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RESUMEN

A nivel mundial, el sector pecuario representa el principal consumidor de antibioticos;
utilizados principalmente para prevenir y tratar infecciones de animales. El estiércol
animal compostado es uno de los principales recursos utilizados por agricultores
organicos, ya que representa una fuente de nutrientes ideal para suelos de cultivo. Se
ha comprobado que el estiércol de las gallinas puede portar grandes cantidades de
bacterias resistentes a antibidticos (ARBs) y genes de resistencia a antibioticos
(ARGsS).

En esta investigacion se evalud la persistencia de los genes de resistencia a antibioticos
(sull, blatem, gnrS, ermB y tetW), por medio de PCR cuantitativa (QPCR) y del gen
16S rDNA en muestras del compostaje del estiércol de la gallina durante los 49 dias;
el gen con mayor abundancia fue el gen de resistencia a betalactdmicos blatem en los
tratamientos T1 (sin aditivo) T2 (cal) y T4 (bacterias); mientras que en el tratamiento
T3 (tamo) fue el gen gnrS, también se evalud los indicadores de contaminacion fecal
durante el mismo tiempo, en el caso de E. coli se presenté una mayor resistencia hasta
el dia 21, los coliformes totales presentaron densidades elevadas de microorganismos
y una resistencia hasta el dia 28; mientras que los bacteriéfagos mostraron una elevada
resistencia que superd los 49 dias de compostaje. Por tanto, se establece que la
gallinaza presenta genes de resistencia en varios tratamientos de compostaje y
densidades elevadas de bacteridéfagos que afectan el medio ambiente, la cual merece

una atencion prioritaria y estudios complementarios en el uso de abonos organicos.

Palabras claves: Genes de resistencia, genes bacterianos, compostaje, gallinaza,

abonos organicos
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ABSTRACT

Globally, the livestock industry represents the principal consumer of antibiotics,
mainly used to prevent and treat animal infections. Composted animal manure is one
of the most principal resources used by organic farmers because it represents an ideal
nutrient source for farming soils. It has been found that hen manure contains a large
number of bacteria resistant to (ARBs) antibiotics and resistant-genes to (ARGS)

antibiotics.

This research project assessed the persistence of antibiotic resistance genes (sull,
blaTEM, gnrS, ermB, and tetW), through quantitative PCR (qPCR) and gene 16S
rDNA in hen manure composting samples during 49 days; the most abundant gene was
the blaTEM beta-lalatamic resistance gene in the TI (non-additive) T2 (cal) and T4
(bacteria) treatments; while the T3 (tamo) treatment was the gnrS gene, indicators of
fecal contamination were also evaluated during the same time, In the case of E.coli
there was raised resistance until day 21, total coliforms has high densities
microorganisms and resistance until day 28; while bacteriophages showed high
resistance that surpassed the 49 days of composting. Consequently, this project
establishes that poultry manure has resistance genes in several composing treatments
and high densities of bacteriophages affecting the environment, which deserves

precedence attention and complementary researches in the use of organic fertilizers.

Key words: Resistant-genes, bacterial genes, composting, poultry manure, organic

fertilizers.
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CAPITULOI

MARCO TEORICO

1.1  Antecedentes Investigativos

1.1.1 Generalidades

La resistencia a los antibidticos es un fendmeno bioldgico que se produce de forma
natural en los microorganismos, y que conlleva una modificacion negativa en la
eficacia de los antibioticos sobre éstos. El uso inapropiado de los antibidticos provocan
una presion selectiva sobre las poblaciones microbianas, acelerando los procesos
evolutivos que favorecen el aparecimiento de nuevos mecanismos de resistencia
antibidtica (San Millan, 2018). De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud, la
emergencia de la resistencia antimicrobiana representard uno de las principales causas

de mortalidad en este siglo (Périchon et al., 2019).

A nivel mundial, el sector pecuario representa el principal consumidor de antibi6ticos;
utilizados principalmente para prevenir y tratar infecciones de animales, asi como por
su efecto como promotores del crecimiento y como suplemento alimenticio, por su
efecto mejorador de la eficiencia del pienso (Economou & Gousia, 2015a). En paises
desarrollados, existe un elevado control sobre el uso de este tipo de compuestos en el
sector pecuario, limitando su aplicacién fuera de la terapéutica (Robinson et al.,
2016). Sin embargo, en paises como Ecuador, el uso de antibidticos como promotores
de crecimiento sigue siendo permitido. Considerando la elevada persistencia ambiental
gue presentan estos compuestos, Yy su influencia en la modificacién de las poblaciones
microbianas en diferentes ecosistemas, los convierte en un estresor ambiental con

considerable actividad bioldgica (Cytryn, 2013).

Las principales fuentes de diseminacion de antibidticos y de bacterias resistentes son
las aguas residuales humanas y animales. De acuerdo a estudios metabolicos, entre el

40% y 90% de la cantidad de la mayoria de antibidticos son excretadas en su estructura



parental (Pikkemaat et al., 2016). Otro de los principales reservorios de antibioticos
y de resistencias a antibioticos son los lodos de depuradora y los estiércoles de origen
animal, los cuales han sido historicamente aplicados en procesos de enmienda de
suelos (Calero-Céceres et al., 2014; Cytryn, 2013; Tien et al., 2017).

Los antibioticos mas comunmente utilizados en el sector agricola y veterinario son las
penicilinas (amoxicilina), quinolonas (enrofloxacina), tetraciclinas (doxiciclina,
oxitetraciclina), macrélidos (eritromicina, tilosina), aminoglucosidos,
sulfonamida/trimetoprima, polimixinas (colistina) y antimicrobianos (tiamulina)
(Economou & Gousia, 2015b). El uso de agentes antimicrobianos veterinarios en
animales de granja y en la agricultura representa un problema potencial de salud
publica y ambiental, por lo cual se ha hecho un llamado a limitar su uso, con el fin de
reducir la evolucion y dispersion de nuevos ARBs (bacterias resistentes a antibioticos)
y ARGs (genes de resistencia a antibidticos) en diferentes ecosistemas (Woolhouse et
al., 2015).

Los abonos organicos son una importante alternativa de fertilizacion edéafica ya que
suplen las necesidades bioldgicas del suelo, poseen propiedades fisicoquimicas que
mejoran e incrementan la produccion de cultivos (Marti et al., 2013). Sin embargo, a
pesar de su beneficio potencial para la agricultura, existe suficiente evidencia cientifica
del aumento en contenido de metales pesados, patdgenos y residuos de antibioticos
veterinarios, que puede llevar a una proliferacion de bacterias resistentes a los
antimicrobianos en los suelos enmendados con estiércol animal (Rodriguez et al.,
2019).

