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FACTORES DE RIESGO EN GANADO LECHERO Y ESTRATEGIAS

PARA MITIGAR LA TRANSMISION HiDRICA DE OOQUISTES DE

Cryptosporidium spp.

Laura Beatriz Modini, Beatriz Lerman, Ana Valeria Pizarro y Mariel Guadalupe Zerbatto

RESUMEN

Teniendo en cuenta el riesgo que significa para la salud
humana la presencia de Cryptosporidium en fuentes de agua
contaminadas con estiércol de ganado vacuno, se propuso: a)
determinar la prevalencia de Cryptosporidium spp. en terne-
ros de establecimientos de la cuenca lechera de la provincia
de Santa Fe, Argentina, y los factores de riesgo potenciales
asociados a la excrecion de ooquistes de este enteroparasito,
y b) evaluar su inactivacion en estiércol mediante compostaje y
digestion anaerobica. Para cumplir con estos objetivos se reco-
lectaron heces de 367 terneros. Las muestras se concentraron
por el método de Sheather y los ooquistes fueron identificados
por la técnica de Kinyoun. Las condiciones higiénico-sani-

tarias y de explotacion de cada establecimiento fueron regis-
tradas y evaluadas como potenciales factores de riesgo. Para
estudiar la inactivacion de Cryptosporidium en el estiércol se
trabajo a escala de laboratorio, reproduciendo las condiciones
del compostaje en hilera y la digestion convencional anaero-
bica. Se determiné la viabilidad mediante desenquistacion in
vitro antes y después de cada tratamiento. Cryptosporidium
se hallo en el 89% de los tambos y el 28,5% de los terneros
analizados. Los factores asociados con el riesgo de infeccion
fueron: edad, tipo de crianza, estado del suelo y convivencia
con otros animales. El compostaje y la digestion anaerobica
resultaron efectivos en la inactivacion de ooquistes.

Introduccion

Cryptosporidium es un pa-
rasito zoondtico que causa
enfermedad entérica en mu-
chas especies de mamiferos
incluyendo al hombre (Del
Coco et al., 2008). El oo-
quiste es la forma infectante
del parasito, un estadio de
su ciclo de vida que lo

capacita para sobrevivir y
diseminarse en el ambiente.
Si bien el riesgo de infec-
cién a partir de alimentos no
debe ser descartado, el agua
contaminada con heces hu-
manas o animales es la via
mas importante de transmi-
sion ambiental (Lerman
et al., 1999). La gran magni-
tud de algunas epidemias

(MacKenzie et al., 1995), la
afectacion preferente en la
infancia y en personas mal-
nutridas e inmunodeficien-
tes, asi como la capacidad
de este protozoo de resistir
mas a los factores ambienta-
les y a la desinfeccion que
las bacterias indicadoras de
contaminacién fecal, deben
alertar sobre su importancia

como problema de salud en
la comunidad.

El ganado vacuno es una de
las fuentes principales de in-
feccion por Cryptosporidium
spp. (Del Coco et al., 2009).
Para evaluar la magnitud del
problema, se debe tener en
cuenta que una vaca lechera
produce diariamente 8% de su
peso vivo en heces (Céspedes
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RISK FACTORS IN DAIRY CATTLE AND STRATEGIES TO MITIGATE
THE WATERBORNE TRANSMISSION OF Cryptosporidium spp. OOCYSTS

Laura Beatriz Modini, Beatriz Lerman, Ana Valeria Pizarro and Mariel Guadalupe Zerbatto

SUMMARY

Given the risk posed to human health by the presence of
Cryptosporidium in water sources contaminated with cattle
manure, it was proposed: a) to determine the prevalence
of Cryptosporidium spp. in calves from farms of a dairy
area of the province of Santa Fe, Argentina, and the poten-
tial risk factors associated to infection for this enteropara-
site, and b) to evaluate its inactivation in manure through
composting and anaerobic digestion. Feces from 367 calves
were colleted. Samples were concentrated by the method of
Sheather and oocysts were identified by the technique of
Kinyoun. The sanitary hygienic and exploitation conditions

of each establishment were recorded and evaluated as po-
tential risk factors. The study of inactivation of Cryptospo-
ridium in manure was carried out at laboratory scale, re-
producing the conditions of windrow composting and con-
ventional anaerobic digestion. Viability was determined by
excystation in vitro before and after each treatment. Cryp-
tosporidium was found in 89% of dairy farms and 28.5% of
studied calves. Factors associated with the risk of infection
were age, type of rearing, soil conditions and coexistence
with other animals. Composting and anaerobic digestion
were effective in inactivating oocysts.

