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RESUMEN

Los residuos de las explotaciones avicolas son utilizados como una fuente de nutrientes y de
materia orgénica en los suelos agricolas, en especial en los sistemas de agricultura organica. Sin
embargo, estos materiales pueden causar efectos adversos sobre las condiciones generales del
suelo, ya que contienen altas densidades de bacterias entéricas potencialmente patdgenas; como
por ejemplo bacterias resistentes a antibioticos (ARBS) y sus correspondientes genes de resistencia
a antibidticos (ARGS). La utilizacion de estos materiales puede representar una probable via de
diseminacion de microorganismos patdgenos y sus determinantes a través de la cadena alimentaria.
En esta investigacion que forma parte del proyecto "EVALUACION DE LA DISEMINACION
AMBIENTAL DE GENES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS POR MEDIO DEL
ESTIERCOL DE GALLINA" (HCU 1752-CU-P-2019), se realizo la evaluacion del efecto de la
adicion de gallinaza de compostaje tradicional y comercial sobre las densidades de ARBs y ARGs
en vegetales cosechados con estos materiales. Adicionalmente, se evaluaron los mecanismos de
virulencia y resistencia de los aislamientos de Escherichia coli detectados. Los resultados sugieren
que la gallinaza de compostaje tradicional influencia en mayor grado la diseminacion de ARBs y
ARGs en relacion a la gallinaza comercial. Los aislados de E. coli presentaron un perfil de
multirresistencia a antibidticos, destacando que los mecanismos de resistencia antibidtica de estas
bacterias se encontraron codificados en cromosomas y no en plasmidos. Por otro lado, se uso la
técnica de qPCR, para la deteccion de ARGs, los cuales mostraron niveles muy altos de deteccion
para los genes: sully blatem y bajos niveles de deteccion en genes como: gnrsS, tetW, ermB y 16S
rADN. Llegando a la conclusion que la diseminacion de ARBs y ARGs a partir de gallinazas de
compostaje tradicional y comercial hacia los alimentos es probable, representando ésta una
potencial via de diseminacién de determinantes de resistencia a antibidticos a través de los

alimentos.



SUMMARY

Poultry manure is traditionally used as a good source of nutrients and organic matter in agricultural
soils, especially in organic-farming systems. However, these materials can cause adverse effects
on general soil conditions, since they contain high densities of potentially pathogenic enteric
bacteria; such as antibiotic resistant bacteria (ARBs) and their corresponding antibiotic resistance
genes (ARGs). The use of these materials may represent a probable route of dissemination of
pathogenic microorganisms and their determinants through the food chain. This thesis is part of the
project "EVALUACION DE LA DISEMINACION AMBIENTAL DE GENES DE
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS POR MEDIO DEL ESTIERCOL DE GALLINA" (HCU
1752-CU-P-2019). The aim of this thesis is the evaluation of the effect of the addition of traditional
and commercial composting on the densities of ARBs and ARGs in vegetables (lettuce and radish).
The virulence and resistance mechanisms of the detected E. coli isolates were evaluated. The results
suggest that traditional composting chicken manure influences to a greater extent the spread of
ARBs and ARGs in relation to commercial chicken manure. The E. coli isolates presented an
antibiotic multiresistance profile. The transconjugation experiments suggest the mechanisms of
antibiotic resistance of these bacteria were found encoded in chromosomes and not in plasmids.
On the other hand, the qPCR technique was used to detect ARGs, which showed very high levels
of detection for sull and blarem and low levels of detection to gnrsS, tetW, ermB and 16S rDNA.
The dissemination of ARBs and ARGs from traditional and commercial poultry manure to food is
plausible, representing this a potential route of dissemination of antibiotic resistance determinants

through the food chain
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes investigativos

La agricultura organica representa una alternativa a los métodos de agricultura convencional, ya
que estd enfocada en la sustentabilidad, sostenibilidad y la conservacion del ambiente. (Gonzalez
et al. 2017). A nivel general, los sistemas de agricultura organica reemplazan el uso de fertilizantes
inorganicos por abonos de origen animal (Ren etal. 2019). La adicion de residuos animales
suministra la demanda de nutrientes para las plantas y mejora la calidad del suelo por poseer
nutrientes esenciales para el desarrollo vegetal (Hossain 2018). Por ejemplo, en el cultivo de
remolacha Beta vulgaris, al usar excremento de aves de corral se observaron efectos positivos en
la rizosfera y altura de la planta (Pyakurel et al. 2018). Al igual que en el cultivo de rabano
(Raphanus sativus) y lechuga (Lactuca sativa), se obtuvo altos rendimientos y una mejora de las
propiedades quimicas y fisicas del suelo al ser aplicado (Adekiya et al. 2019). En el cultivo de
lechuga, el uso de este estiércol es muy acogido por los agricultores, por su bajo costo y su elevado
contenido de nitrégeno (Yaduma et al. 2018). En adicion a estas ventajas, su uso en comparacion
de los productos quimicos se favorece, considerando el costo elevado de los productos sintéticos y

que favorece a la degradacion del suelo (Dixit et al. 2018).

Historicamente, los residuos de la industria productiva animal han sido utilizados como abonos en
suelo; considerando su elevado contenido de elementos quimicos necesarios para la nutricion
vegetal, su costo y facilidad de uso (Marti et al. 2014). Sin embargo, los mismos contienen
elevadas densidades de bacterias entéricas, entre ellas bacterias resistentes a antibiéticos (ARBS) y
sus correspondientes genes de resistencia a antibioticos (ARGs), por lo que son catalogados como
potenciales reservorios de estos contaminantes (Cheng et al. 2016, Cook et al. 2014); aumentando

12



la probabilidad de transferirse dentro de la cadena alimentaria a través del consumo de vegetales
cultivados en suelos que han recibido enmiendas de estiércol (Sun et al. 2018).

Actualmente, el uso de antibidticos en el sector productivo utilizados como terapéuticos,
mejoradores de eficiencia de pienso o promotores de crecimiento, ha contribuido
significativamente a la aceleracion del ritmo evolutivo bacteriano (Laxminarayan et al. 2013). Se
estima que mas del 80% de la produccion mundial de antibioticos es utilizada en animales, cuya
utilizacion muchas veces no cuenta con adecuada supervision profesional (Wieland et al. 2018).
Por lo tanto, su presencia en los nichos ecolégicos animales tiende a modificar la estructura de su
microbioma, favoreciendo a las poblaciones bacterianas resistentes, en especial a las del tracto
gastrointestinal, el cual es un habitat natural de microorganismos potencialmente patdégenos (Zhu
et al. 2013, van den Bogaard y Stobberingh 1999).

Existe una vasta evidencia que liga el uso de estiércol de animales en sistemas agricolas con la
diseminacion de antibidticos, bacterias resistentes a antibiéticos (ARBS) y genes de resistencia a
antibioticos (ARGs) en campos de cultivo y alimentos (Chung et al. 2017, Cornejo et al. 2018).
Estos contaminantes pueden ser absorbidos por la raiz de las plantas o estar presentes a nivel
superficial (Wang et al. 2018). Por ejemplo, en cultivos de lechuga que recibieron enmiendas de
estiercol de aves de corral, se detectaron altos niveles de ARGs en la rizosfera, litosfera y el
endofito de laraiz (Zhang et al. 2019). La aplicacidn de estas practicas puede representar un riesgo
potencial de integracion de contaminantes biologicos y quimicos dentro de la cadena alimentaria
(Sarmah et al. 2006, Tien et al. 2017, Heuer et al. 2011). Por lo cual, el uso de ciertos estiércoles
de origen animal en cultivos puede representar una de las causas en el incremento de la resistencia

antibidtica en seres humanos y animales (Wang et al. 2018).

A nivel mundial se han realizado una variedad de investigaciones que correlacionan las densidades
bacterianas en alimentos provenientes de cultivos que han utilizado excremento de animales. Por

ejemplo, en cultivos de rabano y lechuga cultivados a partir de suelos con estiércol bovino, los
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niveles de ARBs y de ARGs se incrementan considerablemente (Guron et al. 2019). Escherichia
coli es el mayor responsable de brotes transmitidos a productos que son consumidos en fresco y
que su suelo ha recibido enmiendas de estiércol (Luna-Guevara et al. 2019). Otra investigacion
demostro que los vegetales provenientes de suelos que han recibido estiércol crudo presentaban
densidades elevadas de ARBs (Tien et al. 2017). Y mayor ARGs en suelos donde es aplicado
estiércol crudo en comparacion de suelos donde es aplicado estiércol compostado (Murray et al.
2019).

De igual manera, el estiércol fresco de pollo posee altas concentraciones de ARGs en comparacion
del estiércol fresco de caballo (Urra et al. 2019). A pesar que las ARBs y ARGs presentan una
elevada persistencia frente a tratamientos de compostaje termofilico, motivo por el cual este
tratamiento no representa una garantia de eliminacion total de contaminantes bioldgicos (Xie et al.
2016). No se descarta como una solucion a los tratamientos de estiércol antes de ser aplicados al

suelo para disminuir la presencia de ARGs (Luna-Guevara et al. 2019).

La transferencia de E. coli al sistema de las plantas es posible, sea por la aplicacion de estiércol o
por medio del agua de riego (Habteselassie et al. 2010). En Estados Unidos, en una granja se
detecto un brote de E. coli O157: H7; se vinculd como vector a los cultivos de lechuga, donde 5 de
10 muestras dieron positivo a E. coli 0157: H7 (CDC 2018). Un estudio confirma que la carga
bacteriana en verduras de hoja es disminuida pero no en su totalidad cuando se lava con agua
potable (Uhlig etal. 2017). Lo que resulta perjudicial ya que las condiciones comerciales de
productos frescos (Hutchison et al. 2017), no nos garantiza el control de E. coli de manera segura
(Jung et al. 2014, Hutchison et al. 2017). Es necesario reducir el uso de antibidticos asi como las

practicas que ayudan a la dispersion de ARBs 0 ARGs. (Tiedje et al. 2019)
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Una de las causas de la variacion genotipica en bacterias es la capacidad de transferir
horizontalmente sus genes (HGT: del inglés horizontal gene transfer) (Nielsen et al. 2019), lo que
ha ocasionado que las bacterias sean capaces de evolucionar permitiendo que mejoren su
adaptabilidad, aseguren su sobrevivencia y promuevan la propagacion de genes a distintas
poblaciones bacterianas (Carvalho etal. 2019). Los ARGs se transportan a las bacterias por
plasmidos mediante el proceso de conjugacién (Povolo y Ackermann 2019), esto ocurre dentro
del tracto gastrointestinal del animal debido a las elevadas densidades bacterianas presentes
(Dungan et al. 2019), donde pueden ocurrir estos eventos con una elevada probabilidad (Villa
et al. 2019). La transferencia de genes de resistencia por conjugacion en cultivos que poseian E.
coli se identifico en la mayoria de 43 estudios en una revision sistematica (Leclerc et al. 2019). En
otro estudio se comprueba que las técnicas de compostaje de estiércol porcino aumenta la
persistencia de ARGs en el suelo pero disminuye la presencia de ARGs en el estiércol (Xu et al.
2019). Por lo tanto, en cultivos cuyo suelo ha recibido enmiendas de estiércol -ya sea crudo o
compostado-, los ARBs y ARGs pueden ser transferidos (Tien et al. 2017).