En los traspatios de las comunidades rurales en Ecuador, y particularmente en diversos
sectores agricolas de la zona andina, se liberan y acumulan diferentes estiércoles en
los terrenos cercanos a las casas o unidades habitacionales. Estos estiércoles ocasionan
varios impactos ambientales como malos olores, contaminacion de aguas, suelo y

pueden ser fuente de infecciones o enfermedades, cuyos efectos dependen de la



cantidad, tipo de excreta, de la alimentacién del ganado (Huerta Mufioz & Cruz
Hernandez, 2018).

Los estiércoles animales pueden portar una considerable densidad de contaminantes
bioldgicos, tales como bacterias patdgenas resistentes y sus correspondientes genes de
resistencia. Se ha comprobado por medio de varios analisis que el estiércol de las
gallinas pueden portar grandes cantidades de bacterias resistentes a antibidticos
(ARBs) y genes de resistencia a antibioticos (ARGS), en relacion al estiércol de otros
animales de uso ganadero (Zhang et al., 2017). En el centro del Ecuador, la actividad
avicola representa una de las areas econdémicas mas importantes, aportando un
porcentaje cercano al 60% de la produccion de huevos del pais (Ricke & Gast, 2017).
En el sector avicola de esta region, han sido detectados con una elevada frecuencia la
presencia de microorganismos patdégenos con patrones de multirresistencia,
demostrando que este sector puede representar un potencial reservorio de ARBS
(Sanchez-Salazar et al., 2019). Los residuos de esta industria (gallinaza) son
ampliamente utilizados por el sector agricola. Motivo por el cual, es necesario evaluar
si los métodos tradicionales de compostaje de gallinaza son apropiados para la
reduccion y eliminacion de estos contaminantes bioldgicos, previa su utilizacion en

suelos agricolas.

1.1.2 Indicadores de contaminacion fecal en abonos organicos

Para la evaluacion de las densidades de bacterias y genes de resistencia, se aplicaron
métodos fenotipicos y genotipicos. Se evaluaron por técnicas de microbiologia
convencional las densidades de Escherichia coli, coliformes totales, colifagos
somaticos. Por medio de técnicas de biologia molecular, se cuantificaron los niveles
de ARGs.

1.1.2.1 Escherichia coli

E. coli es miembro de la familia Enterobacteriaceae. Es una bacteria Gram negativa,

anaerobia facultativa que forma parte de la microbiota normal del intestino del ser



humano y los animales homeotermos, siendo la mas abundante de las bacterias
anaerobias facultativas intestinales. Se excreta diariamente con las heces (entre 10%-
10° Unidades Formadoras de Colonias (UFC).g™ de heces) y por sus caracteristicas,
es uno de los indicadores de contaminacion fecal mas utilizados ultimamente
(Mercedes et al., 2013a).

Se ha demostrado que E. coli puede sobrevivir en el estiércol seco por méas de sesenta
dias, bajo un gama de condiciones ambientales y se ha encontrado en los efluentes de
avicolas cuyo proceso de descomposicion en el abono resulta incompleto (Sdnchez,
2019).

1.1.2.2 Coliformes Totales

Entre los indicadores méas usados se encuentran los coliformes, representados
habitualmente por cuatro géneros de la familia Enterobacteriaceae: Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia y Klebsiella. Se trata de un grupo de bacterias Gram
negativas, aerobias y anaerobias facultativas, no formadoras de esporas, presentan

actividad enzimatica B-galactosidasa (Vasquez et al., 2013).

De acuerdo a una investigacion realizada por Fuccz, Gémez, Cardenas, & Campos.
(2007), en la inactivacion de los coliformes fecales se deben tener en cuenta factores
ambientales como, la humedad, temperatura, luz ultravioleta, pH, ya que estos
microorganismos al no encontrarse en un ambiente favorable y al no obtener los

nutrientes necesarios para su crecimiento se hacen mas susceptibles a la inactivacion

1.1.2.3 Colifagos Somaticos

Los colifagos son virus que infectan y se replican en E. coli del tracto gastrointestinal
de organismos de sangre caliente; incluyen una gran variedad de fagos que pertenecen
a las familias Myoviridae, Siphoviridae, Podoviridae, Microviridae (Barquero et al.,

2012) Estos fagos han sido utilizados como indicadores de virus entéricos, ya que



comparten muchas caracteristicas con estos virus, como lo es su composicion,
morfologia y modo de replicacion, lo cual los hace comportarse de manera similar en
cuanto a su persistencia ambiental, su comportamiento ante las tensiones ambientales,

variacion estacional y grado de resistencia a la cloracion (Amarasiri et al., 2017).

El andlisis de colifagos somaticos se utiliza de forma habitual como indicador de
contaminacion fecal y marcador en el proceso de tratamiento de aguas (Mercedes et
al., 2013b). Los colifagos son ademés, mas resistentes a los procesos de tratamiento
de agua, por lo cual (Pullés & Pullés, 2014) sugieren que su deteccion es de mayor

utilidad que las bacterias fecales.

1.1.3 PCR en tiempo real para deteccion de ARGs

La PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR), es una técnica moderna capaz de
amplificar y cuantificar moléculas de ADN y ARN de una forma precisa. De igual
manera ayuda a detectar mas de un producto especifico en una misma reaccién. Los
ensayos de la PCR en tiempo real son entre 10,000 y 100,000 veces mas sensibles que
las pruebas de proteccion por ARNasa, y pueden detectar diferencias de una sola copia
del ADN (Aguilera et al., 2012).

Dentro de los sistemas de deteccion usados para gPCR, existen sondas especificas para
fragmentos del ADN, es decir, que sélo emiten fluorescencia cuando se ha amplificado
un fragmento del ADN de interés (De Dios et al., 2013). Existen dos tipos de sistemas
de emision de fluorescencia: TagMan y SybrGreen. EI método TagMan se fundamenta
en el uso de primers especificos y una sonda de hidrdlisis que estan disefiadas para
incrementar la especificidad de la gPCR. Para la deteccién de ARGs, han sido
disefiadas diferentes primers y sondas para determinar la presencia de genes que
codifican resistencia a las principales familias de antibioticos, como betalactdmicos,
sulfonamidas , tetraciclinas, quinolonas, entre otras (Berglund et al., 2014). En la

técnica Sybr Green, la magnitud de la fluorescencia aumenta proporcionalmente a la



concentracion del ADN de doble cadena, ya que utiliza un colorante fluorescente que
tiene afinidad por las moléculas de ADN (Mathew, 2012).