FATORES DE RISCO EM GADO LEITEIRO E ESTRATEGIAS PARA
MITIGAR A TRANSMISSAO PELA AGUA DE OOCISTOS DE Cryptosporidium spp.

Laura Beatriz Modini, Beatriz Lerman, Ana Valeria Pizarro e Mariel Guadalupe Zerbatto

RESUMO

Dado o risco que representam para a saude humana a
presen¢a de Cryptosporidium nas fontes de dgua contami-
nadas com esterco bovino, foi proposto: a) determinar a
prevaléncia de Cryptosporidium spp. em de bezerros de fa-
zendas localizadas na Bacia Leiteira da provincia de Santa
Fe, Argentina, e os potenciais fatores de risco associados
a infec¢do por este enteroparasito, b) avaliar a sua ina-
tivagdo em esterco através da compostagem e digestdo an-
aerobia. Para atender estes objectivos 367 fezes de bezer-
ros foram coletadas. As amostras foram concentradas pelo
método de Sheather e os oocistos foram identificadas pela
técnica de Kinyoun. As condigbes higiénico-sanitarias e de

funcionamento de cada estabelecimento foram registradas
e avaliadas como potenciais fatores de risco. Para estudar
a inativa¢do de Cryptosporidium no estrume, foi trabalhou
em escala de laboratorio, reproduciendo as condi¢oes do
compostagem em leira e digestdo anaerobia convencional.
A viabilidade foi determinada pela excista¢do in vitro an-
tes e depois de cada tratamento. Cryptosporidium foi encon-
trado em 89% das fazendas e 28,5% dos bezerros testados.
Fatores associados ao risco de infec¢do foram: idade, tipo
de criagdo, condig¢oes do solo e convivéncia com outros an-
imais. Compostagem e digestdo anaerobia foram eficaz na
inativag¢do de oocistos.

y Cofré, 2006). Por otro lado,
el ganado infectado puede ex-
cretar entre 1x10° y 1x107
ooquistes/g de materia fecal
durante el periodo de maxima
eliminacion (Cordero del
Campillo et al., 1999). Estos
enteroparasitos presentes en el
estiércol pueden alcanzar las
fuentes de agua potable por
escurrimiento o por lixiviacion
(Modini et al., 2010). En 2005
se notificaron 7960 casos de
criptosporidiosis en 16 paises
de Europa. En varios de ellos,
al realizar la investigacion epi-
demiologica y ambiental, se
detectaron practicas agro-gana-
deras en las proximidades de
la fuente proveedora de agua
que podrian haber provocado
su contaminacion con estiércol
animal (Semenza y Nichols,
2007). Ocampo et al. (2012)
han hallado, por la técnica
de biologia molecular, que
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Cryptosporidium parvum es la
especie mas frecuente en el
ganado infectado. Al ser la
unica especie proveniente de
estos animales que puede in-
fectar al hombre, se resalta la
importancia de las aguas de
escorrentia contaminada con
heces de ganado en la trans-
mision hidrica de esta
enteroparasitosis.

La Agencia de Proteccion
Ambiental de Estados Unidos
(EPA, 2006) promulgd una
regla (LT2ESWTR) para lo-
grar una proteccion adicional
frente al Cryptosporidium.
Esta requiere implementar una
barrera multiple a fin de im-
posibilitar que llegue al agua
de bebida humana. Como pri-
mera etapa, es esencial impe-
dir que la fuente de agua
constituya un riesgo para la
ocurrencia de ooquistes. El
tratamiento del estiércol antes

de que alcance los recursos
hidricos representaria una
gestion adecuada para evitar
esta transmisiéon zoondtica.
Las tecnologias de compostaje
y la digestion anaerobica po-
drian cumplir con tal fin.

