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Resumen

Objetivo: Demostrar la presencia de Rotavirus en las diferentes fases de un proceso de compostaje: matrices utilizadas comamateria prim
mezcla a compostary producto terminddateriales y métodosEl Rotavirus se determiné durante los tres procesos de compostaje. La
deteccion viral se realiz6 por inmunocromatografia, ELISA y RT- ReBultados Se evidencio presencia viral en el primer proceso de
compostaje, ausencia viral en el segundo y en el tercer proceso de compostaje, se presentaron interferencias quatifipdtardos
resultados de la PCR, lo cual impidi6 llegar a un resultado concluyente de su presencia en@bablusamnesLos abonos organicos

pueden ser portadores de virus motivo por el cual se deben implementar pruebas de calidad para evitar que este mayer@dctatrib
diseminacién viral. Dentro de estos abonos existen sustancias capaces de interferir en las pruebas de deteccién

Palabras clave:Abonos, compostaje, inhibidores de la PCR, Rotavirus

Abstract

Rotavirus presence in a waste composting process. Organic fertilizers as vehicles for viral contaminatiobjective. To show the

presence of rotavirus in different stages of a composting process: matrices used as raw material, mixture to be confpofitead and t
product.Materials and methods. Immunochromatography, ELISA and RT-PCR were used for viral deteBtsults.Rotavirus was

found in the first composting step, no virus was found in the second step, and some inhibitory substances were fouidsiie phid &i

posed difficulties in interpreting the PCR results and therefore providing a concluding result on rotavirus presencaliprtigufit
Conclusions.Organic fertilizers can be vectors of human pathogenic viruses; therefore quality control tests must be implemented to avoid
further viral dissemination. There are inhibitory substances present in organic fertilizers capable of interfering watttidre tests.

Key words: composting, organic fertilizers, PCR inhibitors, rotavirus
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Presencia de rotavirus en un proceso de compostage

Resumo

Presenca de rotavirus durante um processo de compostagem. Adubos como vetores de contaminacao viral. ObjBt@raonstrar

a presenca de Rotavirus nas diferentes fases de um processo de compostagem: matrizes utilizadas como matéria-priotempostora de

e produto finalMateriais e métodos:A determinacdo do Rotavirus foi realizada nos trés processos de compostagem. A deteccao viral foi
realizada por imunocromatografia, ELISA e RT-P@RBsultados Evidenciou-se a presenca viral no primeiro processo de compostagem,
auséncia de virus no segundo, e no terceiro processo de compostagem, apresentaram-se interferéncias que dificultaespdcedoterpre
resultados da PCR, tornando impossivel chegar a um resultado conclusivo de sua presencaCunaligdesOs adubos organicos
podem abrigar o virus é por isso que se devem implementar provas de qualidade para evitar que esse material contissefaicagéa di

viral. Dentro desses fertilizantes existem substancias capazes de interferir nas provas de deteccao.

Palavras-chavefertilizantes, compostagem, os inibidores da PCR, rotavirus

Introduccidén temperatura de 40° C por varios dias y de 20° C por varias

semanas, cuando se mantiene en 1,5 mM de calcio y que la
El hombre y los animales excretan diariamente por mateparticula completa mantiene su integridad e infectividad
ria fecal un gran nimero de virus los cuales se depositaguando es tratada con solventes organicos tales como éter,
directamente en el suelo, el agua, servicios de alcantarill&loroformo o fredn, lo que permite inferir la ausencia de
do, contaminando el medio ambiente, aguas, lodos, pa$pidos en su estructura. No es claro como la dureza del
tos, suelo, e inclusive, los vegetales que crecen en terrenagua (iones calcio y magnesio) contribuye con la capaci-
expuestos a abonos o agua contaminada. Brotes de enféiad del virus para penetrar en las células del hospedero,
medades asociadas con patégenos presentes en aguas, fungue se sabe que ayudan a mantener la integridad viral,
tas, verduras y jugos no pasteurizados han sido descrit@stabilizando la capside externa y manteniendo la capaci-
en varios paises, lo cual ha generado una voz de alerta a Rad infecciosa (7). Por otra parte, los cationes bivalentes y
autoridades sanitarias para el control principalmente dé&ivalentes favorecen la agregacion viral contribuyendo
aguas o alimentos que podrian servir como vectores y coigon su estabilidad (2, 8).