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivos General

Evaluar la persistencia de los genes de resistencia a antibioticos e indicadores de
contaminacion fecal en muestras de estiércol durante procesos de compostaje

tradicional de gallinaza.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Evaluar la persistencia de los indicadores microbioldgicos Escherichia coli,

coliformes totales y colifagos somaticos, durante 49 dias de compostaje.

e Evaluar la persistencia de cinco genes de resistencia a antibioticos (sull, blaTewm,
gnrS, ermB y tetW), por medio de PCR cuantitativa (QPCR) y del gen 16S rADN
(Universal) en muestras del compostaje del estiércol de la gallina durante 49 dias

de compostaje.

e Analizar las cinéticas de inactivacion de los indicadores microbioldgicos y
moleculares para cada tratamiento de compostaje (secado, cal, tamo y

microorganismos).

1.3 Hipotesis

El compostaje tradicional de gallinaza puede reducir significativamente los niveles de

bacterias resistentes y genes de resistencia a antibioticos.



CAPITULO 11

METODOLOGIA
2.1. Materiales y Equipos

2.1.1 Equipos

Tabla 1. Equipos de Laboratorio

Detalle Cantidad
Autoclave 1
Incubadora Bacterioldgica 1
Balanza Analitica 1
Bafio Maria 1
Mechero de Bunsen 1
Cémara de Flujo Laminar 1
Centrifuga Sorvall St8 1
Microcentrifuga Sorvall Legend Micro i7 1
Vortex Digital 1
Termociclador Life Techologies Simple Amp 1
Transiluminador UV enduro TM GDS Tower 1
Espectrofotometro NanoDrop ™ 2000 1
Termociclador 7500 Fast Real- Time PCR System 1
2.1.2 Materiales
Tabla 2. Materiales de Laboratorio
Detalle Cantidad
Frasco tapa rosca azul en vidrio 500 mL 4
Frasco tapa rosca azul en vidrio 100 mL 2
Asa de inoculacion 2
Cajas Petri de plastico 500
Tubos Eppendorf 1.5 mL 500
Tubos Falcon 50mL 100




Gradilla 3

Micropipetas 0,5 -10pL; 20 -200uL; 100-1000pul 1

Pipetas 10mL 5

Espatula 1

Puntas con filtro 10 ul;100 pl; 500 pl ;1000 pl 1000

Cajas Racks 5

Tubos de 0.2 mL para PCR 100

Tubos de ensayo con tapa 20mL 25

Placas MicroAmp de 96 pocillos 3 cajas

Aplicador de pelicula adhesiva 1

Pinza metélica 1

2.1.3 Reactivos
Tabla 3. Reactivos de Laboratorio
Detalle Cantidad

Caldo nutritivo LB (luria-Bertani) 1
Medio de Cultivo Cromocult 1
Medio de Cultivo Mac Conkey 1
Caldo de soja triptico (TSB) 1
Solucién Tampdn buffer fosfato salino (PBS) 1
Alcohol industrial al 95% 1
Ultrapure TM 10X TBE buffer invitrogen 1 unidad
Agua Libre de Nucleasas (VWR) 10 unidades
DREAMTAQ Master Mix 3 unidades
Phusion U Green Multiplex PCR Master Mix F564L 1 unidad
Kit de extraccion de ADN (EasyPrep™ Plasmid Midiprep- 1 caja
Il Kit)
Kit de purificacion de productos de PCR (GenElute™ PCR 1caja
Clean-Up Kit)
Primers gen (16S rADN, bla tem, gnrS, sull,emrB, tetW) 1 unidad c/u




214 Insumos
Tabla 4. Insumos de Laboratorio

Detalle Cantidad
Mascarillas 3 cajas
Guantes de Nitrilo 1 caja
Para film 1 caja
Papel aluminio 1 caja
Gel antibacterial 1 unidad
Jabon liquido 1 unidad
Cloro 1 litro

2.2.  Métodos
2.2.1 Trabajo de Campo

2.2.1.1  Ubicacion de la zona de ensayo

El muestreo del estiércol de gallina se realizé en la comunidad San José de Pufiachizag,
ubicada en el cantén Quero, provincia del Tungurahua, la cual se encuentra al sur del
canton, las coordenadas geograficas son: 1°24°14,5’ de latitud Sur y a 78°35°48,4”’

de longitud Oeste y a 3118 msnm de altitud (sistema de posicionamiento global GPS).

Figura 1. Ubicacion del lugar del Ensayo en el Cantén Quero
Fuente: Google Maps “Latitud: -1.351953, Longitud: -78.596163”
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1)

2)

2.2.2 Preparacion del compostaje de gallinaza

Se colocé aproximadamente 10 kilogramos de estiércol de gallina en bandejas de
plastico previamente perforadas en la base inferior, el cual se evitd la acumulacion
de humedad en el tiempo de compostaje, y no afectar al producto. Cada
experimento se ejecuto por triplicado.

Se adiciond los diferentes aditivos o productos quimicos en cada bandeja como se
muestra en la tabla 5, manteniendo una muestra control solo con gallina fresca para

su comparacion.

Tabla 5. Variedades de compostaje del estiércol de gallina.

Tratamientos  Estiércol Nombre de Cantidades Referencias
de gallina Aditivo Aditivo (kg
(kg) omL)
Bandeja 1 10 e e
Bandeja 2 10 Bacterias 30 mL (Naranjo, 2013)
(ActiMax

Compost ®)

Bandeja 3 10 Cal agricola 0,375 kg (European Lean
(carbonato de Asociation, 2009)

calcio)

Bandeja 4 10 Cascarilla de 4 kg (Roman et al.,

arroz (tamo) 2013)

3) Se colocé cada tratamiento en un lugar fresco y bajo sombra cubierto con plastico

para evitar el aumento de temperatura.

4) Se procedi6 a realizar un volteo manual del compostado cada 4 dias.

2.2.3

Recoleccién de las muestras

1) Se recolect6 200 g de muestra de cada tratamiento en frascos estériles de 500 mL,

muy bien etiquetados para los respectivos analisis de laboratorio. Es primordial el

volteo total de la mezcla, para dar una apropiada ventilacion del compostaje.
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2) Se midi6 la temperatura de cada tratamiento con la ayuda de un termémetro y
mantener en un rango de 40 a 55°C.

3) Asi mismo, se midié la humedad con la ayuda de un higrometro en cada bandeja
de muestra.

4) Se volted la pila 0 mezcla para evitar que el compostaje este demasiado himedo y
no cambiar las condiciones iniciales.

5) Se realiz6 el mismo proceso en un periodo de 49 dias, con intervalos establecidos
entre cada muestreo, partimos en el primer dia que se realizo la mezcla del estiércol
con cada aditivo, siendo este el dia 0 y paulatinamente se continué con los dias 1,
3,6, 14, 21, 28, 35y 49.