El compostaje aerdbico es
un proceso biologico que esta-
biliza la materia orgénica y
destruye microorganismos
patdogenos, permitiendo su
utilizacion como enmienda de
suelos. Una de las técnicas
usualmente empleadas es el
sistema en hilera debido a su
sencillez, menor inversion
inicial y facil mantenimiento.
En el campo, el material se
dispone en grandes monticu-
los de 2-4m de altura, que
pueden o no estar cubiertos.
La aireacion se lleva a cabo
por conveccion natural ayuda-
da por volteos periodicos que
se realizan en forma manual

(pequeiia escala) o mecanica.
En el compostaje en hilera la
fermentacion puede obtenerse
en tres o cuatro semanas
(Tchobanoglous et al., 1998).
Los digestores anaerdbicos
convencionales para la estabili-
zacion de aguas negras estan
constituidos por tanques cerra-
dos con provisiones para mez-
clar, calentar o recolectar el
biogas generado, pudiendo estar
equipados también con contro-
les de pH (Winkler, 1999). En
el reactor de mezcla completa
se mantiene la distribucion uni-
forme de concentraciones, tanto
de sustrato como de microorga-
nismos, lo cual se consigue
mediante un sistema de agita-
cion (Campos et al., 2005). Los
lodos digeridos se pueden utili-
zar como fertilizantes y ade-
mas, durante la digestion se
produce biogas con un alto por-
centaje de metano (50-70%),
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aprovechable como energia me-
diante combustion.

Teniendo en cuenta el riesgo
que significa la presencia de
Cryptosporidium en el estiércol
vacuno y su consecuente trans-
mision hidrica se propuso: a)
determinar la prevalencia de
Cryptosporidium spp. en terne-
ros de establecimientos de la
cuenca lechera Santafesina y
analizar los factores de riesgo
potenciales asociados a la ex-
crecion de ooquistes de este
enteroparasito, y b) evaluar su
inactivacion en estiércol me-
diante compostaje y digestion
anaerobica. De esta manera se
pretende contribuir a minimizar
el impacto que las actividades
ganaderas pueden ocasionar a
los recursos hidricos.

Materiales y Métodos

Se analizaron 367 muestras de
materia fecal de terneros (1-60
dias de edad) de 9 tambos, si-
tuados en el Departamento Las
Colonias, perteneciente a la prin-
cipal cuenca lechera de la pro-
vincia de Santa Fe, Argentina.
Se registraron las caracteristicas
higiénico-sanitarias y las condi-
ciones de explotacion de cada
establecimiento, como informa-
cién necesaria para determinar
los factores que podrian contri-
buir potencialmente a la infec-
cion en los tambos.

Obtencion y procesamiento
de las muestras

Las muestras de materia fe-
cal, una por cada animal, se
obtuvieron por la maniobra de
estimulacion del esfinter anal y
se recolectaron en recipientes
estériles individuales, mante-
niéndose refrigeradas hasta su
procesamiento. Junto con las
muestras fue remitida una pla-
nilla conteniendo los siguientes
datos: procedencia (tambo),
numero de identificacion, edad,
sexo y caracteristicas de las
excretas de los terneros. De
acuerdo a su consistencia las
heces se clasificaron en: dia-
rreicas (liquidas y semiliqui-
das) o normales (formadas y
pastosas). En el laboratorio, las
heces fueron concentradas por
el método de Sheather (Garcia,
2007), previo filtrado a través

de gasa doble y lavado con
solucién fisiolégica. Con el
sedimento obtenido se prepara-
ron extendidos y colorearon
con la técnica de Kinyoun
(Henriksen y Pohlenz, 1981).
Para detectar la presencia de
ooquistes de Cryptosporidium
spp. se utilizdé un microscopio
optico (aumentos 400x y/o
1000x). La identificacion de
los ooquistes se llevd a cabo
teniendo en cuenta su tamafo,
coloracion y caracteristicas
morfoldgicas.

Preparacion de una
suspension de ooquistes de
Cryptosporidium

Se prepard una suspension
del orden de 1x10° ooquistes/ml
en agua destilada. Para ello,
se concentraron las heces que
resultaron positivas para
Cryptosporidium y se cuantifi-
¢6 por el método de Breed con
coloracion de  Kinyoun
(Henriksen y Pohlenz, 1981).