tribuir con la diseminacion y la llegada de virus a sus hués-
pedes naturales, en este caso, el hombre (1). Sin embargo, hay varios factores ambientales que logran

disminuir la infectividad viral como por ejemplo altas con-
Los abonos, en especial los de origen animal y logentraciones de formalina, cloro, betapropiolactona y
biosdlidos provenientes del proceso de tratamiento detanol al 95%. El cloro en el agua potable altera las protei-
aguas residuales poseen un alto contenido de materia dras de la capside externa del RV y su incremento favorece
ganica que puede ser utilizado en agricultura para aportaa dispersion de agregados virales (7-9). Asi mismo, cuan-
macro y micronutrientes; a la vez contiene numerosos mido el pH natural del medio aumenta, la capacidad de infec-
croorganismos patdégenos como virus entéricos que al e€ion se reduce, al permitir que las particulas que conforman
tar presentes en la materia prima, pueden asociarse c&hagregado viral queden expuestas a otros factores presen-
diarrea, meningitis, y hepatitis en individuos susceptibleges en el medio (7). Sustancias tales como la cal, alcalinizan
(2). La presencia viral en matrices solidas tipo lodo oel medio lo que permite que los iones Niierdan un
biosélido se facilita por la adsorcién preferencial de estoproton produciéndose gas amoniaco y la combinacion entre
en la material organica, donde los virus forman agregados)/ alto pH 'y el amonio logra reducir el titulo viral debido a
lo que les permite prolongar su actividad infecciosa y conque fragmenta el RNA. Igualmente, otro de los factores
vierte estas matrices en fuente de contaminacion viral par@mbientales que bajan el titulo viral dentro de un soporte
el agua, el suelo y alimentos (3). organico como compost o biosélidos es la desecacion, pues

la ausencia de agua disminuye la estabilidad a las molécu-
El Rotavirus (RV) es considerado el principal agentelas constitutivas virales (2).
etiolégico de diarreas, asociado con 114 millones de
episodios de diarrea por afio lo que lleva a cerca de 2@entro de las cadenas productivas de frutas (10) y verdu-
millones de consultas médicas, 2,4 millones de hospitaliras, los abonos organicos, sean de origen animal, vegetal o
zaciones y cerca de 500.000 muertes en nifios menores oéxto han tomado gran interés debido a su aporte de mate-
5 afios (4). Este virus es excretado en personas infectadég organica, concentracion de microflora benéfica y en
en cantidades de aproximadamente'® particulas por algunos casos, la baja toxicidad y poca capacidad de con-
gramo de materia fecal (5, 6). Dentro de sus caracteristicAg@minar el medio ambiente. Estos materiales que se produ-
se ha reportado que resiste rango de pH entre 3 a 9 = 0@n por procesos como lombricultura o compostaje tienen
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como valor agregado el aprovechamiento de residuopasto. Ambos tratamientos tenian 20% contenido ruminal
agroindustriales, vegetales, animales o provenientes dg10% de cascarilla de arroz. El segundo ensayo se corrio
plantas depuradoras, pero por otro lado, pueden conteneon la mezcla que en el primer ensayo, presenté mejor
microorganismos y virus que podrian llegar a los consumiresultado respecto a la temperatura maxima alcanzada en
dores en caso de no ser degradados durante el procesoaedeproceso y caracteristicas fisicoquimicas durante el
produccién del compost (11). compostaje. Para el tercer ensayo se utilizaron cuatro tra-
tamientos. Las materias primas utilizadas fueron cortes de
Por la ausencia de envoltura y la presencia de tres cappasto kikuyo, cascarilla, biosélido y un in6culo termofilico
proteicas dentro de la estructura del RV, se podria suponerelerador del proceso de compostaje.
gue este es parcialmente resistente a efectos del medio
ambiente, sin embargo su titulo deberia disminuir al estaros cuatro tratamientos del tercer ensayo fueron elabora-
expuesto a las condiciones de temperatura y pH alcanzdos con distintas mezclas: en el primero tratamiento se
das durante un proceso de compostaje. Durante este trahaiizé pasto, cascarilla, biosélido e in6culo PUJ (prepara-
jo se quiso demostrar el comportamiento viral a lo largodo en la Universidad Javeriana en Bogota). En el segundo
del proceso de compostaje para determinar el papel gueatamiento, se utilizé pasto, cascarilla, biosélido e in6culo
tiene el abono como posible vehiculo de transporte viralnativo, en el tercer tratamiento biosélido, cascarilla y pas-
to y el cuarto tratamiento so6lo contenia biosélido.