224 Trabajo de Laboratorio

2.2.4.1  Recuento de Escherichia coli y de bacterias coliformes

La metodologia estd basada en las metodologias de la US EPA Control of Pathogens
and Vector Attraction in Sewage Sludge (EPA/625/R-92/013 Control of Pathogens
and Vector Attraction in Sewage Sludge Control of Pathogens and Vector Attraction,
2003) y en las adaptaciones realizadas para lodos de depuradora (Calero-Caceres et
al., 2014).

1) Se coloc6 4,5 mL de solucion tampon Buffer fosfato salino (conocido también por
sus siglas en inglés, PBS, de phosphate buffered saline) en los respectivos tubos
de ensayo con tapa ya rotulados.

2) Seagreg6 0,5 g de muestra de gallinaza de cada tratamiento para formar la primera
dilucion (101, y centrifugar por 5 minutos a (3.000xg) para descartar los sélidos
suspendidos.

3) Se prepard diluciones seriadas de las muestras usando solucion PBS en tubos
eppendorf de 1 mL hasta alcanzar a la dilucion 107,

4) Se colocd 100 pl sobre la placa con medio de cultivo Chromocult y realizar la
siembra por difusion en placa.

5) Se incubo aerobiamente las placas inoculadas en posicion invertida a 35-37 °C.

12



6)

7)

Después de la incubacion (aproximadamente 18 a 24 horas), se realiz6 el conteo
de las placas para comprobar la presencia de las colonias que usualmente son
violetas para E. coli y rojas de bacterias coliformes.

Se calculd las unidades formadoras de colonia.

Numero de colonias * Factor de dilucién

F L=
UFC/m volumen de la muestras sembrada

2.2.4.2  Recuento de bacteriéfagos

La metodologia estd basada en la norma ISO 10705-2:2000, para el recuento de

colifagos somaticos.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Se colocd 4,5 mL de solucion tampdn PBS en los respectivos tubos de ensayo con
tapa ya rotulados.

Se agreg6 0,5 g de muestra de gallinaza de cada tratamiento para formar la primera
dilucion (107, y centrifugar por 5 minutos a (3.000xg) para descartar los sélidos
suspendidos.

Se absorbio el sobrenadante con una jeringuilla sin punta y filtrar a través de un
micro filtro de baja adsorcion proteica con un didmetro 0.22 um en un tubo
eppendorf.

Se prepar0 diluciones seriadas de las muestras usando solucion PBS en tubos
eppendorf de 1 mL hasta alcanzar a la dilucién 107°.

Se inoculo la cepa E. coli WG5 en medio nutritivo de caldo de soja triptona
(conocido también por sus siglas en inglés, TSB, de Tryptic Soy Broth ) de 2 a 3
horas para su activacion.

Se fundid el medio MSA semisdlido y se agreg6 cloruro de calcio al 5%, luego se
agrego 2.5 mL en tubos de ensayo con tapa, previamente esterilizados, y colocarlos
en el termostato a 45 °C.

Para comenzar con la inoculacion se seleccion6 un tubo del termostato y se agregd
1000 pL de la muestra filtrada con 1000 ul de la bacteria E. coli WGS5.

13



8)

9)

Simultaneamente, se agito el tubo evitando la formacion de burbujas y se virtié en
una placa con medio MSA sélido, dispersando por toda la placa hasta que la mezcla
se enfrié y se fije por completo.

Se rotulo la caja con el nombre de la muestra, la dilucién y la fecha, se lleva a la

incubadora a 37 °C por 24 horas.

10) Se realiz6 el conteo de las placas para comprobar la presencia de colifagos

somaticos.

11) Se calculd las unidades formadoras de colonia.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

Numero de colonias * Factor de dilucién
UFC/mL =

volumen de la muestras sembrada

2.2.4.3  Protocolo de aislamiento de ADN de heces para la deteccion de
patdgenos (Quiagen, 2014).

Se pes6 180-220 mg de heces en un tubo de microcentrifuga de 2 mL (no incluido)
y coloque el tubo en hielo.

Se agreg6 1000 pl de tampdn InhibitEX a cada muestra de heces. Se agita en vortex
continuamente durante 1 minuto o hasta que la muestra de heces esté
completamente homogeneizada, es importante agitar las muestras a fondo. Esto
ayuda a asegurar la concentracién maxima de ADN al final.

Se calentd la suspension durante 5 minutos a 70 ° C,luego a vortex durante 15
segundos, este paso de calentamiento ayudo a lisar las bacterias.

Se centrifugd la muestra a toda velocidad (20.000xg) durante 1 minuto para
sedimentar las particulas de heces. No se transfiere ningiin material sélido, y si las
particulas aun son visibles en el sobrenadante, se debe centrifugar la muestra
nuevamente.

Se pipeteo 15 pl de proteinasa K en un nuevo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL
(no incluido).

Se pipete6 200 ul de sobrenadante del paso 4 en el tubo de microcentrifuga de 1,5
mL que contiene proteinasa K,

Se afladio 200 ul de tampon AL y agitar en vortex durante 15 segundos.

Se incubd a 70 ° C durante 10 min
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9) Seagregd 200 pl de etanol (96-100%) al lisado y se hizo un mezclado en el vortex
durante 15 segundos

10) Se agregd cuidadosamente 600 pl de lisado del paso 9 a la columna de
centrifugacion QlAamp y se centrifugd a (20.000xg) durante 1 minuto.

11) Se coloco la columna de centrifugacion QIAamp en un nuevo tubo de recoleccion
de 2 mL y deseche el tubo que contiene el filtrado, en ocasiones el lisado no pasa
por compleo a través de la columna después de la centrifugacion, por lo que se
volvié a centrifugar nuevamente hasta que la columna de centrifugacion QlAamp
esteé vacia.

12)Se abri6 con cuidado la columna de centrifugacion QlAamp para evitar
contaminacion, se agregd 500 pl de Buffer AW1 y se llevo a la centrifuga a
20000xg durante 1 min.

13) Se coloco la columna de centrifugacion QIAamp en un nuevo tubo de recoleccion
de 2 mL y se realizo el desecho del tubo de recoleccion que contuvo el filtrado.
14) Se abri6 con cuidado nuevamente la columna de centrifugacion QlAamp y se

agreg6 500 pl de Buffer AW2.

15) Se llevo a centrifuga a (20.000xg) durante 3 min, se desechd el filtrado que
contiene el tubo de recoleccion y se llevd nuevamente la centrifuga a (20.000xg)
durante el mismo tiempo, este paso ayudo a eliminar la posibilidad de una posible
transferencia de Buffer AW2, y desechar el tubo de recoleccién

16) Se transfirio la columna de centrifugaciéon QlAamp a un nuevo tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL etiquetado (no incluido) y pipetear 200 pl de tampdn
ATE directamente sobre la membrana QlAamp.