Compostaje

Materia fecal de ganado va-
cuno no infectado con este
enteroparasito fue mezclada
con residuos de jardin (hojas
caidas recientemente) tritura-
dos. La proporcion fue la ne-
cesaria para obtener una rela-
cién carbono/nitrégeno (C/N=
40), optima para el compostaje
aerobico  (Tchobanoglous
et al., 1998). Cada pila a com-
postar (~200g) se inoculd con
Iml de la suspension de oo-
quistes, cuya viabilidad se
determind previamente. Una
alicuota de la misma suspen-
sion se conservo a 4°C y sir-
vi6 como control para verifi-
car que no ocurran cambios
en la viabilidad por otros fac-
tores ajenos al tratamiento. El
sistema de compostaje emplea-
do fue el de hilera con volteo
manual cada 2 o 3 dias a fin
de introducir aire y mantener
la actividad de los microorga-
nismos aerobicos.

Las pilas de material a com-
postar, contenidas en bandejas
individuales (n=3), se colocaron
en una estufa con ventilacion
forzada y la temperatura fue
modificada a fin de imitar la
variacion que se produce a
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escala real de acuerdo a la
Figura 1 (Tchobanoglous et al.,
1998). Se resalta que la fase
termofilica  (temperaturas
>55°C) se mantuvo durante un
periodo de 15 dias, de acuerdo
a los requerimientos de la EPA
(2003) para el control adicional
de patoégenos (PRAP). El pro-
ceso completo tuvo una dura-
cion de 21 dias.

Diariamente se controlo la
temperatura en el centro del
monticulo con un termoémetro
digital. A fin de mantener la
humedad necesaria (50-60%)
para la efectividad de este
sistema se le adiciond agua,
realizandose la comprobacion
de su contenido mediante la
‘prueba del pufio’, que consis-
te en tomar el material en la
mano y comprimirlo, obser-
vando que no se elimine agua
y se forme un pufiado que no
se desmorone (Palmero
Palmero, 2010). Al final del
proceso, el material compos-
tado se concentrd por el mé-
todo de Sheather para recupe-
rar los ooquistes y determinar
su viabilidad. Adicionalmente,
se midio el pH y se compro-
bo la estabilizacion de la ma-
teria organica mediante el
contenido de sdlidos volatiles
a un compost no inoculado
con parasitos y procesado
en idénticas condiciones a los
de prueba.

Digestion anaerobica

Se utilizé un reactor anaero-
bico a escala de laboratorio de
2 litros de capacidad con agi-
tacion controlada (mezcla per-
fecta) a 37°C, alimentado con
estiércol diluido (8%). Se mo-
nitored la evolucion del gas
(gasometro flotante), pH y
temperatura inter-
na del digestor.

Cuando fue nece- 30 ]
sario, se corrigi6 &

el pH con el agre- @ 60 13,60
gado de NaOH 2

0,IN. Una vez es- o 40
tabilizados estos 3
parametros, £20 ]
se sembré con 2 "

(50 ml) del contenido del reac-
tor se removieron a los 3, 4,
8, 14 y 23 dias de tratamiento
y se concentraron por el méto-
do de Sheather para luego de-
terminar su viabilidad final.

Determinacion de la
viabilidad de los ooquistes

La evaluacion de la viabili-
dad se llevo a cabo por una
técnica de desenquistacion in
vitro en solucion salina balan-
ceada de Hank con 1% bilis e
incubando en atmoésfera de
10% CO,. Estas condiciones
son las que recrean mas ajusta-
damente lo que sucede in vivo
con los ooquistes en el medio
intestinal (Pesani et al., 1998).
El porcentaje de viabilidad se
calculé mediante el recuento
(método de Breed con colora-
cion de Kinyoun) del nimero
de ooquistes/ml antes (n;) y
después del desenquistamiento
(n;), aplicando la Ec. 1:

Viabilidad (%)= n; y ng/n; x 100

donde n;: recuento inicial de
ooquistes (viables y no via-
bles), y n;: recuento final de
ooquistes (no viables). Los 00-
quistes no desenquistados se
consideraron no viables. Todos
los recuentos se realizaron por
triplicado.