El proceso de compostaje duré 8 semanas tanto para los
residuos de plaza como para el biosélido. El muestreo se
realizé semanalmente recogiendo en bolsa plastica 500 g
Preparacién del material orgénico y proceso de muestra a partir de cinco diferentes secciones de cada
de compostaje pila el cual fue almacenado a -20°C hasta su procesa-
miento. De estos 500 g, 5 g del material fue utilizado para
La determinacion de RV se llevo a cabo durante tres prda determinacion viral. En cada pila de compostaje se
cesos de compostaje realizados en diferentes afios y épdgterminé la temperatura aleatoriamente en 5 puntos di-
cas del afio, dos de ellos con residuos del relleno sanitarferentes utilizando un termémetro de punzén de 70cm de
“Don Juanito” en la ciudad de Villavicencio manejado largo con receptor digital de datos. Esta se midio interna-
por la empresa Bioagricola del Llano S.A. y el tercero cormente enterrando el termometro completamente en la pila
residuos de la planta de tratamiento de agua de El Salitige compost. La medicion fue realizada semanalmente por
(PTAR “El Salitre”), en Bogota. Cada uno de estos proceocho semanas. El pH fue determinado mediante el méto-
sos, sera llamado “ensayo” y para cada ensayo se realizéo de pasta de saturacion, de acuerdo a la norma ICONTEC
ron distintos procedimientos que seran llamados2004, que consiste en tomar cinco submuestras de cada
“tratamientos”. El primer ensayo se realizé en los mesegila, completando 500g. Posteriormente se agregan
de noviembre-diciembre de 2006, con el que se buscad@0mL de agua destilada, se homogeniza y sedimentada
determinar la proporcion en la que se debia preparar lgor 5 min. tomando el valor de pH sobre el extracto liqui-
mezcla a compostar, el segundo ensayo se realizé en 189 superficial
meses de junio-julio de 2007, para el cual se utiliz6 la
mezcla seleccionada en el primer ensayo. El tercer ensa-
yo utilizé materias primas diferentes y se realizé en lofExtraccion y concentracion del virus a partir
meses de agosto y septiembre de_l_2007. Los tratamient@fa |as muestras
realizados a cada ensayo se repitieron tres veces, en tres
pilas y de manera simultanea. La técnica utilizada para la extraccién del agente viral, fue
la técnica de elusion descrita por Ahmed y Sorensen 1995
Para los dos primeros ensayos, el material a compostar gamodificada para este trabajo. Para tal fin se diluyeron 5
prepar6 con cuatro materias primas: cascarilla de arrogyr. de compost y de cada materia prima en 30 ml de extrac-
cortes de pasto y material vegetal, residuos de la plaza de de carne al 10% (pH 9 * 0,2)) los cuales fueron someti-
mercado y contenido ruminal. dos a agitacién en voértex, diez veces por 1 minuto. La
mezcla se llevo a sonicacion en hielo a 37 Hz por 5 minu-
Para el primer ensayo se prepararon dos tratamientos, umas con intervalos de un minuto, seguido de una agitacion
con una mezcla que contenia 50% de residuos de plazappr 5 minutos a 500 rpm. La suspension resultante fue
20% cortes de pasto, en el segundo tratamiento la mezctentrifugada a 5000 g por 1 hora a 4°C. El pH del sobrena-
contenia 60% de residuos de la plaza y 10% de cortes dante fue ajustado a 7,2 + 0,2 con HCI 1M.