17) Se incubd durante 1 minuto a temperatura ambiente, luego centrifugar a velocidad
méaxima durante 1 minuto para eluir el ADN.

18) Para el almacenamiento a largo plazo, recomendamos mantener el ADN en

congelacién a-20°C.

2.2.4.4  Metodologia para PCR cuantitativa (QPCR) mediante la Técnica
TagMan para los genes sull, blaTEM, tet(W), qnrSy 16S rADN (Valle
& Calero, 2019)

1) Para la preparacion de la reaccion de PCR cuantitativa (QPCR), se realiz6 a partir

del protocolo de gPCR detallado en la tabla 2.
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Tabla 6. Protocolo de gPCR con sondas TagMan

Reactivo Cantidad (pL) Descripcion

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

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

2) Se calculd el volumen a inocular del reactivo TagMan MASTER MIX 'y primer +
Sonda para el nimero de muestras de ADN bacteriano, los estdndares y los blancos
de muestra, se mezcld en un tubo microcentrifuga.

3) Setransfirio 11 pl de la mezcla realizada en el paso 2, en cada espacio de muestra
de una placa Optica.

4) Se agregd 9 ul de los estandares de verificacion segun el gen de resistencia
utilizando las diluciones (-1, -2 -3) en los espacios correspondientes (véase figura
2)

5) Agregar un volumen de 9 pul de cada muestra de ADN bacteriano, el orden y la
cantidad dependera del nimero de muestras a analizar como se puede apreciar en

la figura 2.

Blanco (Master mix,
primer y Sonda)

Estandares (Estandar,
Master mix, primery
Snnda)

Muestra (ADN
bacteriano, Master
mix. primer v Sonda)

Figura 2. Placa de gPCR Thermo Fisher Scientific.

6) Se coloco la placa en el termociclador y analizar la grafica de amplificacion.
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2.2.45  Metodologia para PCR cuantitativa (QPCR) mediante la Técnica
SYBR-Green para el gen ermB (Valle & Calero, 2019)

1) Para la preparacion de qPCR SYBR Green se realizara a partir del protocolo

detallado en la tabla 3

Tabla 7. Protocolo qPCR SYBR Green

Reactivo Cantidad Descripcion
(nL)
Master Mix 5 PowerUp TM SYBR TM Green
Master Mix
Primer 1 0.25 Concentracion: 10 pmol
Primer 1 0.25 Concentracion: 10 pmol
Muestra 4.5 ADN bacteriano

2) Se calculd el volumen a inocular del reactivo SYBR Green, primer Forward,
primer reverse, para el nimero de muestras de ADN bacteriano, los estandares y
los blancos de muestra, se mezclé en un tubo microcentrifuga.

3) Setransfirio 5,5 ul de la mezcla realizada en el paso 2, en cada espacio de muestra
de una placa Optica.

4) Se agregd 4,5 ul de los estandares de verificacion segin el gen de resistencia
utilizando las diluciones (-1, -2 -3) en los espacios correspondientes (véase figura
2)

5) Se agreg6 un volumen de 4,5 ul de cada muestra de ADN bacteriano, el orden y la
cantidad dependera del numero de muestras a analizar como se puede apreciar en
la figura 2

6) Se sell6 la placa con una cubierta de adhesivo éptico y centrifugar brevemente.

7) Se colocd la placa en el termociclador y analizar la grafica de amplificacion.

2.2.4.6  Condiciones de reaccion gPCR

La reaccion de gPCR se realiz6 en un Termociclador 7500 Fast Real- Time PCR
System de Applied Biosystems usando el programa con el siguiente régimen del
ciclado: 2 min a 50°C, 10 min a 95°C, 15sa 95°C, 1 min a 60°C.
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Las condiciones de reaccion de PCR cuantitativa (QPCR) se detallan en la tabla 8.

Tabla 8. Condiciones de reacciones de PCR cuantitativa (qQPCR)

PCR CICLOS REACCION
. 95.0 E 5.0
Real- Time 25 10:00 1 0:15
50.0 : 60.0
gPCR 2:00 , 1:00

Para la reaccién de qPCR emrB se realiz6 con el siguiente orden del ciclado: 2 min a
50°C, 2 min a 95°C, 15sa 95°C, 20 s a 58°C, como se observa en la tabla 9.

Tabla 9. Condiciones de reaccion de Real- Time gPCR (Sybr)

PCR CICLOS REACCION
Real- Time 25 $50 | 950
gPCR 0.0 o :. o 58°C
200 : 00:20
I

Los primers utilizados para la amplificacion de genes de resistencia por qPCR se

detallan en la tabla 10.
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Tabla 10. Primers utilizados en el estudio para la amplificacién de genes de resistencia por PCR cuantitativa (QPCR)

GEN PRIMER SECUENCIA (5’- 3’) REFERENCIA
blatem uUpP CACTATTCTCAGAATGACTTGGT (Lachmayr et al., 2009)
LP ATCCGCCTCCATCCAGTCTA
Sonda  6FAM-CCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGG-MGBNFQ
sull UP CCGTTGGCCTTCCTGTAAAG (Modificado de Czekalski, Berthold, Caucci,
LP TTGCCGATCGCGTGAAGT Egli, & Burgmann, 2012)
Sonda FAM-CGAGCCTTGCGGCGG-MGBNFQ
tetw UP CGGCAGCGCAAAGAGAAC (Walsh et al., 2011)
LP CGGGTCAGTATCCGCAAGTT
Sonda VIC-CTGGACGCTCTTAGG-MGBNFQ
gnrsS UP CGACGTGCTAACTTGCGTGA (Colomer-Lluch et al., 2011)
LP GGCATTGTTGGAAACTTGCA
Sonda GGCATTGTTGGAAACTTGCA
16S rADN UP TCCTACGGGAGGCAGCAGT (Nadkarni et al., 2002)
LP GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT
Sonda 6FAM-CGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC-MGBNFQ
ermB UP GATACCGTTTACGAAATTGG (Chen et al., 2007)
LP GATACCGTTTACGAAATTGG
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2.2.4.7  Cinética de Inactivacion de Indicadores Microbiologicos y
Moleculares, Valor D

Para el andlisis de la inactivacion de los dos tipos de indicadores tanto
microbioldgicos (E. coli, coliformes totales y colifagos somaticos) como los
moleculares (sull, blatem, gnrS, y tetW, 16S rADN), se utiliz6 el Valor D que es
el tiempo de reduccion decimal (D) es el que se requiere para reducir 10 veces la

densidad de poblacién a una determinada condicion.