Analisis de Datos

Se calcularon proporciones
para tener una aproximacion al
valor de la prevalencia. La
comparacion de la variable
edad para los grupos de mues-
tras independientes: presencia
y ausencia de Cryptosporidium
se realiz6 con la prueba t de
Welch debido a la falta de ho-
mogeneidad de varianza. En

(10,70)

(7, 68) (13,6

(17, 55)

Iml de la suspen-
sion de ooquistes
cuya viabilidad se
establecid previa-
mente. Alicuotas

4 8 12 16 20
Tiempo (dias)

Figura 1: Variacion de temperatura tipica del
compostaje en hilera.
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base a la observacion de los
cuartiles de la distribucion de
edad de los terneros infectados
y no infectados, se agrupo a
los animales por edad, toman-
do intervalos de 15 dias:
1) <15 dias, 2) 16-30 dias,
3) 31-45 dias, 4) >45 dias. Las
relaciones entre variables cua-
litativas o cuantitativas se rea-
lizaron con la prueba de %* o
la exacta de Fisher cuando el
valor esperado por celda fue
<5 y se refrendaron con la
prueba de razén de verosimili-
tud. La asociacion entre infec-
cion por Cryptosporidium y
presencia de diarrea se cuanti-
fico a través del riesgo relativo
(RR), calculado como RR=
proporcion de infeccion en ter-
neros diarreicos / proporcion
de infeccion en terneros no
diarreicos. Los factores de ries-
gos potenciales asociados a la
excrecion de este parasito (con-
diciones higiénico-sanitarias y
de explotacion de los tambos)
se evaluaron mediante el riesgo
relativo (RR= proporcion de
infeccion en terneros expuestos
/ proporcién de infeccion en
terneros no expuestos). Para
una mejor estimacion del ries-
go se hall6 también su interva-
lo de confianza del 95%
(ICysy,), considerandolo signifi-
cativo si dicho intervalo no
contiene el 1. En los ensayos

de inactivacion, la comparacion
entre las variables evaluadas se
realiz6 mediante la prueba t de
Student. El nivel de significa-
cion adoptado fue a=0,05. Los
datos fueron procesados utili-
zando el software SPSS
(v. 19.0) y EPI-INFO (v. 3.5.3).

Resultados y Discusion

Prevalencia de terneros
infectados con
Cryptosporidium

Cryptosporidium spp. se hallo
en 88,9% (8/9) de los tambos y
en 27,8% (102/367) de los ter-
neros analizados. De acuerdo
con la bibliografia consultada
(Pulido-Medellin et al., 2014),
la prevalencia de excrecion de
ooquistes de Cryptosporidium
en distintas partes del mundo es
variable segun las condiciones
climaticas, edad de los animales
y manejo sanitario de la explo-
tacion. En Europa varia de 15 a
83% y en América de 10 a
75%. Del Coco et al. (2008), en
un establecimiento de la provin-
cia de Buenos Aires, Argentina,
reportd una prevalencia de in-
feccion de 17% en terneros me-
nores de 30 dias.

Al estudiar la relacion entre
infeccion por Cryptosporidium
y la edad de los terneros, se
observo que existia mayor

TABLA 1
AGRUPACION DE LOS TERNEROS POR RANGO
DE EDADES: PROPORCION DE INFECCION
POR Cryptosporidium spp.

Intervalos

Numero de terneros Numero de terneros Proporcion de
de edades p

(dias) estudiados infectados infeccion (%)
<15 80 42 52,52

16 a 30 86 17 19,8°

31 a45 102 6 5,9¢
>45 56 1 1,8¢

! Letras distintas indican diferencia significativa (p<0,001).

TABLA 11

dispersion de edad en el grupo
de los negativos, mientras el
75% de los terneros positivos
tenia menos de 18 dias, resul-
tando las edades de estos 2
grupos significativamente dife-
rentes (p<0,001). En la Tabla I
se presenta la proporcion de
infeccion por Cryptosporidium
en cada grupo etario. El mayor
porcentaje se hallo en los ter-
neros menores de 15 dias
(52,5%), mientras en el grupo
de animales mayores a 45 dias,
s6lo uno resultdé infectado
(1,8%). Ademas, al comparar la
proporciéon de infectados en
cada grupo, se hallaron dife-
rencias estadisticamente signi-
ficativas (p<0,001). Se decidio
continuar con el anélisis to-
mando intervalos mas peque-
fios en dias. Asi, se encontra-
ron ooquistes de Cryptospo-
ridium en la materia fecal del
14,7% (5/34) de los terneros
menores de ocho dias. En el
grupo entre 8 y 14 dias de
edad estaba infectado el 82,5%
(33/40) y el 42,2% (19/45) de
los animales en el intervalo
etario de 15 a 21 dias. Como
se destaca, la mayor proporcion
de infeccion se encuentra en la
segunda semana de vida, en
coincidencia con lo sefialado
por otros autores (Diaz de
Ramirez et al., 2007). En este
analisis no se incluyeron los
terneros de edad desconocida.