Materiales y métodos
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La técnica utilizada para la concentracion de la particulanuestras recolectadas en el primer ensayo. Para esta de-
viral fue la descrita por Lewis y Metcalf 1988 y modifica- teccién se utilizé el kit de ELISA PATHFINDER
da por Mignotte y colaboradores (12). Al sobrenadanteROTAVIRUS (BIORAD®, 2006) empleado usualmente
obtenido de la extraccion se le adicioné polietilenglicol para detectar este virus en heces humanas (14) y el proce-
6000 (PEG 6000) en tampodn fosfato pH 7,2 + 0,2 hasta unsamiento se realizé siguiendo las instrucciones del fabri-
concentracion de 8% (p/v). La mezcla fue llevada a agitacante. La lectura se hizo a 450 nm. El punto de corte se
cién por 1,5 — 2 horas a 4°C a 150 — 200 rpm y conservadadefinié como el valor de absorbancia del control negati-
4°C durante toda la noche para posteriormente centrifugarleo al que se le adicion6 0,075. Las absorbancia que so-
a 5000 g por 90 minutos a 4°C. El precipitado fue susperbrepasaron este valor fueron consideradas positivas. Los
dido en 2,5 ml de PBS pH 7,2 £ 0,2 (13). controles positivos de esta prueba venian incluidos den-
tro del estuche

Control de proceso de extraccion,

purificacion y determinacion de virus Deteccion de Rotavirus por prueba de RT-
Teniendo en cuenta que el procedimiento de extracciorPCR

purificacion y deteccion de virus a partir de compost no ha

sido ampliamente reportado, la estandarizacién exigié vePara determinar la presencia de RV en el tercer ensayo y en
rificar los procedimientos. Para tal fin 5 g de compost sesus controles, se realizé la amplificacion de un segmento del
mezclaron con 1 ml de materia fecal positiva para Rvgen de VP6 (proteina de capside interna). La amplificacion
(gentilmente donada por el Instituto Nacional de Salud), lale este segmento se realizé en dos pasos, el paso de
mezcla se dejé a temperatura ambiente por 24 horas y setrotanscripcion donde se utiliz6 la enzima MML-V y random
procedio a realizar el proceso completo de extraccion, puriprimer, para esto se llevo a incubar por 5 minutos a 97°C,
ficacién y deteccién de virus, tal y como se procesaron 1a42°C 1 hora y 95°C por 5 minutos. Los cebadores que se
muestras estudiadas. La determinacion de la presencia virasaron amplifican una region de 379-bp desde el nucleétido
se realizd por diferentes técnicas a los distintos ensayos. A7 al 1126 y son el VP6-F en sentido positivo, (nt 747-766,
los primeros dos ensayos se les aplicaron las pruebas &&GACGGVGCRACTACATGGT 3') y VP6-R en sentido
Inmunocromatografia y ELISA que son pruebas que detediegativo, (nt 1126-1106, 5 GTCCAATTCATNCCT GGTGG
tan presencia de antigenos virales. Al tercer ensayo se 8). El proceso de amplificacion se realiz6 a 94° C por 2 minu-
determiné la presencia viral con la prueba de RT-PCR qut®s, 94 °C por 30 segundos, 58 °C por 30 segundos, 72 °C por
determina la presencia de segmentos génicos virales. Elminuto, 40 ciclos y una extension final a 72 °C por 7 minu-
motivo de cambio de técnica fue la busqueda de una maytws (10).

sensibilidad en la deteccion de la presencia viral.