.
log("/,)

Donde:

Dy tiempo de reduccion decimal a una determinada condicion.

X: tiempo en dias a una determinada condicion.

No: nimero de células al inicio de un tratamiento

N1: nimero de células después de un tratamiento
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de los resultados

En la presente investigacion, se realizd un estudio de la persistencia de estos
indicadores durante el proceso de compostaje tradicional de la gallinaza, aplicando
diferentes tratamientos: secado por volteo (fresca sin aditivo), adicion de cal,
adicion de microorganismos y adicion de tamo (cascarilla de arroz), con la

finalidad de disminuir significativamente estos contaminantes bioldgicos.

En primer lugar, se presenta un resumen general de las densidades de
microorganismos y de la abundancia de ARGs por los cuatro tratamientos, como
la media de las mediciones y la desviacion estandar (en paréntesis). Los resultados
estan expresados por gramos de peso seco. En la misma tabla, se integran los
resultados estadisticos aplicados en funcidn de la inactivacion (N — No) de tales
indicadores después de 49 dias. Los analisis estadisticos aplicados fueron un
Anadlisis de Varianza Completamente Aleatorio, Prueba de Medias y Estadistica
Descriptiva. Posteriormente, se detallan graficas que describen de manera
individual el comportamiento de cada uno de los indicadores analizados, siendo

complementados con la informacion estadistica correspondiente.

Las densidades de microorganismos se encuentran por encima de 5 log UFC/g en
el caso de los indicadores bacterianos, y de 5 log UPF/g en el caso de los colifagos
somaticos. Se observa una completa reduccién de los indicadores bacterianos
después de 49 dias. Sin embargo, en el caso de los colifagos somaticos, se observa
solo una completa eliminacion en los tratamientos con bacterias y fresca. De
acuerdo al ANOVA completamente aleatorio, todas las reducciones son altamente
significativas P < 0,01 (99%) **. De acuerdo a la Prueba de Medias de Tukey, el
tratamiento con bacterias reduce de forma mas eficiente las densidades de estos
indicadores microbioldgicos, ya que se ubica en la categoria mas alta en todos los

casos (A).
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Tabla 11. Resumen de los indicadores microbiolégicos y moleculares para cada tratamiento evaluado.

E. coli (log UFC/g)**

Coliformes (log UFC/g)**

Fresca B Cal #B Tamo ~B Bacteria # Fresca © Cal B Tamo © Bacteria #
Dias X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD
0 506 (0.05) 515 (0.06) 514 (0.09) 529  (0.02) 503 (0.04) 549 (0.16) 503 (0.03) 592  (0.11)
1 500 (0.17) 5.10 (0.01) 507 (0.02) 515  (0.05) 495 (0.03) 526 (0.01) 492 (0.04) 506  (0.04)
3 480 (0.13) 507 (0.02) 469 (0.07) 467  (0.04) 487 (0.07) 512 (0.02) 4.87 (0.03) 4.84  (0.03)
6 444  (0.05) 459 (0.04) 346 (0.03) 452  (0.07) 477 (0.05) 4.90 (0.07) 475 (0.06) 376  (0.05)
14 342 (0.08) 371 (0.04) 340 (0.05) 333  (0.06) 3.72 (0.03) 470 (0.05) 3.91 (0.02) 360  (0.04)
21 000 (0.03) 259 (0.03) 264 (0.03) 0.0  (0.00) 0.00 (0.00) 3.89 (0.03) 2.65 (0.09) 0.0  (0.00)
28 000 (0.15) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00  (0.00) 0.00 (0.00) 2.86 (0.02) 230 (0.04) 0.00  (0.00)
35 000 (0.08) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00  (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.0 (0.000 0.00  (0.00)
49 000 (0.03) 000 (0.000 0.00 (0.00) 0.00  (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.0  (0.00)
Bacteriofagos (log UPF/g)** blaTEM (log CG/g)**
Fresca A Cal © Tamo © Bacteria # Fresca B Cal B Tamo B Bacteria #
Dias X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD
0 514 (0.06) 5.08 (0.02) 506 (0.03) 505  (0.02) 6.83 (0.05) 6.94 (0.05) 6.96 (0.14) 7.33  (0.02)
1 494 (0.05) 4.95 (0.000 485 (0.04) 482  (0.02) 6.68 (0.17) 6.95 (0.04) 6.65 (0.03) 6.90  (0.03)
3 3.95 (0.03) 4.86 (0.05) 3.94 (0.03) 461  (0.02) 6.62 (0.13) 6.36 (0.06) 6.47 (0.08) 652  (0.10)
6 359 (0.03) 395 (0.04) 378 (0.05) 347  (0.10) 6.42 (0.05) 6.30 (0.05) 6.21 (0.06) 6.43  (0.03)
14 341 (0.04) 362 (0.04) 358 (0.07) 329  (0.03) 6.09 (0.08) 6.06 (0.04) 6.10 (0.03) 603  (0.03)
21 224 (0.09) 2.68 (0.04) 257 (0.05) 269  (0.05) 586 (0.03) 592 (0.06) 5.97 (0.06) 631  (0.10)
28 202 (0.06) 248 (0.02) 250 (0.05) 233  (0.07) 541 (0.15) 579 (0.05) 578 (0.05) 5.88  (0.00)
35 000 (0.00) 225 (0.07) 240 (0.03) 200  (0.04) 532 (0.08) 535 (0.05) 541 (0.05) 533  (0.08)
49 000 (0.00) 220 (0.05) 190 (0.05) 000  (0.00) 516 (0.03) 532 (0.11) 519 (0.01) 4.17  (0.10)
sull (log CG/g)** gnrS (log CG/g)**
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Fresca © Cal B¢ Tamo ~B Bacteria # Fresca B Cal B Tamo # Bacteria #
Dias X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD
0 825 (0.01) 9.11 (0.17) 893 (0.15) 915  (0.22) 423 (0.08) 4.07 (0.06) 453 (0.07) 495  (0.09)
1 822 (0.06) 913 (0.09) 857 (0.21) 881  (0.12) 355 (0.04) 3.83 (0.03) 430 (0.06) 437  (0.12)
3 8.18 (0.06) 9.00 (0.02) 865 (0.06) 873  (0.08) 346 (0.13) 3.38 (0.16) 3.82 (0.10) 356  (0.19)
6 838 (0.05) 890 (0.02) 886 (0.06) 8.83  (0.02) 330 (0.03) 3.28 (0.00) 3.37 (0.07) 372  (0.37)
14 885 (0.02) 884 (0.01) 872 (0.02) 881  (0.03) 322 (0.02) 3.26 (0.06) 3.06 (0.23) 357  (0.27)
21 877 (0.21) 894 (0.21) 859 (0.01) 883  (0.01) 3.06 (0.06) 3.18 (0.03) 298 (0.22) 345  (0.13)
28 866 (0.04) 878 (0.18) 845 (0.05 868  (0.02) 290 (0.06) 3.05 (0.17) 254 (0.12) 3.09  (0.37)
35 850 (0.04) 845 (0.02) 828 (0.02) 819  (0.04) 276 (0.09) 3.10 (0.22) 231 (0.01) 262  (0.07)
49 835 (0.02) 866 (0.03) 810 (0.00) 7.95  (0.09) 288 (0.07) 292 (0.26) 2.60 (0.12) 274  (0.01)
tetW (log CG/g)** 16S rDNA (log CG/g)**
Fresca © Cal B Tamo B Bacteria # Fresca B Cal "B Tamo A8 Bacteria #
Dias X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD
0 914 (0.01) 974 (0.06) 971 (0.10) 10.01  (0.01) 717 (0.01) 6.17 (0.10) 7.38 (0.26) 829  (0.40)
1 9.19 (0.11) 920 (0.40) 9.30 (0.14) 956  (0.07) 6.92 (0.11) 5.84 (0.11) 6.80 (0.17) 8.07  (0.06)
3 9.14 (0.04) 886 (0.05 9.06 (0.01) 929 (0.18) 657 (0.10) 556 (0.15) 6.45 (0.01) 7.97  (0.14)
6 9.01 (0.15) 882 (0.06) 897 (0.01) 927  (0.01) 6.80 (0.04) 554 000 607 (0.17) 740  (0.23)
14 872 (0.09) 875 (0.05 885 (0.08) 910 (0.10) 667 (0.12) 5.09 (0.13) 6.03 (0.23) 756  (0.13)
21 863 (0.02) 861 (0.00) 871 (0.11) 9.08  (0.12) 552 (0.23) 4.95 (0.10) 6.04 (0.10) 6.85  (0.35)
28 859 (0.06) 844 (0.02) 859 (0.16) 897  (0.13) 430 (0.14) 472 (0.02) 579 (0.02) 637  (0.21)
35 841 (0.03) 825 (0.06) 843 (0.08) 840 (0.22) 424 (0.02) 4.28 (0.18) 524 (0.09) 632  (0.08)
49 837 (0.01) 820 (0.04) 815 (0.01) 775  (0.19) 331 (0.12) 3.79 (0.48) 4.94 (0.11) 627  (0.34)