Prosiguiendo con este estu-
dio, se calculd la proporcion de
Cryptosporidium spp. segin la
consistencia de la materia fe-
cal, hallandose que el 48,7%
(55/113) de las calificadas
como diarreicas presentaba este
enteroparasito, mientras que en
las heces normales sélo se de-
tectaron ooquistes en el 18,5%
(47/254). Se encontro una rela-
cion significativa entre infec-
cion por Cryptosporidium spp.

PORCENTAIJE DE INFECCION POR Cryptosporidium spp. EN TERNEROS MENORES
DE 45 DIAS CON Y SIN DIARREA AGRUPADOS POR RANGO DE EDADES: CALCULO
DEL RIESGO RELATIVO (RR) Y SU INTERVALO DE CONFIANZA DE 95% (IC,s,)

Intervalos Terneros con diarrea Terneros sin diarrea
de §dad Infectados No infectados Infectados No infectados RR ICysy,
(dias) (%) (%) (%) (%)
<15 31 80,6 19,4 49 347 64,0 2,323 1,526-3,542"
16 - 30 32 28,1 71,9 54 14,8 85,2 1,899  0,815-4,424
31 - 45 27 11,1 88,9 75 4.0 96,0 2,775  0,596-12,940

" Indica significancia a p< 0,001.
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y la consistencia de la heces
(p<0,001). Conjuntamente, la
asociacion entre excrecion de
Cryptosporidium spp. y presencia
de diarrea revel6 un RR=2,464
con IC,5,= 1,844-3,291.

En la Tabla II se presenta el
analisis de la relacion entre
infeccion por Cryptosporidium
spp. y la ocurrencia o no de
diarrea segun la edad. En to-
dos los grupos etarios, la pro-
porcién de infeccion en los
terneros con diarrea fue mayor
con respecto a aquéllos cuyas
heces presentaban consistencia
normal. Sin embargo, el RR
solo resultd significativo en los
terneros menores de 15 dias.

Por otro lado, los terneros
con diarrea en cuyas heces no se
hallaron ooquistes, podrian suge-
rir la presencia de otros entero-
patogenos (cepas patdogenas de
Eschericia coli, Salmonella spp.,
rotavirus, coronavirus bovino)
(Quilez et al., 1996) o proble-
mas metabdlicos causantes de
tal sintomatologia.

Factores de riesgo asociados
a la infeccion por
Cryptosporidium

Las caracteristicas higiénico-
sanitarias y de explotacion de
los tambos que fueron evalua-
das como posibles factores de
riesgo de infeccion se presen-
tan en la Tabla III. Aquellos
relacionados con un aumento
del riesgo fueron: la crianza en
estaca (respecto a la crianza en
jaula), la convivencia con otros
animales (ovinos, cerdos, rato-
nes y otras especies de mami-
feros) y el mal estado del suelo
(presencia de barro y/o agua o
bosta). El tiempo de permanen-
cia con la madre (<12h, >12h)
y el uso de agua de perfora-
cion o red, no resultaron esta-
disticamente significativos. Los
factores asociados a una dismi-
nucion del riesgo incluyeron:
separacion de terneros por
edad, calostrado dirigido-ma-
nual (respecto del natural), ro-
tacion de los lugares destina-
dos a la cria de los terneros
(guacheras) y presencia de
sombra o algun tipo de reparo
para los animales.