Las provincias de Tungurahua y Cotopaxi producen alrededor del 60% de huevos a nivel nacional
(Bueno et al. 2016). Por lo que, la cantidad de residuos generados, y la utilizacion de los mismos
en cultivos organicos es ampliamente extendida en la zona. Sin embargo, no se ha hecho una
evaluacion especifica sobre el efecto que tiene la adicion de esta gallinaza sobre los cultivos.
Motivo por el cual, en la presente investigacion evaluaremos la potencial diseminacion de ARBs y
ARGs en cultivos que han sido afiadidos gallinaza comercial y gallinaza que ha recibido un

compostaje tradicional utilizando técnicas de microbiologia convencional y de biologia molecular.
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1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de la aplicacion de gallinaza de compostaje tradicional y comercial sobre las
densidades de bacterias resistentes y genes de resistencia a antibiéticos en cultivo de rabano y
lechuga.

1.2.2. Objetivos Especificos

- Cuantificar indicadores microbioldgicos como: E. coli, coliformes totales y aerobios totales
y resistentes a sulfametoxazol y &cido nalidixico en cultivos de rabano y lechuga aplicados

gallinaza de compostaje tradicional y comercial.
Cuantificar las densidades de genes de resistencia a antibioticos: sull, blatem, gnrS, tetW,
ermB y 16S rDNA en cultivos de rabano y lechuga aplicados gallinaza de compostaje
tradicional y comercial.

- Evaluar la virulencia de E. coli por conjugacion y perfiles de resistencia a antibi6ticos

aislados a partir de rébanos y lechugas proveniente de cultivos aplicados gallinaza de

compostaje tradicional y comercial.

1.3. Hipdtesis

La adicion de gallinaza al suelo puede influenciar en la trasferencia de bacterias de resistencia a

antibioticos (ARBS) y genes de resistencia a antibioticos (ARGS) en cultivos de rabano y lechuga.
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CAPITULO Il.- METODOLOGIA

2.1. Equiposy Materiales

2.1.1. Equipos

El proyecto requerira los siguientes equipos:

e Incubadora

e Balanza

e Bafio maria

e Vortex (Equipo utilizado para mezclar pequerfios frascos con liquido)

e Centrifuga

e Agitador magnético

e Refrigerador

e Termociclador en tiempo real (7500 Fast Real Time System, Applied Biosystems).
e Cabina de bioseguridad tipo Il

e Computador

2.1.2. Materiales y reactivos

El proyecto requeriré de los siguientes materiales y reactivos:

e Agar Chromocult
Agar LB
Agar MacConkey

Agar Miller-Hinton
Caldo LB
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Solucién tampon PBS

Glicerol

Agua peptonada

Discos de antibiotico (ceftazidima, ceftriaxona, cefepima, amoxicilina / acido clavulanico
21, nitrofurantoina, sulfametoxazol / trimetoprim, gentamicina, ampicilina, ertapenem,
imipenem, cefoxitina, fosfomicina / trometamol, cloranfenicol, ciprofloxacina y
azitromicina)

Cajas Petri de pléastico

Cajas Petri de vidrio

Asas o0 espatulas de digralsky

Asa bacterioldgica

Botellas de cristal tapa azul (1000ml, 500ml, 100ml)

Matraz Erlenmeyer (250ml)

Pipetas

Pera de succion

Micropipetas

Puntas para micropipetas

Tubos eppendorf

Tubos falcon

Tubos de ensayo

Tubos de vidrio tapa rosca

Crioviales

Frascos de orina estériles

Hisopos de algodén

Algodon

Gasa y piola

Mechero
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e Placas de 96 pocillos para g°PCR (Applied Biosystems).

o Kit de extraccion de DNA genomico (PowerSoil, Qiagen, USA).

e Estandares para qPCR (sull, blatem, gnrs, tetW, ermB)

e Reactivos (Na,COs, MgCl,, CaCly, HCI, Sulfametoxazol (Antibictico), Acido Nalidixico
(Antibiotico), azida de sodio, ceftriaxona (Antibiotico))

e Bacteria E. coli J53

e Environmental Master Mix qPCR (Applied Biosystems).

e Primers y sondas de gPCR (blaTem, sull, gnrsS, tetW, ermB).

e Piederey

e Forcipula

2.2. Meétodos y Protocolos

2.2.1. Microbiologia

2.2.1.1.  Cuantificacion de aerobios, coliformes y Escherichia coli (totales y

resistentes).

Las muestras (rabano y lechuga) fueron previamente lavadas, picadas, pesadas y colocadas en
Erlenmeyers con tapones de algodon estériles para ser homogenizadas con PBS 1x en una
proporcién 1/10 (1/2) por medio de agitacion vertical a 900 osc/min. Posteriormente se traslado el
sobrenadante en otro recipiente estéril, descartando los sélidos suspendidos. Continuando con los

siguientes pasos:

1. Se preparo0 diluciones seriadas de acuerdo a la carga estimada de microorganismos, usando
PBS 1x.

2. Se coloco 100 pL de diluciéon en el medio de cultivo deseado (LB para aerodbicas totales,

con antibidtico (acido nalidixico, sulfametoxazol) y sin antibiético y agar Chromocult®
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para coliformes totales y E. coli con antibi6tico (&cido nalidixico, sulfametoxazol) y sin
antibidtico y con un asa de drigalski se esparce la dilucién en la placa.

3. Se etiqueto.

4. Las cajas Petri fueron colocadas en el incubador microbiolégico durante 18-24 h a 37°C.

5. Se cuantificd los microorganismos existentes en las cajas Petri con medios de cultivo.

2.2.1.2.  Criopreservacion de bacterias aerobias (E. coli) resistentes a antibidticos (acido

nalidixico, sulfametoxazol).

1. En tubos de vidrio con tapa rosca se colocé 5ml de caldo LB para las diferentes bacterias,
se etiquetd y con la ayuda del asa previamente flameada en el mechero se tomé el inéculo.
Se incubo durante 18-24 h a 37°C.

2. Una vez transcurrido el tiempo, en tubos de microcentrifuga se homogenizé las muestras

con glicerol al 15%. Se etiquetd y guardo en congelacion.

2.2.1.3. Perfiles de resistencia

Se utiliz6 la técnica de Kirby-Bauer o de difusién en disco recomendada por Clinical and
Laboratory Standards Institute CLSI (Hudzicki 2016).

1. Se etiqueté apropiadamente cada placa de agar Muller-Hinton (MH) (Referencia de:

aislado, nimero de placa y fecha) para cada organismo analizado.

2. Se sumergio un hisopo estéril en el tubo de inoculo que alcanzaron 0,5 en la escala
McFarland.
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10.

11.

Se giro6 el hisopo contra el costado del tubo, aplicando presion firme contra las paredes
internas del tubo con la finalidad de eliminar el exceso de liquido.

Se inocul6 la superficie seca de una placa de agar MH con el hisopo tres veces sobre toda
la superficie del agar; se procurd girar la placa de manera continua para asegurar la

distribucion pareja del indculo.

Se borde0 la placa con el hisopo para recoger el exceso de liquido, desechando el hisopo en

un contenedor para desechos biopeligrosos.

Dentro de la cabina de bioseguridad II, la placa fue dejada con su tapa entreabierta,
permitiendo que la placa se asiente a temperatura ambiente en un intervalo de tiempo entre

5 a 15 minutos, favoreciendo que la superficie de la placa de agar se seque.

Se colocé los discos del panel de antibidticos a evaluar sobre la superficie del agar,

utilizando pinzas anatomicas estériles.

Se aplic6 una ligera presion para fijar el disco sobre la superficie del agar, a una distancia
recomendada de mas de 15 mm del borde de la placa, y de mas de 30 mm entre discos, con
la finalidad de no solapar los diametros de difusion del antibidtico, y por ende de los halos

de inhibicidn.
En las placas de 100 mm utilizadas no se coloco mas de 4 discos de antibidtico.

Se incubo las placas a 35 - 37°C durante 18 o 24 horas. Las placas se colocaron en la
incubadora en forma invertida para que el agua condensada no caiga sobre el agar; para
precautelar un cambio indeseado en las condiciones del medio y en la lectura de los halos.

Transcurrido el tiempo establecido, se miden los diametros de los halos de inhibicién en

mm, utilizando un calibrador o una regla de antibiograma.
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12. Los resultados de los didmetros son contrastados con la tabla actualizada del CLSI, para
categorizarlos como resistentes, sensibles o intermedios (Clinical and Laboratory
Standars Institute 2020).

2.2.1.4.  Conjugacion

1. Sesembrd en cajas con agar MacConkey + Azida de sodio la bacteria E. coli J53 (resistente
a azida) y la bacteria de interés en agar MacConkey sin suplementacion. Fueron incubadas
por 18-24 h a 37°C.

2. Individualmente se tomé la cepa en cultivo puro y fue colocada en 5ml de caldo LB, se
incubo por 18-24 h a 37°C. En el caso de la bacteria E. coli J53 se afiadio azida (2ug/ml).

3. Entubos falcon se colocd 4ml de bacteria E. coli J53 y a 3260 x g se centrifugo durante 10
minutos, descartamos el liquido.

4. Se coloc6 500 pl de caldo LB a cada tubo falcon, cada muestra se agito en vortex por 6
segundos.

5. En tubos con tapa rosca, individualmente se coloc6 500 pL de bacteria resistente a
antibidtico con los 500 uL de caldo LB con bacteria E. coli J53, se complementd con 4 ml
de caldo LB. Incubamos por 18-24 h a 37°C.

6. Se realizo el antibiograma incluyendo un testigo (E. coli J53), incubamos porl8-24 h a
37°C y se observo el diametro de los halos.

7. Se evaluaron los diametros por medio de las tablas del CLSI, tal y como se realizo en el

experimento anterior.
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2.2.2. Técnicas moleculares

2.2.2.1. Extraccién de DNA

Este procedimiento se realizé con la ayuda del kit para extraccion de DNA Bacteriano para
muestras solidas “Powersoil DNA Isolation Kit; MoBio Lab, Inc, USA”

1.

Se afiadi6 0,25 g de muestra a tubos PowerBeads incluidos en el kit y se mezcld por vortex
vigorosamente.

Se agregd 60 L de la solucién C1 'y se mezcl6 por vortex

Se coloco los tubos dentro del vortex Mo-Bio de manera horizontal agitdndolo a maxima
velocidad durante 10 minutos.

Se centrifugo los tubos a 10.000 x g durante 30 segundos a temperatura ambiente y ser
transferido el sobrenadante a un tubo de micro centrifuga.

Se adiciond 250 pL de la solucion C2, mezclandolo por vortex durante cinco segundos. Se
puso a incubar a 4°C durante 5 minutos. Se centrifugo a temperatura ambiente durante 1
minuto a 10.000 x g. Se transfirié 600uL del sobrenadante a un nuevo tubo.

Se aplico 200 pL de la solucién C3 y cuidadosamente se mezcl6 e incubd a 4°C durante 5
minutos. Se centrifugo a temperatura ambiente durante un minuto a 10.000 x g. fue
transferido 750 pL del sobrenadante a un nuevo tubo.

Se agreg6 1200 uL de la soluciéon C4 al sobrenadante y se mezcl6 por vértex durante cinco
segundos.

Se coloc6 aproximadamente 675 pL dentro del filtro provisto dentro del Kit, y se puso a
centrifugar a 10.000 x g por 1 minuto a temperatura ambiente. Se descartd el liquido. Se
repitié el proceso hasta terminar el liquido.