La deteccion de RV se realizé también al pasto, a la casca-
.. . rilla, a la cascarilla a la cual se le habia mezclado materia
Deteccion de Rotavirus por fecal positiva para RV, a la cascarilla esterilizada, al
Inmunocromatografia (ICF) biosolido mezclado con materia fecal positiva para RV y
Para los dos primeros ensayos y para los controles de est@d, biosdlido esterilizado.

la presencia viral se determind mediante una prueba de

Inmunocromatografia (ICF) (VIKIA® Rota-Adeno) que

detecta de manera simultanea la presencia de RV fDeteccion de inhibidores de la prueba de
Adenovirus. La prueba se realiz6 siguiendo las instrucciopCR

nes del fabricante. La presencia de una linea azul en el

estuche fue interpretada como prueba positiva para la pre&on el objeto de descartar posibles falsos negativos en la
sencia viral. Los controles positivos y negativos de est@rueba de PCR, 5 g de muestras de compost estéril y de
prueba venian incluidos desde la casa comercial. muestra de uno de los tratamientos del tercer ensayo se
disolvieron en 30 ml de extracto de carne al 10% y se
.. . mezclaron con 10 ml de materia fecal de origen humano,
Deteccion del Rotavirus por prueba de positiva para RV. Igualmente se tomaron muestras estéri-
ELISA les a las que no se les afadié RV. Estas muestras fueron

Esta prueba de ELISA s6lo fue aplicada a los 9 controleBrocesadas de igual forma que todas las anteriores para
y 36 muestras seleccionadas por conveniencia dentro d@iscar la amplificacion de segmentos virales.
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vas para presencia vif@labla 1). A este mismo ensayo se

Resultados le realizé prueba de ELISA a 36 de las 48 muestras toma-
das, encontrando 11 muestras positifebla 2). En el

Presencia del Rotavirus en el material segundo ensayo todas las muestras fueron negativas para

estudiado RV, tanto las materias primas como los productos finales.

De las cuatro matrices utilizadas en los primeros dos ensa-
En el primer ensayo, la prueba se ICF se realiz6 a 47 de Igss, la presencia viral se hizo evidente Unicamente en el
48 muestras tomadas y se encontraron 7 muestras positientenido rumina{Tabla 3).

Tabla 1. Resultados de la presencia de RV en muestras de compost del primer ensayo por prueba de
Inmunocromatografia.

Semana Tratamiento 1 Tratamiento 2
Pila* 1 Pila 2 Pila 3 Pila 1 Pila 2 Pila 3

1 + + + Nr + +
2 + - - - - -
3 - - - - - -
4 - - - - - -
5 - - - - + -
6 - - - - - -
7 - - - - - -
8 - - - - - -

Nr: no se realiz6 deteccion viral en esa muestra. *Cada pila constituye una replica idéntica del tratamiento.

Tabla 2. Presencia de RV por prueba de ELISA en el primer ensayo.

Tratamiento 1 Tratamiento 2

Semana Pila 1 Pila 2 Pila 3 Pila 1 Pila 2 Pila 3
1 1,259 1,346 1,273 1,527 1,483 0,534
2 0,087 0,046 0,496 0,001 0,001 0,001
3 0,001 0,005 0,001 0,009 0,001 0,001
4 0,001 0,001 0,041 0,075 0,093 0,092
5 0,086 0,061 0,006 0,074 0,187 0,08
6 Nr Nr Nr Nr Nr Nr

7 Nr Nr Nr Nr Nr Nr

8 0,067 0,208 0,064 0,027 0,149 0,207

Se consideré positivo aquel valor de absorbancia superior a 0,140. Nr: no se realiz6 deteccion en esa muestra.
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Tabla 3: Resultado de la presencia de RV en las materias primas. Prueba de Inmunocromatografia.