Sistemas de manejo que fa-
vorecen el contacto entre bece-
rros estarian asociados con el
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TABLA III
ANALISIS DE FACTORES DE RIESGO DE INFECCION POR Cryptosporidium spp. EN TAMBOS

Terneros Infectados/estudiados % RR 1Cyse, p
Convivencia con otros animales ;10 641%6989 ggﬁ 2,883 2,137-3,890  <0,001
Tipo de crianza ;:Ltl?;a ;g%i ?gﬁ 1,885 1,285-2,765 0,001
Tipo de calostrado g;rtfri;io 45156//21?431 %} 0,539 0,390-0,744  <0,001
Tiempo de permanencia con la madre (horas) ;lg gg?gg %g:g 1,490  0,922-2,406 0,097
Estado del suelo g:ilgo 641%6989 ggﬁ 2,883 2,137-3,890  <0,001
Separacion por edad s 256//21?? ﬂzi 0,518  0,376-0,715  <0,001
Rotacion de terneros s 23?}23 %gzg 0,555  0,393-0,783 0,001
Fuente de agua g‘ﬁ foracién 185%3)8 12:‘6‘ 1,100 0481-2,514 0,822
Sombra ;10 gg%i gg;g 0,676  0478-0,956 0,024
Reparo s 52‘74/2972 3223 0,446  0,325-0,602  <0,001

RR: riesgo relativo, IC,y,: intervalo de confianza de 95%, p: nivel de significancia.

riesgo de infeccion, ya que se
incrementa la probabilidad de
transmision del parasito entre
animales infectados y suscepti-
bles (Diaz de Ramirez, 2002).
Cuando se compararon los sis-
temas de crianza artificial, jau-
la vs estaca, el primero resultd
mas efectivo a la hora de dis-
minuir el riesgo de infeccion
por Cryptosporidium. Esto po-
dria deberse a que el uso de
compartimentos individuales
evitaria que los terneros entren
en contacto directo y se propa-
gue la infeccion. Asimismo, las
jaulas proveen de reparo. La
presencia de sombra y/o reparo
disminuirian el riesgo de con-
traer la infeccion al reducir el
estrés que provocan tanto la
exposicion a la radiacion solar
directa en el verano como el
frio asociado a precipitaciones
prolongadas en invierno
(Osacar y Berra, 2008).

La convivencia con otros
animales de cria susceptibles
de infeccion con Cryptos-
poridium también favoreceria
la difusion de esta parasitosis
(Diaz de Ramirez 2002). Otro
factor que resulto significativa-
mente asociado al riesgo de
infeccion fue el estado del sue-
lo. Los terneros necesitan un
ambiente seco, limpio y libre
de corrientes de aire.
Condiciones inadecuadas del
suelo pueden provocar que los
animales se lesionen y/o sufran
infecciones, disminuyendo el

estado inmunitario de los mis-
mos y haciéndolos mas suscep-
tibles a la infeccion. Ademas,
los ooquistes pueden permane-
cer viables en el agua y el sue-
lo himedo durante largos pe-
riodos, potenciando la disemi-
nacion del patogeno.

Al momento del nacimiento,
el ternero no tiene inmunidad
o ‘defensas’ para enfrentar los
microorganismos del medio
ambiente. El calostro producido
por la madre contiene inmuno-
globulinas y podra absorberlas
(inmunidad pasiva) en la medi-
da que lo ingiera dentro del
primer dia de vida. Por esta
razon, resulta de importancia
asegurar un correcto calostra-
do. Si en el término de una
hora luego del nacimiento el
ternero no mamo el calostro,
se debiera realizar un calostra-
do dirigido, ordenando y dando
al menos 4 litros durante las

-
o
o

Viabilidad (%)

0 4 8 12

primeras 6 a 8h de vida
(Lanuza, 2006). Algunos de los
tambos estudiados, contaban
ademas con bancos de calostro.
La separacion de terneros por
edad disminuiria la probabili-
dad de infeccion, debido a que,
como se determind, existe aso-
ciacion entre edad y excrecion
de Cryptosporidium. Otra prac-
tica efectiva para controlar el
contagio es la rotacion de los
espacios de cria, ya que permi-
te un intervalo de descanso
que posibilitaria la destruccion
de los parasitos.