Se afiadio 500 pL de la solucion C5y se centrifugo a temperatura ambiente por 30 segundos
a10.000 x g se descartd el flujo.

10. Se coloc6 en la centrifuga nuevamente a temperatura ambiente por un minuto a 10.000 x g.
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11. Cuidadosamente se colocd el filtro en un tubo de micro centrifuga limpio y se adicion6 100

pL de la solucion C6 al centro de la membrana. Se colocé en la centrifuga a temperatura

ambiente durante 30 segundos a 10.000 x g., posteriormente se desecho el filtro.

12. Se almacend el DNA en congelacién a -20°C.

2.2.2.2. Cuantificacidn de genes de resistencia a antibidticos

La metodologia realizada para PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) cuantitativa (QPCR)

mediante la Técnica TagMan para los genes sull, blatewm, tetW, gnrS y 16S rDNA fue a partir del

protocolo de gPCR detallado en la Tabla 1.

Tabla 1. Protocolo de gPCR con sondas TagMan

Reactivo Cantidad (pL) Descripcion

Primery 1 Primer 1y primer 2: Conc. 18 uM.
Sonda Sonda: Conc. 5 uM.

TagMan 10 TagMan Master Mix ambiental: 2.0.
Muestra 9 ADN bacteriano

Donde se sigui6 los siguientes pasos:

Fuente: Autor

1. Secalcul6 el volumen a utilizar, del reactivo TagMan environmental master mix y Primer +

Sonda para el numero de muestras a analizar y se mezcl6 en un tubo Eppendorf nuevo y estéril.

2. Setransfirié 11 uL de la mezcla a cada pocillo de la placa dptica.

3. Seafiadio a los pocillos de la placa un volumen de 9 uL de los estandares (3) y de cada muestra

a investigar. El orden y la cantidad dependié de la cantidad de muestras analizadas.

Se coloco la placa en el termociclador y se analizé la grafica de amplificacidn. Las secuencias de

nucleotidos de los primers y sondas de qPCR a ser utilizadas se las describe en la Tabla 2.
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Tabla 2. Secuencia de nucle6tidos de primers y sondas de gPCR

GEN PRIMER SECUENCIA (5°’- 3’) REFERENCIA
blatem UP CACTATTCTCAGAATGACTTGGT (Lachmayr et al. 2009)
LP ATCCGCCTCCATCCAGTCTA
Sonda 6FMA-CCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGG-
MGBNFQ
sull UP CCGTTGGCCTTCCTGTAAAG (Modificado de Czekalski,
LP TTGCCGATCGCGTGAAGT . :
Berthold, Caucci, Egli, &
Sonda FAM-CGAGCCTTGCGGCGG-MGBNFQ
Burgmann, 2012)
tety uP CGGCAGCGCAAAGAGAAC (Walsh et al. 2011)
LP CGGGTCAGTATCCGCAAGTT
Sonda VIC-CTGGACGCTCTTAGG-MGBNFQ
gnrS up CGACGTGCTAACTTGCGTGA (Colomer-Lluch et al. 2011)
LP GGCATTGTTGGAAACTTGCA
Sonda GGCATTGTTGGAAACTTGCA
16S UP TCCTACGGGAGGCAGCAGT (Nadkarni et al. 2002)
DNA LP GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT
Sonda FAM-CGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC-MGBNFQ
ermB UP GATACCGTTTACGAAATTGG (Chen et al. 2007)
LP GATACCGTTTACGAAATTGG
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CAPITULO IIl.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Resultados

La cosecha de los rabanos se realiz6 cuando culmind el ciclo vegetativo, es decir en 30 dias y en
las lechugas en 120 dias después del trasplante, el porcentaje destinado para conocer la media del
didmetro ecuatorial y peso, mostraron altos valores en rabanos y lechugas donde se aplicaron
gallinaza comercial : 5,5 cm — 32,29 g; 13,09 cm — 364,81 g, respectivamente.

Con respecto a las densidades microbioldgicas y de genes de resistencia a antibidticos, para cada
uno de los parametros estudiados se presentan como el promedio y la desviacion estandar
calculada, asi como el resumen de los resultados estadisticos, los cuales son presentados de manera

ampliada en Anexos.

3.1.1. Microorganismos aerobios

Para analizar el efecto de la adicion de gallinaza sobre las densidades de bacterias y ARGs en las
hortalizas cultivadas, se realiz6 un analisis de varianza y una prueba de medias de Tukey, para
observar las diferencias entre tratamientos. La tabla 3 y 4 detallan los resultados para rabano y

lechuga, respectivamente.
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Tabla 3. Microorganismos aerobios (totales, resistentes a sulfametoxazol y acido nalidixico),
coliformes (totales, resistentes a sulfametoxazol y acido nalidixico) y E. coli (totales, resistentes a
sulfametoxazol y &cido nalidixico) en rabano.

TRATAMIENTOS (UFC/g)

Variables Compostaje Comercial Sustrato

Tradicional (CONTROL)

E. coli ** 6,67 x 102 (4,16 x 10%)* 2,33 x 10? (5,77 x 10H)* <3.16 x 10* B

E. coli RS * 2 x 102 (1 x 10?7 6,67 x 10* (5,77 x 10%)AB <3.16 x 10* B

E. coli RAN 1x 102 (0 x 10°) < 3.16 x 10* (bld) <3.16 x 10! (bld)

Colif. Totales **  1,73x10*(1,93x 103* 2,33 x 102 (5,77 x 1008 4,22 X 10% (1,83 x 10))°

Colif. RS * 2 x 10% (1 x 1097 6,67 x 10* (5,77 x 10%)"B <3.16 x 10* B(bld)

Colif. RAN 1,33 x 10% (5,77 x 10H)A <3.16 x 10* B(bld) <3.16 x 10* B(bld)

Aerob. Totales ** 8,17 x 10* (9,50 x 10%)* 5,77 x 10° (5,51 x 10%)B 1,37 X 10* (3 x 10%)€

Aerobios RS ** 295 x 103 (2,24 x 102)A 2x102(7,96 x 1058 1,01 X 103 (9,49 x 101)°

Aerobios RAN #x 1y 104 (7,51 x 10)* 3,38 x 10 (1,12 x 108 8,54 X 102(9,49 X 101)°

Leyenda: p< 0,05 significativo al 95% (*); p< 0,01 significativo al 99% (**)

Fuente: Autor

En el cultivo de rabano, se observa que existe una influencia altamente significativa (p< 0,01) entre

tratamientos para los pardmetros microbioldgicos de E. coli, coliformes totales, coliformes

resistentes a &cido nalidixico, aerobios totales y aerobios resistentes a sulfametoxazol; y

significativa (p< 0,05) en E. coli resistente a sulfametoxazol y coliformes resistentes a

sulfametoxazol y aerobios resistentes a acido nalidixico. En todos los parametros, las poblaciones

bacterianas mas altas estadisticamente en el caso de rabanos cultivados con gallinaza de compostaje

tradicional, seguidos de los cultivados con gallinaza comercial, y por ultimo, los cultivados en el

sustrato (control) sin adicion de gallinaza.

Por medio del analisis de prueba de medias, los niveles de E. coli en rabanos cultivados con

compostaje tradicional y gallinaza comercial son significativas en comparacion del control, siendo
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mayor la concentracion bacteriana en el tratamiento de compostaje tradicional. En el caso de E.

coli resistente a sulfametoxazol y coliformes resistentes a sulfametoxazol, las medias entre rdbanos

cultivados con compostaje tradicional en comparacion del control no son significativas, siendo los

niveles muy bajos en rabanos cultivados con gallinaza comercial.

Por otro lado, en coliformes totales, aerobios totales, aerobios resistentes a sulfametoxazol y a &cido

nalidixico, las medias de los tres tratamientos son significativas, siendo el de mayor concentracién

bacteriana los rdbanos cultivados con compostaje tradicional. Y en coliformes resistentes a &cido

nalidixico, las medias de las densidades bacterianas en compostaje tradicional fue el Unico

cuantificable en comparacion de los otros tratamientos, tal como se puede observar en la Tabla 3.

Tabla 4. Microorganismos aerobios (totales, resistentes a sulfametoxazol y acido nalidixico),
coliformes (totales, resistentes a sulfametoxazol y acido nalidixico) y E. coli (totales, resistentes a
sulfametoxazol y acido nalidixico) en lechuga.

TRATAMIENTOS

Variables Compostaje Comercial Sustrato
Tradicional (CONTROL)

E. coli ** 9,59 x 102 (1,11 X 109~ <3.16 x 10* B(bld) <3.16 x 10" B(bld)

E. coli RS <3.16 x 10 (bld) <3.16 x 10%(bld) <3.16 x 10%(bld)

E. coli RAN <3.16 x 10*(bld) <3.16 x 10*(bld) <3.16 x 10*(bld)
Colif. Totales ** 3,26 X 10% (3,59 X 10)”A 1,25 X 10° (1,49 X 10%)® 5,80 X 10% (1,11 X 109)°
Colif. RS * <3.16 x 10*A(bld) 2,11 X 10! (1,83 X 10H”B 3,88 X 10! (2,18 X 10%)B
Colif. RAN = <3.16 x 10*A(bld) 2,11 X 10! (1,83 X 10”8 2,11 X 10! (1,83 X 101)B

Aerob. Totales **

1,47 X 10° (1,49 X 102) A

1,06 X 10* (6 X 10%)A

1,17 X 10* (6,11 X 10%) B

Aerobios RS *

7,38 X 102 (6,58 X 101) A

2,80 X 10% (1,11 X 102)B

1,67 X 102 (1,15 X 102)°

Aerobios RAN *

1,12 X 10° (1,93 X 102) A

3,87 X 10° (3,06 X 102) B

2,15 X 10° (1,90 X 102)°

Leyenda: p< 0,05 significativo al 95% (*); p< 0,01 significativo al 99% (**)
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En el cultivo de lechuga, se observa que existe una influencia altamente significativa (p< 0,01)
entre tratamientos para los pardmetros microbioldgicos de E. coli, coliformes totales y aerobios
totales; y significativa (p< 0,05) en coliformes resistentes a sulfametoxazol y coliformes resistentes
a é&cido nalidixico, asi como en aerobios resistentes tanto a é&cido nalidixico, como a
sulfametoxazol. No fueron cuantificables las densidades de E. coli resistentes a sulfametoxazol y
a é&cido nalidixico. Al igual que en rébano, las densidades de bacterias en lechuga son
estadisticamente mas altas en el caso de las lechugas cultivadas con gallinaza de compostaje
tradicional, seguidas de las cultivadas con gallinaza comercial y por ultimo, las cultivadas en el

control sin adicion de gallinaza.

Por medio del analisis de prueba de medias, en el caso de E. coli se observa que la lechuga en la
que fue afadida y cultivada con gallinaza de compostaje tradicional fue la Unica en la que se
detectaron niveles cuantificables. En el caso de coliformes totales, las medias son
significativamente diferentes entre los tratamientos, detectandose densidades elevadas en el caso
de la lechuga cultivada con gallinaza de compostaje tradicional. Mientras tanto en coliformes
resistentes a sulfametoxazol y a &cido nalidixico las medias no fueron significativas en
comparacion del control (sustrato) teniendo en cuenta que el mayor nivel bacteriano fue en
lechugas afiadidas gallinaza de compostaje tradicional en comparacion del tratamiento de gallinaza

comercial.