Materias primas  Cascarilla de arroz Podas Contenido Ruminal Residuos de Plaza
ELISA Negativo Negativo Positivo Negativo
ICT Negativo Negativo Positivo Negativo

Curvas de temperatura y pH durante los dos también la ausencia de inhibidores que generaran resulta-

primeros ensayos dos falsos negatlv_os en las p_rl_Jebas de ELI,SA e ICF, una
muestra de materia fecal positiva se mezclé con compost

La temperatura durante el proceso de los dos primeros efstéril. Como control negativo se utiliz6 compost el cual

sayos se comportd siguiendo el modelo de los procesos dige llevado a autoclave por 20 minutos. La deteccion viral

compostaje donde se diferencian claramente tres fases cade se realizo directamente con pruebas de ELISA, y los

rrespondientes a mesofilica durante los primeros dias, cd@sultados se presentan en la tabla 4.

temperaturas entre 35 y 60°C, termofilica con rango de

temperatura entre 50 y 70°C a partir del dia 5 de proceso

hasta la semana 6 y posteriormente una mesofilica nuev@eterminacion de RV en el tercer ensayo por

mente que se evidencié hasta el final del proceso. RespepCR

to al pH igualmente el comportamiento respondié con una

etapa inicial de acidificacion leve, con descenso del pHen este tercer ensayo se utilizo la prueba de RT-PCR para

hasta 6,0 + 0,2 y posterior alcalinizacion hasta 8,0 + 0,2getectar un segmento de 376 pb del gen que codifica para

manteniéndose asi hasta el final del proceso. la proteina VP6 del RV. En el gel de agarosa se pudo obser-
var que las muestras positivas fueron el control positivo, la
muestra de pasi{@igura 1 pozo 2)y la muestra de casca-

Verificacion del proceso de extraccion, rilla a la cual se le adicion6 materia fecal positiva para RV,

purificacion y determinacion de virus (Figura 1 pozo 4) En la cascarilla estéfFigura 1 pozo
6) se evidencian bandas inespecificas en el gel de agarosa,

Con el objeto de verificar que realmente se estaba logran@ cual fue repetido buscando contaminacion durante la
do extraer y purificar virus a partir del compost y verificar fase de laboratorio. Dentro de las muestras negativas estan

Tabla 4. Resultados de las pruebas de ELISA para verificar el proceso de manejo de muestras.

Prueba de ELISA al primer ensayo

Control positivo Kit 2,109
Control negativo Kit 0,065
Muestra de materia fecal positiva para RV 1,967
Compost con adicion del Control Positivo 1,653
Compost estéril 0,05
Cascarilla de arroz 0,051
Cortes de pasto 0,018
Contenido ruminal 1,453
Residuos de Plaza 0,085

Se considera como positivo valores superiores a 0,14.
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el control negativo, la cascarill&igura 1 pozo 1) una  Discusidn

muestra del cuarto tratamiento a la cual se le agregé mate-

ria fecal positiva para R{Figura 1 pozo 3) una muestra  En el mundo se reportan anualmente billones de casos de
del cuarto tratamiento pero que habia sido esterilizada efiarrea con un aproximado de 1,8 millones de muertes
autoclave(Figura 1 pozo 5)y dos muestras mas de los cada afio (14). De la totalidad de casos, el 88% se asocian

tratamientos uno y dq§igura 1 pozos 7 y 8)La totali-  con aguas contaminadas o problemas de higiene de la po-
dad de las muestras de los dos ensayos fueron negativisigicion. Dentro de los agentes virales que predominan en
para la presencia de RWigura 2). los casos de diarrea estan el Rotavirus y los Norovirus

P C+C- 1 2 3 4 5 6 7 8

1500pb —>»
1000pb —%

500ph —»

Figura 1. Resultados de la RT-PCR para el segmento de 376 pb del gen que codifica la proteina VP6 de capside intermedia.
Muestras y controles del tercer ensayo. Los tres primeros pozos contienen: Patron de talla molecular (Promega cat # 62101)
con tres bandas resaltadas, la inferior de 500 pb, la intermedia superior de 1000 pb y la superior de 1500 pb, y los controles
de técnica de PCR: control positivo gentilmente donado por el grupo de virologia del Instituto Nacional de Salud de
Colombia y el control negativos una muestra diarreica previamente probada en el laboratorio de virologia de la Universidad
Javeriana. En lo adelante, los pozos contienen: Pozo 1: Cascarilla, Pozo 2: Cortes de pasto, Pozo 3: Mezcla del cuarto
tratamiento y materia fecal positiva para RV, Pozo 4: Mezcla de cascarilla y materia fecal positiva para RV, Pozo 5: Muestra del
quinto tratamiento estéril, Pozo 6 Cascarilla estéril, Pozos 7 y 8: tratamientos 1 y 2.