P <0,01 (99%) ** Altamente significativo. A, B, C: categorias de la Prueba de Medias de Tukey.
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Figura 3. Persistencia de los ARGs y del gen 16S rDNA durante 49 dias durante el tratamiento fresca (T1).
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En el caso de los ARGs, se encuentran presentes en elevadas densidades, las cuales
se encuentran en un intervalo de 4 log CG/mL en el caso del gen de resistencia a
quinolonas gnrsS, hasta abundancias cercanas a los 10 log CG/mL en el caso del gen
tetW. La concentracion de estos genes en la matriz de gallinaza es comparable a la
observable en lodos de depuradora de aguas residuales y de sedimentos de rio con
alta actividad antropogénica (Calero-Céceres et al., 2014, 2017). De acuerdo al
Analisis de Varianza, todas las reducciones fueron altamente significativas después
de 49 dias (P < 0,01). Sin embargo, las densidades finales (49 dias) son todavia muy
elevadas, comparables a las alcanzadas en procesos de desinfeccion e inactivacion

natural de aguas residuales (Calero-Caceres & Muniesa, 2016).

Los cuatro tratamientos que se emplearon para el compostaje de la gallinaza
ayudaron a disminuir significativamente los contaminantes bioldgicos (E. coli,
coliformes totales y colifagos somaticos). No obstante, en los tratamientos T2 (cal)
y T3 (tamo) se observé una mayor persistencia de bacterias. Los resultados de los
andlisis mostraron la ausencia de E. coli y coliformes totales en los cuatro
tratamientos después de 15 dias de compostaje de la gallinaza, donde se verifico la

disminucion de la carga microbiana inicial, gracias al proceso de compostaje.

Segun la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente (EPA), los limites maximos
permitidos de coliformes fecales en productos organicos de origen animal para el uso
de biofertilizantes empleados en cultivos deben ser menores a 1 NMP/g MS o menos
de 1000 coliformes por gramo de peso seco; de modo que, la cantidad de coliformes
totales detectados en la gallinaza se encontraron dentro del rango establecido, puesto
que solo se detectaron coliformes hasta el dia 14. Segin Tuse et al., (2018) es
importante tratar previamente el estiércol de animal antes de ser utilizados como
abonos, con el fin de reducir la cantidad de coliformes y evitar asi la contaminacion

bioldgica de los cultivos, suelos y el ambiente animal.
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Segln varios estudios, se han demostrado el transporte vertical y superficial de
coliformes en el suelo después de ser tratados con estiércoles de animales,
representando un potencial riesgo de integracion dentro de la cadena alimentaria. La
presencia de determinados patotipos de coliformes puede representar un riesgo el
cual puede provocar una diversa variedad de problemas gastrointestinales en los
consumidores (Cabral et al., 2010).

El proceso de reduccion del gen 16S rDNA fue anédlogo al de las poblaciones
microbianas, denotandose que se pudieron presentar de forma simultanea eventos de
muerte celular, lisis y degradacion del ADN bacteriano. La reduccion ocurrio entre
2 a 4 log CG/g para todos los tratamientos. Entre los ARGs, el gen que mostrd una
mayor degradacion fue blarem, en donde la reduccion de las densidades alcanzé
valores promedios desde 0.74 hasta 1.66 logio/g. EI gen gnrS presentd una
degradacion también considerable, a diferencia del anterior gen; este gen mostré una
alta reduccion desde los primeros dias con valores promedios que fueron desde 0.68
hasta 1.01 logio/g y al llegar a las Gltimas semanas hubo un pequefio incremento en
su reduccion comprendiendo valores promedios entre 1.17 hasta 1.35 logio/g. Sin
embargo, al terminar el proceso de compostaje, las densidades de estos ARGs
continuaban siendo elevadas, tan comparables a las de otros estiércoles de origen
animal (Ben et al., 2017; McEachran et al., 2015; Zhu et al., 2013).