La cuantificacion bacteriana de aerobios totales de los tratamientos de gallinaza de compostaje
tradicional junto con el de gallinaza comercial no son tan significativas entre ellas pero si al frente
del control destacando que la mayor concentracion fue en compostaje tradicional. Para coliformes
resistentes a sulfametoxazol y a &cido nalidixico las medias de los 3 tratamientos en los dos casos

fueron significativas. Tal como se puede observar en la Tabla 4.
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3.1.2. Perfiles de resistencia

Con la finalidad de evaluar la virulencia de los aislamientos de E. coli recuperados a partir de las
hortalizas, se realizé un andlisis de los perfiles fenotipicos de resistencia a antibidticos. Al
encontrarse E. coli en los 2 tratamientos en rdbano y en lechuga solo en un tratamiento, se utilizaron
6 cepas de diferentes tratamientos para la determinacion del perfil de resistencia antibidtica, el cual
se lo realiz6 mediante el método de difusion de discos o técnica de Kirby-Bauer. Las cepas aisladas
fueron sembradas en agar Mueller-Hinton y se evaluo su sensibilidad frente a 18 antibioticos de
interés sanitario: Gentamicina (CN10), estreptomicina (S10), amikacina (AK30), ertapenem
(ETP10), imipenem (IMP10), ceftriaxona (CRO30), cefoxitina (FOX30), cefepima (FEP30),
ceftazidima (CAZ30), fosfomicina/trometamol (FOT200), ciprofloxacina (CIP5), azitromicina
(AZM15), nitrofurantoina  (F300), cloranfenicol (C30), tetraciclina  (TE30),
sulfametoxazol/trimetoprima (SXT25), amoxicilina/acido clavulanico (AMC30) y ampicilina
(AMP10). Fenotipicamente se evalud la produccion de E. coli B-lactamasas con los antibidticos
Cefepima (FEP30), ceftazidima (CAZ30), ceftriaxona (CRO30) y amoxicilina/acido clavulanico
(AMC30), siendo negativos para todas las bacterias analizadas. El diametro del halo de inhibicion
permitid interpretar el grado de resistencia microbiana de cepas como sensibles, intermedias o
resistentes (Clinical and Laboratory Standars Institute 2020). Como se puede observar en el
Grafico 1y Tabla 5.
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Tabla 5. Media del diametro del halo de inhibicion de 6 cepas de E. coli aislados de rdbanos y lechugas, usando 18
antibioticos.

B2 B3 B4 B B6
] B1 (Rabano COMP. T | (Rébano COMP.T | (Rébano COMER. (Raba”"c ﬁ?MER- (Lechuga COMP. T
FAMILIA ANTIBIOTICO DISCO | (Rabano COMP. T CH) CH+S) CH+5) CH)
CH +N)
X | CATEGORIA | X | CATEGORIA | X | CATEGORIA | X | CATEGORIA | X | CATEGORIA | X | CATEGORIA
Gentamicina cN10 |17 -10 17 =10 6 1.0 17 -10 18 -1.0 17 —10
Aminoglucosidos Estreptomicina st0 | 6 1.0 6 1.0 6 1.0 6 1.0 14 0.0 14 0.0
Amikacina AK30 | 20 -1.0 18 -1.0 17 -1.0 18 -1.0 18 -1.0 19 -1.0
- Ertapenem ETP10 | 28 -1.0 28 -1.0 28 -1.0 29 -1.0 32 -1.0 29 -1.0
Carbapenémicos
Imipenem IMP10 | 27 =il 26 —ilg 25 =il 27 =il 29 =il 29 o
Ceftazidima CAZ30 | 23 -1.0 25 -1.0 23 -1.0 30 -1.0 29 -1.0 30 -1.0
. Ceftriaxona CRO30 | 13 1.0 15 1.0 7 1.0 28 ~1.0 27 ~1.0 29 o
Cefalosporinas
Cefepima FEP30 | 14 1.0 15 1.0 21 0.0 33 -1.0 31 -1.0 33 -1.0
Cefoxitina FOX30 | 20 =il 21 —il 29 -1.0 20 -10 21 -1.0 29 o
Fosfomicinas Fosfomicina/trometamol | FOT200 | 29 -10 30 -10 6 1.0 2 -1.0 32 -10 27 -10
(v et s Ciprofloxacina cips | 6 1.0 6 1.0 10 1.0 29 0.0 29 0.0 26 0.0
Macrélidos Azitromicina AZMI5 | 14 -10 17 -10 10 1.0 14 -1.0 17 -1.0 1 -10
NG EES Nitrofurantoina F300 |12 1.0 16 0.0 19 -1.0 19 - 1.0 24 - 1.0 17 -1.0
Fenicoles Cloranfenicol co | 8 1.0 9 1.0 6 1.0 28 -1.0 17 0.0 12 1.0
etracicinas Tetraciclina TE30 | 8 1.0 7 1.0 8 1.0 6 1.0 28 -1.0 15 -1.0
Sulfonamidas Sulfametoxazol/trimetoprima | SXT25 6 1.0 6 1.0 6 1.0 6 1.0 31 -1.0 20 -1.0
o Amoxicilina/Ac. Clavulanico | AMC30 | 11 1.0 11 1.0 17 0.0 14 0.0 21 -1.0 22 -1.0
B- lactamicos
Ampicilina AMPL0 | 6 1.0 6 1.0 6 1.0 6 1.0 22 =il 17 —il
TOTAL 11 FAMILIAS 9 7 9 4 0 1

Los casilleros que poseen el nimero (-1.0) seglin su halo de inhibicién son catalogadas como SENSIBLES, mientras que los que poseen (1.0) son catalogados como RESISTENTES por

lo tanto los que tienen el (0.0) son los INTERMEDIOS de un antibi6tico. Ademas las cepas que resultan resistentes a mas de dos familias de antimicrobianos son consideradas

MULTIRESISTENTES. Fuente: Autor
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Gréfico 1. Perfiles de resistencia de 6 cepas de E. coli aisladas de rabanos y lechugas, usando 18 antibidticos.

B3 (Rabano COMP. T CH+S)
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B6 (Lechuga COMP. T CH)

FPEEIIFIEEEIIPEPE e

-1.0 0.0 1.0

Los casilleros que poseen el color azul son aquellos que se catalogaron como SENSIBLES ante los antibi6ticos mientras que los que son de color rojo son los que resultaron RESISTENTES y los de color
blanco son aquellos que se catalogaron INTERMEDIOS. De las 6 cepas estudiadas, 4 fueron consideradas MULTIRESISTENTES porque mostraron resistencia a mas de dos familias de antimicrobianos.
Las cepas que no se mostraron como multiresistentes fueron la bacteria 5 y bacteria 6.

Fuente: Autor
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3.1.3. Conjugacion

Con la finalidad de evaluar si las bacterias analizadas son capaces de transferir sus mecanismos de
resistencia por medio de plasmidos, se realiz un ensayo de conjugacion entre la biomasa de los
mismos y la cepa receptora E. coli J53 (azida resistente). Sin embargo, los ensayos no fueron
positivos, denotando que los mecanismos de resistencia antibidtica de estas bacterias se encuentran

codificados en cromosomas y no en plasmidos.

3.1.4. Cuantificacién de ARGs en vegetales

Se realiz6 la extraccion de DNA de muestras compuestas de vegetales y su cuantificacion por
gPCR, donde se revel6 un 94,44 % de casos positivos para sull en rdbano y en lechuga el 100 % ;
en el caso de blatem en rabano se detectd un 5,55 % de casos positivos mientras que en lechuga un
33,33 %. Por otro lado, no existid presencia minima de genes como: gnrS, tetW, ermB y 16S rDNA,
por lo que no hubo deteccién.

Grafico 2. Boxplots gen sull en rabano
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Fuente: Autor
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En el caso del gen sull en rabano, se observa que existe una influencia significativa (p< 0,05) entre
tratamientos, donde se detectd un 100 % de las muestras analizadas en la fraccion de compostaje
tradicional, 100 % en la fraccion comercial y 83 % en la fraccion de sustrato (control). La mayor
abundancia fue detectada en rabanos cultivados en sustrato con compostaje tradicional y sustrato
con gallinaza comercial en comparacion del control, pero el nivel fue mayor en rdbanos cultivados

en sustrato con compostaje tradicional. Tal como se puede visualizar en el gréfico N° 2.

Gréfico 3. Boxplots del gen sull en lechuga
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Fuente: Autor

Por otra parte, en el caso de sull en lechuga también se observa que existe una influencia
significativa (p< 0,05) entre tratamientos, donde se detecté un 100 % de las muestras analizadas
en la fraccion de compostaje tradicional, 100 % en la fraccién comercial y 100 % en la fraccién de

sustrato (control). En el tratamiento de compostaje tradicional en comparacion del tratamiento de
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gallinaza comercial no existe mucha significancia, pero si entre el control. Tal como se puede

visualizar en el grafico N° 3.

Grafico 4. Boxplots del gen blatem en rabano
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Fuente: Autor

En el caso de blatem en rabano, se observa que existe una influencia significativa (p< 0,05) entre
tratamientos, donde se detectd el 16,67 % en la fraccion de compostaje tradicional y 0 % en las
fracciones de gallinaza comercial y sustrato (control). Tal como se puede visualizar en el grafico
N° 4.

35



Gréfico 5. Boxplots del gen blatem en lechuga
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Sin embargo, en el caso de blarem en lechuga, se observa que existe una influencia altamente
significativa (p< 0,01) entre tratamientos, donde se detecté un 100 % en la fraccién de gallinaza
comercial y en las fracciones de compostaje tradicional y sustrato (control) se detecté un 0%. Tal

como se puede visualizar en el grafico N° 5.

3.2. Discusion

A partir de los hallazgos encontrados en la presente investigacion, por medio del anélisis de los
indicadores microbioldgicos (E. coli, E. coli ®S, E. coli RN, coliformes totales, coliformes RS,
coliformes RAN aerobios totales, aerobios® y aerobios *AN); se detectd que las mayores densidades
bacterianas fueron aisladas a partir de rabanos y lechugas cultivados con gallinaza de compostaje

tradicional. Adicionalmente, las densidades de ARBs en rabanos fueron ain mas altas que los
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valores de lechuga; hallazgo que guarda concordancia con lo detectado en la investigacion de Tien
et al. (2017), en donde se explica que los vegetales que mantienen contacto directo con el suelo
enmendado con estiércol crudo o compostado, tienen altas posibilidades de que los ARBs sean
detectados en mayores densidades; en comparacion de vegetales que no tienen contacto directo; tal
es el caso de la lechuga, espinacay col rizada. Otra investigacion que demuestra que la fertilizacion
practicada en sistemas de produccion orgénica tiende a incrementar significativamente los niveles
de bacterias entéricas, en contraste a las granjas convencionales, es la publicada por (Szczech et al.
2018). Las enmiendas de abonos de origen animal pueden ser beneficiosas desde el punto de vista
macromolecular. Sin embargo, estas investigaciones demuestran que pueden tener un efecto
negativo desde el punto de vista sanitario, constituyendo estos alimentos en una potencial via de

entrada de potenciales patdgenos zoonéticos dentro de la cadena alimentaria.

