inicial y final de Cryptosporidium spp. en estiércol vacuno

mediante el proceso de compostaje
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Van Herk et al. (21) ensayo la viabili-
dad de Cryptosporidium en compostaje en
hilera utilizando, en una experiencia, estiér-
col vacuno mezclado con paja de cebada
y, en otra, con aserrin. La inactivacion total
de los ooquistes se logro luego de 42 dias
en el primer caso y a los 56 dias cuando
se empled aserrin. En el presente estudio,
en cambio, se agregaron hojas como bio-
masa para ajustar la relacion C/N en la mez-
cla con materia fecal de ganado. Al término
de la experiencia se hallé una disminucion
significativa de la viabilidad manteniendo la
temperatura por encima de 55°C durante 15
dias acorde con lo sefialado por EPA (16).

En un trabajo realizado por este equipo
de investigacién (10), en el cual se some-
tieron suspensiones de ooquistes en agua
destilada durante 10 minutos a 60°C, 65°C
y 70°C, temperaturas compatibles con las
alcanzadas en el compostaje, se hallé que
la viabilidad se redujo 74, 77 y 86 % respec-
tivamente. Esto demuestra la importancia

de la accion de la temperatura en la inacti-
vacion de los ooquistes en este tipo de tra-
tamiento.

Durante la descomposicién de la mate-
ria organica a pH elevado se puede liberar
amoniaco, y los ooquistes quedan expues-
tos a este gas. Jenkins et al. (22) reportd
que una alta concentracion de amoniaco
libre puede inactivar estos parasitos. No
obstante, los niveles de este compuesto
comlUnmente halladas en el estiércol, ten-
drfan sélo un efecto leve sobre los ooquis-
tes. Ademas, las temperaturas muy eleva-
das tenderian a enmascarar la accion del
amonio (23).

El pH se mantuvo entre 6 y 8 durante el
periodo del compostaje, rango considerado
apropiado para lograr una descomposicion
aerébica oOptima. Se obtuvo una disminu-
cion de 30 % de Sélidos Volatiles luego del
lapso de 21 dias de los ensayos. En la prac-
tica se continlia con una etapa de madura-
cién lenta (que puede llegar hasta los tres
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meses), con la finalidad de aumentar la
degradacion de la materia orgéanica més
resistente previa a su aplicacion al suelo
como enmienda.

Por otra parte, al finalizar cada prueba
no se halld presencia del indicador bacte-
riano Escherichia coli. Se puede interpre-
tar este resultado, como se ha demostrado
en otros trabajos (24), que esta bacteria no
es buen indicador de la presencia o ausen-
cia de Cryptosporidium, ya que aunque se
logré una remocién satisfactoria, continua-
ban persistiendo ooquistes viables.

En cuanto a las caracteristicas organo-
lépticas del compostaje, se sefiala que al
principio del proceso se generaron olores
fuertes y desagradables, mientras que en
la etapa final, éstos desaparecieron. Ade-
mas, la textura de la mezcla fue mucho mas
homogénea que al inicio, lograndose un
aspecto hdmico.

Conclusién

La exposicion de los ooquistes de Cryp-
tosporidium presentes en el estiércol de
ganado a temperaturas superiores a 55
°C por el método de compostaje en hilera,
demostrd ser un método efectivo para su
inactivacion. La aplicacién de hojas a la
materia fecal, es una opcién factible a fin
de lograr un balance nutricional apropiado.

Se debe destacar que la capacidad de
supervivencia de los patdgenos en el suelo
se considera un factor a tener en cuenta a
los fines de su uso como enmienda orga-
nica. Cryptosporidium es capaz de sobrevi-
vir en el suelo hasta 50 dias a temperatu-
ras inferiores a 10 °C (25). En el agua a 4
°C, los ooquistes pueden permanecer via-
bles por méas de 4 meses (10). Si tenemos

presente que los procesos para potabilizar
el agua que se emplean habitualmente no
aseguran la eliminacion completa de este
enteroparasito, se explica la importancia de
impedir que llegue al suelo y contamine los
recursos hidricos.

En Argentina no se han encontrado
reportes de estudios realizados para com-
probar la eficacia de la implementacion del
compost en la eliminacién de microorganis-
mos resistentes como Cryptosporidium, y
de este modo contribuir a su control epide-
miolégico.

Es fundamental que existan regulaciones
a fin de estimular esta incipiente tecnologia
en nuestro pais, con los controles de cali-
dad adecuados (26).

A través de estos procesos, se transfor-
man residuos organicos en recursos utiliza-
bles, en blusqueda de una agricultura mas
racional acorde con el respeto a la natura-
leza y méas sostenible, lograndose mayor
rentabilidad a mediano y largo plazo.
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