p C+ C- 1 2 3 4 5 6 7 8

1500 pb _—
1000 pb =3 =
500ph —>| —

Figura 2. Resultados de la RT-PCR para el segmento de 376 pb del gen que codifica la proteina VP6 de capside intermedia.
Muestras del tercer ensayo seleccionadas al azar. Los tres primeros pozos contienen el mismo patron de talla molecular
utilizado en el gel anterior y los controles de técnica de PCR. En lo adelante, los pozos contienen: Pozos 1 al 6 contienen
respectivamente T3R1, T3R2, T3R3, T4R1, T4R2, T4R3. Pozo 7: Mezcla de T4R3 y materia fecal positiva para RV, Pozo 8:
T4R3 estéril.
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cuya principal via de transmision es fecal-oral. Por poseetivas, lo cual indica que ya el proceso habia logrado la
resistencia a factores medio ambientales, permanecen @mactivacion viral y la desaparicion la proteina VP6. La
el suelo, el agua y los alimentos, lo que facilita su disemireaparicion viral en la semana 5 y 8 puede ser interpretado
nacion (6). Aungue existen pocos reportes donde se dele dos formas, la primera podria ser la contaminacion del
muestra la presencia de virus en abonos orgénicos, €@mpost por herramientas de trabajo, la segunda que real-
sencillo presumir que los materiales con los que estos esmente haya existido virus durante todo el proceso de
tan elaborados son facilmente portadores de este tipo d®mpostaje pero que por cuestiones del azar en la recolec-
patégenos. cion de los 5 g recogidos para el tratamiento y deteccion
viral, no se haya seleccionado un lugar en el que estuviera
Para determinar la presencia de virus en muestras biologél virus. (distribucion desigual del virus en la muestra).
cas existen diversas técnicas que difieren en su sensibili-
dad y su fundamento. En la actualidad la prueba de PCRn el tercer ensayo, la presencia de RV en el pasto puede
podria considerarse como prueba de “oro para detectar ebnsiderarse como la fuente de contaminacion del compost.
acido nucleico viral”, reportando una sensibilidad mayorSin embargo la presencia de inhibidores de la PCR se hizo
a 10 particulas/ml (15), sin embargo, su alto costo dificul-evidente al mezclar el RV con una muestra de compost
ta su implementacion (6). La prueba de ELISA ha sido poestéril. Asi pues, no se pudo saber si la ausencia de RV en
muchos afios otra alternativa para detectar virus. Esta pfos diferentes tratamientos del tercer ensayo se debié a
see una sensibilidad entre*301C particulas/ml por o inactivacion viral por el proceso de compostaje o que real-
cual, un resultado positivo significa que en la muestra demente el virus se encuentra aun en la mezcla pero que no
ben existir cantidades iguales o mayores a esa cantidad €@ permitida la amplificacion del segmento génico debi-
virus para ser detectados y un resultado negativo implicéo a las sustancias quimicas que impidieron su amplifica-
cantidades menores a*¥articulas/ml (15). cién. El mecanismo de accién de los inhibidores actta en
varios niveles: interfieren en la extraccion del acido
La prueba de ICF para determinar virus en muestras biolducleico, degradan las cadenas de acido nucleico extrai-
gicas ha surgido recientemente y si bien no existen data#o, inhiben la accion de las polimerasas durante la ampli-
por parte de la casa comercial de su nivel de deteccion, cdigacion o interaccionan con los dNTPs y el Mg del tampon
los resultados de este ensayo se logré percibir que posde PCR impidiendo la polimerizacion (3, 16).
una sensibilidad menor que una prueba de ELISA, lo que
supondria que detecta a partir dégticulas/ml. Con los resultados encontrados, se pueden presentar va-
rias discusiones, la primera es que los estuches comercia-