Con respecto a la frecuencia de deteccion de estos contaminantes en los rabanos y lechugas
cultivadas con gallinaza de compostaje tradicional, gallinaza comercial y sustrato (testigo); se
observad que en todas las muestras existié presencia de coliformes totales; sin embargo se encontrd
el 50% de E. coli del total de las muestras. Estos porcentajes son superiores a los detectados en
estudios realizados en paises como India, Pakistan, Estados Unidos y Turquia, ya que en sus
estudios presentan porcentajes de E. coli, 16.7%, 34%, 17% y 18.75% respectivamente; en los
cuales las muestras analizadas como: pepino, zanahoria, lechuga, rdbano, espinaca, col fueron
recolectadas de mercados locales donde los mismos agricultores comercializan sus productos
(Kumar y Kumar 2017, Shah et al. 2015, Scheinberg et al. 2017, Albarri et al. 2017). Una
investigacion complementaria del grupo de investigacion UTA RAM One Health estudiara las
densidades y la virulencia asociada a los aislamientos de enterobacterias en vegetales de diversos
origenes a nivel de expendio en mercados, con la finalidad de rastrear potenciales patdgenos que

representan los agentes causales de brotes de enfermedades transmitidas por los alimentos.
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En nuestro estudio, de manera aleatoria se seleccionaron colonias de E. coli para la evaluacion de
sus perfiles de resistencia a antibioticos, asi como su capacidad de transferir sus plasmidos por
medio de conjugacion. Es de especial interés la deteccion de perfiles de multirresistencia a
antibioticos en colonias aisladas a partir de vegetales cosechados con suelos suplementados con
gallinaza de compostaje tradicional. Desde el punto de vista sanitario, estos aislamientos presentan
resistencia a antibioticos a familias de antibidticos de relevancia clinica, como cefalosporinas,
fluoroquinolonas, betalactdmicos, fenicoles y aminoglucosidos. El ensayo de conjugacion fue
negativo, motivo por el cual se puede demostrar que estos mecanismos de resistencia no estan
codificados en plasmidos, en el caso de estos aislamientos. La deteccion de perfiles de
multirresistencia en aislamientos de E. coli provenientes de vegetales contaminados por agua de
irrigacion o enmiendas de origen animal son ampliamente estudiadas alrededor del mundo, como
por ejemplo en Portugal (Araujo et al. 2017), Republica Checa (Skockova et al. 2013), Japon
(Wang et al. 2017), Argentina (Gonzalez et al. 2017), India (Sharma et al. 2020), Cuba (Cabrera
Rodriguez et al. 2019), entre otros paises. Por lo tanto, existen evidencias que nos permiten
elaborar la hipotesis que una de las principales vias de diseminacion de bacterias entéricas

multirresistentes pueden ser los vegetales contaminados.

Con respecto a ARGs, en este estudio se detectaron niveles de deteccidén para los genes de
resistencia a sulfonamidas sull y de betalactamicos blatem en rabanos y lechugas cultivados con
gallinaza de compostaje tradicional y gallinaza comercial. Los otros genes evaluados se
encontraron por debajo del limite de deteccion del método. Es notable que las densidades de los
ARGs se incrementan significativamente en los vegetales cultivados a partir de suelos
suplementados con gallinaza fresca. Estudios relacionados han detectado un incremento variable
en las cantidades de diferentes ARGs utilizados como indicadores; como por ejemplo en Canada,
en un estudio realizado en campos con suplemento de lodos de depuradora (Lau et al. 2017); en
China, en un estudio cuantificando ARGs en vegetales cultivados en suelos suplementados con
estiércol de gallina, de cerdos y de ganado vacuno (Duan et al. 2019); en China, después de la
aplicacion de estiercol de gallina en cultivos de lechuga (Zhang et al. 2019); Los resultados de
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Lau et al. (2017), en su investigacion coinciden, ya que aplicaron lodos municipales que recibieron
tratamiento en cultivos de rdbanos, zanahoria y lechuga, donde no se observo altos niveles de ARGs
como se esperaba a excepcion del gen sull, conviene enfatizar que se uso la técnica de gPCR al
igual que en este estudio. Mientras que en su investigacion, Tien et al. (2017) confirma que cultivos
donde han empleado estiércol crudo de animales el nivel de ARGs es mayor en comparacion de
cultivos que han recibido abono compostado. También Urra et al. (2019) menciona que el estiércol
de pollo crudo posee altos niveles de ARGs. Al igual que Jacobs et al. (2019), hallé en rabanos y
lechugas enmendadas con estiércol crudo de vacas, niveles sumamente altos de sull. Por lo que se
coincide con Deng et al. (2020), ya que detecta que el proceso de compostaje reduce los niveles de
ARGs y ARBs, lo que explicaria la ausencia de los demés genes. Todos estos estudios afirman que
la suplementacién de estiércol animal tiende a incrementar los eventos de HGT en suelos y de

transmision dentro de la cadena alimentaria (Marti et al. 2013, Jung et al. 2014, Pu et al. 2019).

3.3. Verificacion de la hipotesis

Al finalizar con el estudio, se acepta la hipdtesis planteada. La gallinaza (compostada
tradicionalmente y de presentacion comercial) presentd niveles significativos en las densidades de

ARBs y ARGs en vegetales (rdbano y lechuga).
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Se evaluo el efecto de la aplicacion de gallinaza de compostaje tradicional y gallinaza
comercial sobre las densidades de bacterias resistentes, donde las muestras de rabanos y
lechugas cuyo sustrato fue abonado con gallinaza de compostaje tradicional, presentaron
altos niveles significativos seguido de las muestras que fueron abonadas con gallinaza
comercial, en cuanto a genes de resistencia a antibiéticos solo se observo altos niveles en
muestras de rabanos y lechugas de compostaje tradicional. Por lo tanto la gallinaza de

compostaje tradicional actué como diseminacion de ARBs y no de ARGs.

Se cuantifico indicadores microbiolégicos como: E. coli, coliformes totales y aerobios
totales y resistentes a sulfametoxazol y &cido nalidixico en cultivos de rabanos y lechugas
aplicados gallinaza de compostaje tradicional y comercial. Estadisticamente, se pudo
constatar, que los rabanos y lechugas a los cuales fueron aplicados gallinaza de compostaje

tradicional tuvieron valores significativamente altos, en comparacién a los controles.

Se cuantifico las densidades de genes de resistencia a antibiéticos mediante la técnica de
gPCR, donde los genes como: gnrS, tetW, ermB y 16S rDNA no presentaron valores de
deteccidn del método, por otro lado los genes: sull y blatem presentaron altos niveles de
deteccion en rabanos y lechugas que fueron cultivadas con gallinaza de compostaje

tradicional.

Se evaluo la virulencia de E. coli por conjugacion usando la cepa receptora E. coli J53

(azida resistente), cuyos ensayos resultaron ser negativos. Sin embargo, se pudo constatar
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que los mecanismos de resistencia antibiotica de las 6 cepas aisladas a partir de rabanos y
lechugas proveniente de cultivos aplicados gallinaza de compostaje tradicional y comercial
no se encontraban codificadas en plasmidos sino en cromosomas. Con respecto a los
perfiles de resistencia a antibioticos, 4 de las 6 cepas que fueron aisladas mostraron
resistencia a mas de 2 familias de antibiéticos, por lo que se catalogaron como

multirresistentes.

4.2. Recomendaciones

Se considera importante descartar el uso del compost que no ha tenido un control en su
descomposicion, especialmente aquellos que son de origen animal, en particular los
compostajes que lleguen a poseer excretas de aves, ya que al tener un control en su
descomposicion nos aseguramos la destruccion no solo de bacterias como: E.coli y
Salmonella spp, las cuales son reservorios de bacterias resistentes a antibiéticos y genes de
resistencia a antibidticos, sino también de esporas de hongos fitopatdgenos y semillas de

malezas.

Es necesario que la Facultad de Ciencias Agropecuarias sea el portavoz de este tipo de
investigaciones mediante congresos, talleres, entre otros., para que la informacion sea
difundida a estudiantes, profesionales, especialmente a personas dedicadas a la agricultura,
con la finalidad de destacar la importancia del manejo de residuos de origen animal y de
esta manera evitar que estos sean aplicados directamente al suelo sin haber tenido un

correcto tratamiento de descomposicion.
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VI.  ANEXOS
6.1. ANEXO A

6.1.1. Fotografia 1. RECOLECCION DE MUESTRAS: Cosecha de rdbano

e
Fuente: Autor

6.1.2. Fotografia 2. RECOLECCION DE MUESTRAS: Cosecha de lechuga

Fuente: Autor
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6.1.3. Fotografia 3. RECEPCION DE MUESTRAS: Rabanos cultivados en sustrato y
aplicados gallinaza de compostaje tradicional

Fuente: Autor

6.1.4. Fotografia 4. RECEPCION DE MUESTRAS: Rabanos cultivados en sustrato y
aplicados gallinaza comercial

Fuente: Autor
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6.1.5. Fotografia 5. RECEPCION DE MUESTRAS: Rabanos cultivados en sustrato
(testigo)

6.1.6. Fotografia 6. RECEPCION DE MUESTRAS: Lechugas cultivadas en sustrato y
aplicadas gallinaza de compostaje tradicional, comercial y sustrato. (De manera
ascendente)

Fuente: Autor
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6.1.7. Fotografia 7. LAVADO DE MUESTRAS: Para analisis microbiolégico, técnicas
moleculares

Fuente: Autor

6.1.8. Fotografia 8. LAVADO DE MUESTRAS: Para analisis N-P-K

Fuente: Autor
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6.1.9. Fotografia 9. MICROBIOLOGIA: Preparacion de diluciones seriales para realizar
cuantificacion de microorganismos aerobios en lechuga

LR |

Fuente: Autor

6.1.10. Fotografia 10. MICROBIOLOGIA: Preparacion de diluciones seriales para realizar
cuantificacién de microorganismos aerobios en lechuga

Fuente: Autor
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6.1.11. Fotografia 11. MICROBIOLOGIA: Criopreservacion de bacterias aerobias (E. Coli)
resistentes a antibioticos

Fuente: Autor

6.1.12. Fotografia 12. MICROBIOLOGIA: E. coli en agar MacConkey.

Fuente: Autor
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6.1.13. Fotografia 13. MICROBIOLOGIA: E. coli (colonia de color morado) y coliformes
(colonias de color rojo) en agar Chromocult.

& c )

Fuente: Autor

6.1.14. Fotografia 14. MICROBIOLOGIA: Aerobios en agar LB.

Fuente: Autor
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6.1.15. Fotografia 15. MICROBIOLOGIA: Perfiles de resistencia

Fuente: Autor

6.1.16. Fotografia 16. MICROBIOLOGIA: E.coli B — lactamasas con los antibi6ticos
Cefepima (FEP30), ceftazidima (CAZ30), ceftriaxona (CRO30) y amoxicilina/acido
clavulanico (AMC30).

Fuente: Autor
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6.1.17. Fotografia 17. CONJUGACION: Antibiograma en placas Mueller — Hinton

—a T =2

Fuente: Autor

6.1.18. Fotografia 18. TECNICAS MOLECULARES: Recepcion de muestras de DNA,
extraidas con el kit para la cuantificacion de ARGs.

Fuente: Autor
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6.2.ANEXO B.- Densidades microbioldgicas sin antibiotico y resistentes a antibioticos
(&cido nalidixico y sulfametoxazol).