Ensayos de compostaje

Al comienzo de estas expe-
riencias, la viabilidad inicial
promedio fue superior a 94%,
hallandose al término de las
mismas (21 dias) valores que
variaron en un intervalo de
18% hasta la reduccion total,

a 8~1
od
2310

(1]
:—
q,:
EE S
3 3
23,0) ©
( ) >¢v 0
16 20 24 0

Tiempo (dias)
*(x, y) = (Tiempo, porcentaje de viabilidad correspondiente al promedio de tres recuentos)

significativamente inferiores a
los del inicio (p<0,05). Durante
este mismo periodo, no se ob-
servaron cambios en la viabili-
dad de los ooquistes en la sus-
pension control. El pH se man-
tuvo entre 6-8. Los sdlidos
volatiles se redujeron 30%.
Alguno de los factores que
pueden haber contribuido a la
pérdida de viabilidad de los
ooquistes en el compost son:
temperatura-tiempo de exposi-
cién y concentraciéon de amo-
niaco. Van Herk et al. (2004)
ensayaron la viabilidad de
Cryptosporidium en compostaje
en hilera, logrando la inactiva-
cion total de los ooquistes lue-
go de 42 y 56 dias utilizando
estiércol vacuno mezclado con
paja de cebada y con aserrin,
respectivamente. Durante la
descomposicion de la materia
organica a pH elevado se pue-
de liberar amoniaco, quedando

b

Inoculacién

12 19 29 35 55
Tiempo (dias)

Figura 2: Reactor anaerobico: disminucion de viabilidad en el tiempo (a) y evolucion del biogas generado (b).

JINERCIENCIA MARCH 2016, VOL. 41 N° 3

175



los ooquistes expuestos a este
gas. Jenkins et al. (1998) re-
portaron que una alta concen-
tracion de amoniaco libre pue-
de inactivar estos parasitos. No
obstante, las concentraciones
de amoniaco comunmente ha-
lladas en el estiércol tendrian
solo un efecto leve sobre los
ooquistes. Ademas, las tempe-
raturas muy elevadas tenderian
a enmascarar la accion del
amonio (Finstein, 1989).

En el presente trabajo el pH
fue menor a 8. De ese modo se
logra mantener la calidad del
compost como abono al evitar
la pérdida de nitrogeno, reco-
nocido como excelente fertili-
zante de suelos.

Ensayos de digestion
anaerobica

En esta experiencia se obser-
v6 una reduccion significativa
de la viabilidad (p<0,05). La
viabilidad inicial de los ooquis-
tes fue 88,3% y disminuyd un
40,0% al tercer dia de exposi-
cion, lograndose una inactiva-
ciéon total a los 14 dias
(Figura 2a). El pH alcanzado
en estado  estacionario
fue 7,21-7,34. El volumen acu-
mulado de gas al dia 23 fue
12,83 litros (promedio: 0,45 1/
dia luego de la estabilizacion
del reactor; Figura 2b). Ademas
se comprobo la combustibilidad
del biogas generado, lo cual
permite su uso como energia.

Conclusiones

El ganado vacuno representa
un reservorio significativo de
infeccion en los tambos y plan-
tea un riesgo para la salud put-
blica, asumiendo que las espe-
cies excretadas son zoondticas.
Este trabajo muestra que
Cryptosporidium se encuentra
presente en heces de terneros
con pocas semanas de vida y
podria ser un agente causal de
diarrea. Por lo tanto, las medi-
das emprendidas para reducir
la morbilidad y la difusion de
Cryptosporidium, deberian es-
tar dirigidas hacia este grupo
de alto riesgo.

No se han encontrado repor-
tes de estudios realizados para
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comprobar la eficacia de la
implementacion del compostaje
y la digestion anaerobica en la
eliminacién de microorganis-
mos resistentes como Cryptos-
poridium. En el presente estu-
dio, estos procesos biotecnolo-
gicos resultaron ser efectivos
para inactivar los ooquistes de
Cryptosporidium en el estiércol
vacuno y por lo tanto contri-
buirian a mitigar la contamina-
cion de los recursos hidricos
por estos enteroparasitos. Se
puede lograr asi que, a partir
de un residuo potencialmente
perjudicial, se generen produc-
tos rentables (compost y bio-
gas) con beneficios ambienta-
les, econdmicos y sociales que
permiten avanzar hacia un de-
sarrollo sostenible de la activi-
dad pecuaria.
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