Las pruebas de ELISA y de ICF son pruebas cualitativades Utilizados, no son exclusivos para determinar RV
sin embargo, los datos de absorbancia de la prueba &ymano en materia fecal, estos también detectan RV de
ELISA fueron utilizados por los autores como un indice9rupo A de origen bovino, sin embargo, para lograr com-
del nimero de particulas virales. Al observar el comportaProbar el origen viral y poder determinar que el RV encon-
miento el RV durante el primer ensayo, se evidencio qué’ado durante las primeras semanas es el mismo RV
los controles positivos sobrepasan las 1,5 unidades. En gficontrado al final del mismo, se deben implementar prue-
primera semana los valores estan entre 1y 1,5 unidaded)3s de PCR, o PCR en tiempo real, que ademas de determi-
para la semana 2 los valores ya estan cercanos al punto 0@ la cantidad de virus presente en la muestra, daran como
corte, lo cual hace sospechar de una disminucién progregesultado secuencias génicas que deben ser analizadas para
va de la cantidad de particulas virales. En el segundo ens@videnciar similitudes de las cepas encontradas a lo largo
y0, no se observé presencia viral en el contenido rumingfi€! proceso (16).

ni en otra de las matrices a compostar, lo que hace suponer

que durante el proceso de compostaje, no se encontrarié¢tualmente la norma colombiana de abonos organicos
resultados positivos (datos no mostrados) NTC 5167, no incluye sino bacterias patégenas en el con-

trol de calidad de los mismos, sin embargo, la decision del
Por las caracteristicas de resistencia del virus a los factor@®bierno francés es la de incluir en su legislacion un nd-
medioambientales, durante la primera semana del proces@€ero maximo de enterovirus en abonos organicos (2,11),
las muestras se mantuvieron positivas pues aln no se &orma que ya empieza a ser estudiada por otros paises de la
canza la temperatura ni el cambio de pH suficiente para Igomunidad Econdmica Europea, en especial para aque-
destruccién viral. En la segunda semana, solo una muestt@s abonos que sean aplicados para produccion de horta-
dio positiva, lo cual demuestra que los proceso quimicos {zas organicas. Con base en los resultados presentados en
fisicos activos, estaban afectando la viabilidad viral, par&@ste articulo en donde se sugiere la presencia de virus du-
las semanas 3y 4, la totalidad de las muestras fueron neg&nte un proceso de compostaje, se podria aceptar la norma
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francesa y para esto se deberan implementar técnicas @onflicto de intereses

extraccion y deteccién viral y estandarizar metodologias

que detecten y eliminen sustancias inhibidoras para evitdros autores del este articulo manifiestan que el trabajo
resultados falsos negativos de virus en muestras como etgalizado y los resultados presentados no generan conflic-
tas 0 muestras obtenidas del ambiente tales como agu®,de intereses.

alimentos, entre otras (5). Otra de las herramientas que se
debe implementar es el de las BPMs (Buenas précticas de

manejo de cultivo) en donde los utensilios de trabajo q“‘??eferencias

se utilicen, sean diferentes durante cada etapa del proceso
para evitar que utensilios contaminados, contaminen may
terial limpio, que pudo ser la causa de la aparicion de mues-
tras positivas después de varias semanas en las que el RV
aparentemente habia desaparecido del fertilizante.

Conclusiones

Los abonos organicos como el compost, en especial los de
origen animal o mixto, puede contribuir con la disemina-
cion viral y que si bien el aumento de la temperatura y la
presencia de productos metabdlicos de los microorganiss.
mos degradadores de materia organica durante el proceso
de compostaje deberian inactivar el virus y disminuir su
titulo, existe la posibilidad de que estos permanezca atra-
pados en particulas organicas estables como las sustancias
hamicas y lleguen luego a los cultivos, contaminado sué:
productos finales. Por este motivo se debe incluir la detec-
cion de virus dentro del control de calidad de los abonos y
se deben implementar normas de buenas practicas agricg-
las que disminuyan la posibilidad de contaminacion.
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