6.2.1. Tabla 6.Lechugas aplicadas “Gallinaza de Compostaje Tradicional”

LECHUGA - GALLINAZA DE COMPOSTAIJE TRADICIONAL
Resistentes a Acido Nalidixico \
UFClg UFClg UFClg X SD
E. coli 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
Coliformes | 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
Aerobios 1,33E+03 9,49E+02 1,08E+03 1,12E+03 1,93E+02
Resistentes a sulfametoxazol
UFClg UFClg UFClg X SD
E. coli 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
Coliformes 0,00E+00 O0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
Aerobios 7,59E+02 6,64E+02 7,91E+02 7,38E+02 6,58E+01
Sin antibiético
UFClg UFClg UFClg X SD
E. coli 8,54E+02 1,08E+03 9,49E+02 9,59E+02 1,11E+02
Coliformes | 3,10E+03 3,67E+03 3,00E+03 3,26E+03 3,59E+02
Aerobios 158E+03 1,52E+03 1,30E+03 1,47E+03 1,49E+02

Fuente: Autor
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6.2.2. Tabla 7. Lechugas aplicadas “Gallinaza Comercial”

LECHUGA — GALLINAZA COMERCIAL

Resistentes a Acido Nalidixico

UFClg UFClg UFClg X SD
E. coli 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
Coliformes 0,00E+00 3,16E+01 3,16E+01 2,11E+01 1,83E+01
Aerobios 4 20E+03 3,60E+03 3,80E+03 3,87E+03 3,06E+02
Resistentes a sulfametoxazol
UFClg UFClg UFCl/g X SD
E. coli 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
Coliformes 3,16E+01 0,00E+00 3,16E+01 2,11E+01 1,83E+01
Aerobios 3,00E+03 2,78E+03 2,88E+03 2,89E+03 1,11E+02
Sin antibiético
UFClg UFCl/g UFC/g X SD
E. coli 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
Coliformes 1,42E+03 1,20E+03 1,14E+03 1,25E+03 1,49E+02
Aerobios 1,00E+04 1,06E+04 1,12E+04 1,06E+04 6,00E+02
Fuente: Autor
6.2.3. Tabla 8. Lechugas en “Sustrato” (TESTIGO)
LECHUGA - Sustrato (TESTIGO)
Resistentes a Acido Nalidixico
UFC/G UFC/G UFC/G X SD
E. coli 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
Coliformes 3,16E+01 3,16E+01 0,00E+00 2,11E+01 1,83E+01
Aerobios 1,96E+03 2,34E+03 2,15E+03 2,15E+03 1,90E+02
Resistentes a Sulfametoxazol
UFC/G UFC/G UFC/G X SD
E. coli 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
Coliformes 2,15E+01 6,32E+01 3,16E+01 3,88E+01 2,18E+01
Aerobios 1,00E+02 3,00E+02 1,00E+02 1,67E+02 1,15E+02
Sin antibiético
UFC/G UFC/G UFC/G X SD
E. coli 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
Coliformes 5,69E+02 4,74E+02 6,96E+02 5,80E+02 1,11E+02
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Aerobios 1,10E+04 1,22E+04 1,18E+04 1,17E+04 6,11E+02

Fuente: Autor

6.2.4. Tabla 9. Rébanos aplicados “Gallinaza de Compostaje Tradicional”

RABANO — Gallinaza de Compostaje Tradicional
Resistentes a Acido Nalidixico
UFC/G UFC/G UFC/G X SD
E. coli 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 0,00E+00
Coliformes 2,00E+02 1,00E+02 1,00E+02 1,33E+02 5,77E+01
Aerobios 9,30E+03 1,08E+04 1,00E+04 1,00E+04 7,51E+02
Resistentes a Sulfametoxazol
UFC/G UFC/G UFC/G X SD
E. coli 3,00E+02 2,00E+02 1,00E+02 2,00E+02 1,00E+02
Coliformes 3,00E+02 2,00E+02 1,00E+02 2,00E+02 1,00E+02
Aerobios 3,19E+03 2,75E+03 2,91E+03 2,95E+03 2,24E+02
Sin antibiético
UFC/G UFC/G UFC/G X SD
E. coli 1,00E+03 2,00E+02 8,00E+02 6,67E+02 4,16E+02
Coliformes 190E+04 1,52E+04 1,77E+04 1,73E+04 1,93E+03
Aerobios 9,10E+04 7,20E+04 8,20E+04 8,17E+04 9,50E+03

Fuente: Autor

6.2.5. Tabla 10. Rabanos aplicados “Gallinaza Comercial”

RABANO — Gallinaza Comercial
Resistentes a Acido Nalidixico
UFC/G UFC/G UFC/G X SD
E. coli 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
Coliformes 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
Aerobios 3,49E+04 4,44E+04 2,21E+04 3,38E+04 1,12E+04
Resistentes a Sulfametoxazol
UFC/G UFC/G UFC/G X SD
E. coli 1,00E+02 1,00E+02 0,00E+00 6,67E+01 5,77E+01
Coliformes 1,00E+02 1,00E+02 0,00E+00 6,67E+01 5,77E+01
Aerobios 1,26E+02 1,90E+02 2,85E+02 2,00E+02 7,96E+01
Sin antibiético
UFC/G UFC/G UFC/G X SD
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E. coli

‘2,00E+02 2,00E+02 3,00E+02 2,33E+02 5,77E+01

Coliformes ‘2,00E+02 2,00E+02 3,00E+02 2,33E+02 5,77E+01

Aerobios

6.2.6. Tabla 11. Rabanos en “Sustrato” (TESTIGO)

‘5,20E+03 5,80E+03 6,30E+03 5,77E+03 5,51E+02

Fuente: Autor

RABANO - Sustrato (TESTIGO)

E. coli
Coliformes
Aerobios

E. coli
Coliformes
Aerobios

E. coli
Coliformes
Aerobios

Resistentes a Acido Nalidixico

UFC/G

0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00

7,59E+02

Resistentes a Sulfametoxazol

UFC/G

0,00E+00
0,00E+00
1,11E+03

UFC/G

0,00E+00
6,32E+01
1,72E+04

UFC/G UFC/G

9,49E+02 8,54E+02

UFC/G UFC/G
0,00E+00 0,00E+00
0,00E+00 0,00E+00
1,01E+03 9,17E+02
Sin antibiético
UFC/G UFC/G
0,00E+00 0,00E+00
3,16E+01 3,16E+01
1,20E+04 1,20E+04

64

X SD
0,00E+00 0,00E+00
0,00E+00 0,00E+00
8,54E+02 9,49E+01

X SD
0,00E+00 0,00E+00
0,00E+00 0,00E+00
1,01E+03 9,49E+01

X SD
0,00E+00 0,00E+00
4,22E+01 1,83E+01
1,37E+04  3,00E+03

Fuente: Autor



6.3.ANEXO C

6.3.1. Resultados Estadisticos de Microbiologia en rdbanos cultivados en sustrato y

aplicados gallinaza de compostaje tradicional, comercial y testigo (sustrato).

ANOVA

Statistix 10.0
11:44:36

Completely Randomized AOV for Ecoli

Source DF SS MS
RABANO 2 13.1801 6.59004
Error 6 0.3083 0.05138
Total 8 13.4884

Grand Mean 1.6978 Cv 13.35
Homogeneity of Variances F
Levene's Test 3.70
O'Brien's Test 1.64
Brown and Forsythe Test 1.16

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F
RABANO 2.0 M
Error M

P
M

F
128.27

0.0898
0.2695
0.3757

Component of variance for between groups

Effective cell size

RABANO Mean
1 2.7333
2 2.3600
3 0.0000
Observations per Mean 3
Standard Error of a Mean 0.1309
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1851

Completely Randomized AOV for EcoliRS

Source DF SS MS F
RABANO 2 7.7441 3.87204 8.34
Error 6 2.7843 0.46404

Total 8 10.5284

Grand Mean 1.1978 CV 56.87
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 3.82 0.0850
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0.2601
0.4906

O'Brien's Test 1.70
Brown and Forsythe Test 0.80

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P

RABANO 2.0 M M

Error M

Component of variance for between groups 1.13600
Effective cell size 3.0
RABANO Mean

1 2.2600

2 1.3333

3 0.0000

Observations per Mean 3

Standard Error of a Mean 0.3933

Std Error (Diff of 2 Means) 0.5562

Completely Randomized AOV for EcoliRAN

Source DF SS MS F P
RABANO 2 8.00000 4.00000 M M
Error 6 0.00000 0.00000

Total 8 8.00000

Grand Mean 0.6667 Cv 0.00

WARNING: The model error mean square is too small to continue.

The model may fit the data exactly.

Completely Randomized AOV for ColifTota

Source DF SS MS F P

RABANO 2 11.0515 5.52574 381.67 0.0000

Error 6 0.0869 0.01448

Total 8 11.1384

Grand Mean 2.7322 CVv 4.40

Homogeneity of Variances F P

Levene's Test 2.31 0.1799

O'Brien's Test 1.03 0.4130

Brown and Forsythe Test 0.24 0.7930

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P

RABANO 2.0 527.95 0.0001

Error 3.3

Component of variance for between groups 1.83709
Effective cell size 3.0
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RABANO Mean
1 4.2367
2 2.3600
3 1.6000

Observations per Mean

Standard Error of a Mean
(Diff of 2 Means)

Std Error

3

0.0695
0.0982

Completely Randomized AOV for ColifRS

Source DF SS MS
RABANO 2 7.7441 3.87204
Error 6 2.7843 0.46404
Total 8 10.5284

Grand Mean 1.1978 CV 56.87
Homogeneity of Variances F
Levene's Test 3.82
O'Brien's Test 1.70
Brown and Forsythe Test 0.80

Welch's Test

Source DF F
RABANO 2.0 M
Error M

Component of

Effective cell size
RABANO Mean
1 2.2600
2 1.3333
3 0.0000

Observations per Mean

Standard Error of a Mean
(Diff of 2 Means)

Std Error

for Mean Differences

P
M

F
8.34

0.0850
0.2601
0.4906

variance for between groups

3

0.3933
0.5562

Completely Randomized AOV for ColifRAN

Source DF SS
RABANO 2 8.82000
Error 6 0.06000
Total 8 8.88000
Grand Mean 0.7000

Homogeneity of Variances

Levene's Test
O'Brien's Test

Brown and Forsythe Test

MS
4.41000
0.01000

Cv 14.29

4.00
1.78
1.00

F

441.00

0.0787
0.2476
0.4219
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Welch's Test

for Mean Differences

Source DF F P

RABANO .0 M M

Error M

Component of variance for between groups
Effective cell size

RABANO Mean

1 2.1000

2 0.0000

3 0.0000

Observations per Mean 3
Standard Error of a Mean 0.0577
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0816

Completely Randomized AOV for AerobTotale

Source DF SS MS F
RABANO 2 2.06509 1.03254 245.20
Error 6 0.02527 0.00421

Total 8 2.09036

Grand Mean 4.2678 Cv 1.52
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 2.09 0.2048
O'Brien's Test 0.93 0.4453
Brown and Forsythe Test 0.18 0.8435

Welch's Test

for Mean Differences

Source DF F P
RABANO 2.0 411.12 0.0000

Error 3.7

Component of variance for between groups
Effective cell size

RABANO Mean

1 4.9100

2 3.7600

3 4.1333

Observations per Mean 3
Standard Error of a Mean 0.0375
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0530

Completely Randomized AOV for AerobRS

Source DF SS MS F
RABANO 2 2.15882 1.07941 96.38
Error 9 0.006720 0.01120
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Total 8 2.22602

Grand Mean 2.9156 CV 3.63

Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 3.61 0.0936
O'Brien's Test 1.60 0.2769
Brown and Forsythe Test 2.24 0.1872

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
RABANO 2.0 134.80 0.0005
Error 3.4

Component of variance for between groups
Effective cell size

RABANO Mean

1 3.4667
2 2.2767
3 3.0033
Observations per Mean 3
Standard Error of a Mean 0.0611
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0864

Completely Randomized AOV for AerobRAN

Source DF SS MS F
RABANO 2 3.90140 1.95070 208.26
Error 6 0.05620 0.00937

Total 8 3.95760

Grand Mean 3.8133 Cv 2.54
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 3.44 0.1010
O'Brien's Test 1.53 0.2906
Brown and Forsythe Test l1.61 0.2747

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
RABANO 2.0 452 .88 0.0001
Error 3.4

Component of variance for between groups
Effective cell size

RABANO Mean

1 4.0000
2 4.5100
3 2.9300
Observations per Mean 3
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Standard Error of a Mean 0.0559
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0790

PRUEBA DE MEDIAS
P 0.05

Statistix 10.0 22/01/2020;
11:54:37

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Ecoli by RABANO

RABANO Mean Homogeneous Groups
1 2.7333 A
2 2.3600 A
3 0.0000 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1851
Critical Q Value 4.341 Critical Value for Comparison 0.5681
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of EcoliRS by RABANO

RABANO Mean Homogeneous Groups
1 2.2600 A
2 1.3333 AB
3 0.0000 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.5562
Critical Q Value 4.341 Critical Value for Comparison 1.7075
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of ColifTota by RABANO

RABANO Mean Homogeneous Groups
1 4.2367 A
2 2.3600 B
3 1.6000 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.0982
Critical Q Value 4.341 Critical Value for Comparison 0.3016
All 3 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of ColifRS by RABANO
RABANO Mean Homogeneous Groups
1 2.2600 A

2 1.3333 AB
3 0.0000 B
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Alpha 0.05 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 4.341 Critical Value for Comparison
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

0.5562
1.7075

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of ColifRAN by RABANO

RABANO Mean Homogeneous Groups
1 2.1000 A
2 0.0000 B
3 0.0000 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 4.341 Critical Value for Comparison
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

0.0816
0.2507

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of AerobTotale by RABANO

RABANO Mean Homogeneous Groups
1 4.9100 A
3 4.1333 B
2 3.7600 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 4.341 Critical Value for Comparison
All 3 means are significantly different from one another.

0.0530
0.1627

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of AerobRS by RABANO

RABANO Mean Homogeneous Groups
1 3.4667 A
3 3.0033 B
2 2.2767 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 4.341 Critical Value for Comparison
All 3 means are significantly different from one another.

0.0864
0.2653

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of AerobAN by RABANO

RABANO Mean Homogeneous Groups
2 4.5100 A
1 4.0000 B
3 2.9300 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison

Critical Q Value 4.341 Critical Value for Comparison
All 3 means are significantly different from one another.
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DESCRIPTIVOS

Statistix 10.0 22/01/2020;
11:55:26

Breakdown for Ecoli

Variable Level Mean SD
RABANO 1 2.7333 0.3786
RABANO 2 2.3600 0.1039
RABANO 3 0.0000 0.0000

Overall 1.6978 1.2985

Cases Included 9 Missing Cases 0

Breakdown for EcoliRS

Variable Level Mean SD
RABANO 1 2.2600 0.2425
RABANO 2 1.3333 1.1547
RABANO 3 0.0000 0.0000

Overall 1.1978 1.1472

Cases Included 9 Missing Cases 0

Breakdown for EcoliRAN

Variable Level Mean SD
RABANO 1 2.0000 0.0000
RABANO 2 0.0000 0.0000
RABANO 3 0.0000 0.0000

Overall 0.6667 1.0000

Cases Included 9 Missing Cases 0

Breakdown for ColifTota

Variable Level Mean SD
RABANO 1 4.2367 0.0513
RABANO 2 2.3600 0.1039
RABANO 3 1.6000 0.1732

Overall 2.7322 1.1800

Cases Included 9 Missing Cases 0

Breakdown for ColifRS

Variable Level Mean SD
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RABANO 1 2.2600 0.2425
RABANO 2 1.3333 1.1547
RABANO 3 0.0000 0.0000
Overall 1.1978 1.1472
Cases Included 9 Missing Cases 0
Breakdown for ColifRAN
Variable Level Mean SD
RABANO 1 2.1000 0.1732
RABANO 2 0.0000 0.0000
RABANO 3 0.0000 0.0000
Overall 0.7000 1.0536
Cases Included 9 Missing Cases 0
Breakdown for AerobTotale
Variable Level Mean SD
RABANO 1 4.9100 0.0500
RABANO 2 3.7600 0.0400
RABANO 3 4.1333 0.0924
Overall 4.2678 0.5112
Cases Included 9 Missing Cases 0
Breakdown for AerobRS
Variable Level Mean SD
RABANO 1 3.4667 0.0306
RABANO 2 2.2767 0.1750
RABANO 3 3.0033 0.0451
Overall 2.9156 0.5275
Cases Included 9 Missing Cases 0
Breakdown for AerobRAN
Variable Level Mean SD
RABANO 1 4.0000 0.0300
RABANO 2 4.5100 0.1572
RABANO 3 2.9300 0.0500
Overall 3.8133 0.7033

Cases Included 9 Missing Cases 0



6.3.2. Andlisis Estadisticos de lechugas cultivadas en sustrato y aplicadas gallinaza de

compostaje tradicional, comercial y testigo (sustrato).

ANOVA

Statistix 10.0 22/01/2020;
11:56:31

Completely Randomized AOV for Ecoli

Source DF SS MS F P
LECHUGA 2 17.7608 8.88040 10656.48 0.0000
Error 6 0.0050 0.00083

Total 8 17.7658

Grand Mean 0.9933 Cv 2.91

Homogeneity of Variances F P

Levene's Test 4.00 0.0787

O'Brien's Test 1.78 0.2476

Brown and Forsythe Test 4.00 0.0787

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P

LECHUGA 2.0 M M

Error M

Component of variance for between groups 2.95986
Effective cell size 3.0

LECHUGA Mean

1 2.9800
2 0.0000
3 0.0000
Observations per Mean 3
Standard Error of a Mean 0.0167
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0236

Completely Randomized AOV for EcoliRS

Source DF SS MS F P
LECHUGA 2 0.00000 0.00000 M M
Error 6 0.00000 0.00000

Total 8 0.00000

Grand Mean 0.0000 CVv M

WARNING: The total sum of squares is too small to continue.
The dependent variable may be nearly constant.

Completely Randomized AOV for EcoliRAN
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Source DF SS MS F

LECHUGA 2 0.00000 0.00000 M
Error 6 0.00000 0.00000

Total 8 0.00000

Grand Mean 0.0000 CcVv M

WARNING: The total sum of squares is too small to continue.

The dependent variable may be nearly constant.

Completely Randomized AOV for ColifTota

Source DF SS MS F
LECHUGA 2 0.84669 0.42334 120.57
Error 6 0.02107 0.00351

Total 8 0.86776

Grand Mean 3.1222 Cv 1.90

Homogeneity of Variances F P

Levene's Test 1.52 0.2919

O'Brien's Test 0.68 0.5433

Brown and Forsythe Test 0.39 0.6928

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
LECHUGA 2.0 106.75 0.0004
Error 3.8

Component of variance for between groups
Effective cell size

LECHUGA Mean
1 3.5100
2 3.0967
3 2.7600
Observations per Mean 3
Standard Error of a Mean 0.0342
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0484

Completely Randomized AOV for ColifRS

Source DF SS MS F
LECHUGA 2 3.72042 1.86021 6.92
Error 9 1.61327 0.26888

Total 8 5.33369

Grand Mean 0.6811 Cv 76.13
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 3.70 0.0898
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O'Brien's Test 1.64 0.2695
Brown and Forsythe Test 0.76 0.5072

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
LECHUGA 2.0 M M
Error M

Component of variance for between groups
Effective cell size

LECHUGA Mean

1 0.0000
2 0.5000
3 1.5433
Observations per Mean 3
Standard Error of a Mean 0.2994
Std Error (Diff of 2 Means) 0.4234

Completely Randomized AOV for ColifRAN

Source DF Ss MS F
LECHUGA 2 3.67709 1.83854 6.84
Error 6 1.61327 0.26888

Total 8 5.29036

Grand Mean 0.8478 CVv 61.16
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 3.70 0.0898
O'Brien's Test 1.64 0.2695
Brown and Forsythe Test 0.76 0.5072

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
LECHUGA 2.0 M M
Error M

Component of variance for between groups
Effective cell size

LECHUGA Mean

1 0.0000
2 1.0000
3 1.5433
Observations per Mean 3
Standard Error of a Mean 0.2994
Std Error (Diff of 2 Means) 0.4234

Completely Randomized AOV for AerobTotale

Source DF SS MS F
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LECHUGA 2 1.56296 0.78148 669.84

Error 6 0.00700 0.00117

Total 8 1.56996

Grand Mean 3.7522 Cv 0.91
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 1.77 0.2490
O'Brien's Test 0.79 0.4975
Brown and Forsythe Test 0.30 0.7500

Welch's Test for Mean Differences
Source DF F P
LECHUGA 2.0 392.28 0.0000
Error 3.8

Component of variance for between groups
Effective cell size

LECHUGA Mean

1 3.1633
2 4.0267
3 4.0667
Observations per Mean 3
Standard Error of a Mean 0.0197
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0279

Completely Randomized AOV for HetRS

Source DF SS MS F
LECHUGA 2 2.54142 1.27071 48.30
Error 6 0.15787 0.02631

Total 8 2.69929

Grand Mean 2.8289 Cv 5.73
Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 3.89 0.0826
O'Brien's Test 1.73 0.2554
Brown and Forsythe Test 0.76 0.5078

Welch's Test for Mean Differences
Source DF F P
LECHUGA 2.0 227.06 0.0004
Error 3.2

Component of variance for between groups
Effective cell size

LECHUGA Mean

1 2.8667
2 3.4600
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3 2.1600

Observations per Mean 3
Standard Error of a Mean 0.0937
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1324

Completely Randomized AOV for AerobRAN

Source DF Ss MsS F P
LECHUGA 2 3.11087 1.55543 56.38 0.0001
Error 6 0.16553 0.02759

Total 8 3.27640

Grand Mean 2.9300 CV 5.67

Homogeneity of Variances F P

Levene's Test 3.69 0.0903
O'Brien's Test 1.64 0.2705

Brown and Forsythe Test 0.63 0.5656

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P

LECHUGA 2.0 89.71 0.0018

Error 3.1

Component of variance for between groups 0.50928
Effective cell size 3.0

LECHUGA Mean

1 3.0433
2 3.5867
3 2.1600
Observations per Mean 3
Standard Error of a Mean 0.0959
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1356

PRUEBA DE MEDIAS

Statistix 10.0 22/01/2020;
11:58:12

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Ecoli by LECHUGA

LECHUGA Mean Homogeneous Groups
1 2.9800 A
2 0.0000 B
3 0.0000 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.0236

Critical Q Value 4.341 Critical Value for Comparison 0.0724
There are 2 groups (A and B) in which the means
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are not significantly different from one another.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of ColifTota by LECHUGA

LECHUGA Mean Homogeneous Groups
1 3.5100 A
2 3.0967 B
3 2.7600 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.0484
Critical Q Value 4.341 Critical Value for Comparison 0.1485
All 3 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of ColifRS by LECHUGA

LECHUGA Mean Homogeneous Groups
3 1.5433 A
2 0.5000 AB
1 0.0000 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.4234
Critical Q Value 4.341 Critical Value for Comparison 1.2997
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of ColifRAN by LECHUGA

LECHUGA Mean Homogeneous Groups
3 1.5433 A
2 1.0000 AB
1 0.0000 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.4234
Critical Q Value 4.341 Critical Value for Comparison 1.2997
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of AerobTotale by LECHUGA
LECHUGA Mean Homogeneous Groups

3 4.0667 A

2 4.0267 A

1 3.1633 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.0279
Critical Q Value 4.341 Critical Value for Comparison 0.0856
There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of AerobRS by LECHUGA

LECHUGA Mean Homogeneous Groups
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2 3.4600 A
1 2.8667 B
3 2.1600 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1324
Critical Q Value 4.341 Critical Value for Comparison 0.4066
All 3 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of AerobRAN by LECHUGA

LECHUGA Mean Homogeneous Groups
2 3.5867 A
1 3.0433 B
3 2.1600 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1356

Critical Q Value 4.341 Critical Value for Comparison 0.4163
All 3 means are significantly different from one another.

DESCRIPTIVOS

Statistix 10.0 22/01/2020;
11:58:36

Breakdown for Ecoli

Variable Level Mean SD
LECHUGA 1 2.9800 0.0500
LECHUGA 2 0.0000 0.0000
LECHUGA 3 0.0000 0.0000

Overall 0.9933 1.4902

Cases Included 9 Missing Cases O

Breakdown for EcoliRS

Variable Level Mean SD
LECHUGA 1 0.0000 0.0000
LECHUGA 2 0.0000 0.0000
LECHUGA 3 0.0000 0.0000

Overall 0.0000 0.0000

Cases Included 9 Missing Cases 0

Breakdown for EcoliRAN

Variable Level Mean SD
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LECHUGA 1 0.0000 0.0000
LECHUGA 2 0.0000 0.0000
LECHUGA 3 0.0000 0.0000
Overall 0.0000 0.0000
Cases Included 9 Missing Cases 0
Breakdown for ColifTota
Variable Level Mean SD
LECHUGA 1 3.5100 0.0436
LECHUGA 2 3.0967 0.0473
LECHUGA 3 2.7600 0.0800
Overall 3.1222 0.3293
Cases Included 9 Missing Cases 0
Breakdown for ColifRS
Variable Level Mean SD
LECHUGA 1 0.0000 0.0000
LECHUGA 2 0.5000 0.8660
LECHUGA 3 1.5433 0.2380
Overall 0.6811 0.8165
Cases Included 9 Missing Cases 0
Breakdown for ColifRAN
Variable Level Mean SD
LECHUGA 1 0.0000 0.0000
LECHUGA 2 1.0000 0.8660
LECHUGA 3 1.5433 0.2380
Overall 0.8478 0.8132
Cases Included 9 Missing Cases 0
Breakdown for AerobTotale
Variable Level Mean SD
LECHUGA 1 3.1633 0.0473
LECHUGA 2 4.0267 0.0252
LECHUGA 3 4.0667 0.0252
Overall 3.7522 0.4430

Cases Included 9 Missing Cases 0



Breakdown for AerobRS

Variable Level Mean SD
LECHUGA 1 2.8667 0.0416
LECHUGA 2 3.4600 0.0200
LECHUGA 3 2.1600 0.2771

Overall 2.8289 0.5809

Cases Included 9 Missing Cases 0

Breakdown for AerobRAN

Variable Level Mean SD
LECHUGA 1 3.0433 0.0709
LECHUGA 2 3.5867 0.0306
LECHUGA 3 2.1600 0.2771

Overall 2.9300 0.6400

Cases Included 9 Missing Cases 0



6.3.3. Andlisis Estadisticos de genes de resistencia en rdbanos y lechugas cultivados en
sustrato y aplicados gallinaza de compostaje tradicional, comercial y testigo

(sustrato).

> Gen blatem en Lechuga

ANOVA

Statistix 10.0 22/01/2020;
12:03:17

Completely Randomized AOV for Fresca

Source DF SS MS F P
Trat 2 16.7059 8.35293 337.14 0.0000
Error 6 0.1487 0.02478

Total 8 16.8545

Grand Mean 0.9634 CV 16.34

Homogeneity of Variances F P

Levene's Test 4.00 0.0787
O'Brien's Test 1.78 0.2476

Brown and Forsythe Test 1.62 0.2739

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P

Trat 2.0 M M

Error M

Component of variance for between groups 2.77605
Effective cell size 3.0
Trat Mean

1 0.0000

2 2.8901

3 0.0000

Observations per Mean 3

Standard Error of a Mean 0.0909

Std Error (Diff of 2 Means) 0.1285

Prueba de Medias

Statistix 10.0 22/01/2020;
12:02:05

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Fresca by Trat
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Trat Mean Homogeneous Groups
2 2.8901 A
1 0.0000 B
3 0.0000 B

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.1285
Critical Q Value 6.341 Critical Value for Comparison 0.5763
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Descriptivos

Statistix 10.0 22/01/2020;
12:03:38

Breakdown for Fresca

Variable Level Mean SD
Trat 1 0.0000 0.0000
Trat 2 2.8901 0.2726
Trat 3 0.0000 0.0000

Overall 0.9634 1.4515

Cases Included 9 Missing Cases 0

» Gen blartem en rédbano (No paramétrica kruskal wallis)

Statistix 10.0 22/01/2020;
12:07:27

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for gen by Tratam

Mean Sample

Tratam Rank Size

1 10.5 6

2 9.0 6

3 9.0 6

Total 9.5 18
Kruskal-Wallis Statistic, corrected for ties 12.67
P-Value, Using Beta Approximation 0.0000
P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.0018

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 2 9.0000 4.50000 1.00 0.3911
Within 15 67.5000 4.50000
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Total 17 76.5000

Total number of values that were tied 17

Max. diff. allowed between ties 0.00001

Cases Included 18 Missing Cases 0

Statistix 10.0 22/01/2020;
12:07:48

Breakdown for gen

Variable Level Mean SD
Tratam 1 0.4291 1.0511
Tratam 2 0.0000 0.0000
Tratam 3 0.0000 0.0000
Overall 0.1430 0.6068
Cases Included 18 Missing Cases 0
Statistix 10.0 22/01/2020;
12:06:26

Dunn's All-Pairwise Comparisons Test of gen by Tratam

Mean
Tratam Rank Homogeneous Groups
1 10.50 A
2 9.00 A
3 9.00 A

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 1.2247

Critical Z Value 2.394 Critical Value for Comparison 2.9320
There are no significant pairwise differences among the means.

» Gen sull en rabano

ANOVA

Statistix 10.0 22/01/2020;
8:11:59

Completely Randomized AOV for Sull

Source DF SS MS F P
Tratam 2 7.8899 3.94495 5.17 0.0196
Error 15 11.4542 0.76361

Total 17 19.3441

Grand Mean 3.2021 CV 27.29

Homogeneity of Variances F P
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Levene's Test 1.16 0.3391
O'Brien's Test 0.92 0.4201
Brown and Forsythe Test 0.85 0.4468

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P

Tratam 2.0 3.601 0.0727

Error 8.6

Component of variance for between groups 0.53022
Effective cell size 6.0
Tratam Mean

1 3.9653

2 3.2901

3 2.3508

Observations per Mean 6

Standard Error of a Mean 0.3567

Std Error (Diff of 2 Means) 0.5045

Prueba de medias

Statistix 10.0
8:11:00

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Sull by Tratam

Tratam Mean Homogeneous Groups
1 3.9653 A
2 3.2901 AB
3 2.3508 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 3.675 Critical Value for Comparison
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Descriptivos estadisticos

Statistix 10.0
8:12:30

Breakdown for Sull

Variable Level Mean SD SE
Tratam 1 3.9653 0.7899 0.3225
Tratam 2 3.2901 0.4238 0.1730
Tratam 3 2.3508 1.2195 0.4979

Overall 3.2021 1.0667 0.2514
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Cases Included 18 Missing Cases 0

» Gen sull en lechuga
ANOVA

Statistix 10.0 22/01/2020;
8:16:47

Completely Randomized AOV for sull

Source DF SS MS F P
Trata 2 5.72980 2.86490 38.62 0.0004
Error 6 0.44514 0.07419

Total 8 6.17494

Grand Mean 5.3928 Cv 5.05

Homogeneity of Variances F P
Levene's Test 2.95 0.1279
O'Brien's Test 1.31 0.3365

Brown and Forsythe Test 0.89 0.4584

Welch's Test for Mean Differences
Source DF F P
Trata 2.0 93.76 0.0017

Error 3.1

Component of variance for between groups 0.93024
Effective cell size 3.0

Trata Mean
1 5.6908
2 6.1864
3 4.3013
Observations per Mean 3
Standard Error of a Mean 0.1573
Std Error (Diff of 2 Means) 0.2224

Prueba De medias

Statistix 10.0 22/01/2020;
8:17:54

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of sull by Trata
Trata Mean Homogeneous Groups

2 6.1864 A

1 5.6908 A

3 4.3013 B

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.2224
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Critical Q Value
There are 2 groups

Descriptivos

Statistix 10.0
8:18:22

Breakdown for sull

Variable Level
Trata 1 5
Trata 2 6
Trata 3 4

Overall 5

Cases Included 9

6.341
(A and B)

Mean

.6908
.1864
.3013
.3928

Missing Cases 0

O O O O

Critical Value for Comparison
in which the means
are not significantly different from one another.

SD

.4190
.0791
.2018
.8786

O O O O

SE

.2419
.0456
.1165
.2929
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6.4.ANEXO D.- Anlisis del porcentaje de N - P — K de rabanos y lechugas aplicadas
gallinaza de compostaje tradicional, gallinaza comercial y testigo (sustrato).

6.4.1. Tabla 12. Analisis N — P — K de rabanos

Tradicional

6.4.2. Tabla 13. Analisis N — P — K de lechugas

MUESTRA %N %P %K
Sustrato 2,04 1,02 3,44
Gallinaza Comercial | 2,91 1,27 4,54
Gallinaza Compostaje | 2,12 1,17 3,59

Fuente: Autor

Tradicional

MUESTRA %N %P %K
Sustrato 1,28 0,04 0,99
Gallinaza Comercial | 4,46 0,70 2,05
Gallinaza Compostaje | 4,47 0,10 0,58

Fuente: Autor

6.4.3. Tabla 14. Informacion del parametro analizado

Parametro Analizado

Método

Equipo

Nitrégeno Total

Kjedahl

Micro- Kjedahl

Fosforo

Colorimétrico

Espectofotometro Genesys 20

Potasio

Digestion Total Acida

Espectofotometro de A.A Perkin Elmer 100
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Fuente: Autor