En cuanto a los genes con mayor persistencia, fueron tetW y sull; estos genes
presentaron una reduccién en sus densidades entre 0 y 2 log CG/g a lo largo de los
49 dias evaluados. En investigaciones relacionadas, estos ARGs estan presentes en
elevadas densidades en enclaves contaminados por residuos de origen urbano y
animal (Proia et al., 2018; Rodriguez-Mozaz et al., 2015; Xu et al., 2015; Zhao et
al., 2017).
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Anélisis de las cinéticas de inactivacién de los indicadores microbiolégicos y
moleculares para cada tratamiento de compostaje (tamo, cal, secado y

microorganismos).

La figura 7 representa la inactivacion de los indicadores microbioldgicos y de los
ARGs, en el tratamiento de la gallinaza fresca sin aditivo (T1) durante 49 dias de
compostaje. Se observo que las bacterias E.coli y coliformes tuvieron su inactivacion
al llegar al dia 14, mientras que los bacteriofagos alcanzaron una resistencia mayor de

inactivacion hasta el dia 28.

En el caso de los ARGs, el gen gque alcanz6 una menor inactivacion fue tetW con un
valor de -1,02 log (N/NO) al dia 49. Seguidamente de los genes sull y gnrS que
alcanzaron valores similares aproximadamente -1,35 log (N/NO) al dia 49, en el caso
del gen sull se present6 una menor inactivacion durante los primeros dias a diferencia
del gen gnrS que se observé una mayor inactivacion. En cambio los genes blatem y
16S rDNA mostraron una alta inactivacion, el gen blatem tuvo un valor de -1,67 log
(N/NO), mientras que el 16S rDNA un valor de -1,99 log (N/NO) al llegar al dia 49;
siendo el gen 16S rDNA con mayor resistencia de inactivacion.
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Figura 7. Inactivacion térmica de la gallinaza fresca sin aditivo (T1) durante 49 dias de compostaje.
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La figura 8 representa la inactivacion de los indicadores microbioldgicos y de los
ARGs, en el tratamiento de la gallinaza con cal (T2) durante 49 dias de compostaje.
Se observo que las bacterias E.coli y coliformes tienen una mayor inactivacion, puesto
que E.coli pierde su inactividad total al dia 21 con un valor de -2,56 log (N/NO) y
los coliformes pierden su actividad total al dia 28 con un valor de -2,65 log (N/NO),
mientras que los bacteriofagos mostraron una menor inactivacion que las otras dos

bacterias, pues alcanzo6 un valor de -2,87 log (N/NO) al dia 49.

En el caso de los ARGs, el gen que alcanzé una menor inactivacion fue sull con un
valor de -1,02 log (N/NO) al dia 49, seguidamente del gen gnrS con un valor de -1,24
log (N/NO) al dia 49. Los genes tetW y blarem alcanzaron valores similares
aproximadamente -1,54 log (N/NO) y -1,69 log (N/NO). En cambio el gen 16S rDNA

alcanzo una mayor inactivacion que fue de -2,18 log (N/NO) al llegar al dia 49.
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La figura 9 representa la inactivacion de los indicadores microbioldgicos y de los
ARGs, en el tratamiento de la gallinaza con tamo (T3) durante 49 dias de compostaje.
Se observd que las bacterias E.coli y coliformes tienen una mayor inactivacion,
puesto que E.coli pierde su inactividad total al dia 21 con un valor de -2,53 log
(N/NO) y los coliformes pierden su inactividad total al dia 28 con un valor de -2,73
log (N/NO). Por otro lado los bacteriéfagos mostraron una menor inactivacion, pues
alcanz6 un valor de -3,31 log (N/NO) al dia 49.

En el caso de los ARGs, el gen que alcanz6 una menor inactivacion fue sull con un
valor de -1,02 log (N/NO) al dia 49. Seguidamente de los genes blarem y tetW que
alcanzaron valores similares aproximadamente -1,61 log (N/NO) al dia 49, el gen
blatem presentd una menor inactivacion al dia 35 que fue de -1,56 log (N/NO),
mientras que el gen tetW mostré una mayor inactivacion al dia 35 que fue de -1,29.
En cambio los genes 16S rDNA y gnrS mostraron una mayor inactivacion, el gen
16S rDNA tuvo un valor de -1,87 log (N/NO), mientras que el gnrS fue de -1,99

log (N/NO) al llegar al dia 49, siendo el gen con mayor inactivacion.
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Figura 9. Inactivacion térmica de la gallinaza con tamo (T3) durante 49 dias de compostaje.
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La figura 10 representa la inactivacion de los indicadores microbioldgicos y de los
ARGs, en el tratamiento de la gallinaza con bacterias (T4) durante 49 dias de
compostaje. Se observo que las bacterias E.coli y coliformes llegaron a su inactivacion
al llegar al dia 14, mientras que los bacteri6fagos alcanzaron una resistencia mayor
hasta el dia 35.

En el caso de los ARGs, el gen que alcanzd una menor inactivacion fue sull con un
valor de -1,24 log (N/NO) al dia 49, sin embargo al dia 3 se observo buena resistencia
de inactivacion pero que fue disminuyendo al llegar al dia 49. Posteriormente los genes
tetW y blatem presentaron valores similares aproximadamente -1,71 log (N/NO), en el
caso de blatem al dia 21 se observo una menor inactivacion pero al llegar al dia 49 su
resistencia disminuyo. En cambio los genes 16S rDNA y gnrS mostraron una mayor
inactivacion, el gen 16S rDNA tuvo un valor de -2,06 log (N/NO), mientras que el
gnrS fue de -2,22 log (N/NO) al llegar al dia 49 siendo el gen gnrS con mayor

inactivacion.
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Figura 10. Inactivacion térmica de la gallinaza con bacterias (T4) durante 49 dias de compostaje
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Tabla 12. Parametro cinético de inactivacion térmica de los indicadores

microbioldgicos y moleculares en los diferentes tratamientos de compostaje de

gallinaza
Valor D (dias)
Gallinaza Gallinaza Gallinaza  Gallinaza con
fresca sin con cal con tamo bacterias (T4)
aditivo (T1) (T2) (T3)

E.coli 8,64 5,47 8,40 7,17
Coliformes 10,69 10,57 10,24 5,99
Bacteriofagos 8,97 17,06 21,22 11,48
blatem 29,40 30,31 31,14 26,80
sull 36,55 44,78 47,99 39,44
qnrs 36,36 39,43 25,51 22,08
tetw 48,12 31,74 29,59 30,69
16S rDNA 24,61 22,51 26,21 23,77

El estudio de la cinética de inactivacion permitié optimizar el proceso de
compostaje tradicional de la gallinaza aplicando diferentes tratamientos con el fin
de garantizar una mayor reduccion de la poblacion microbiana contaminante a una
temperatura constante de 50°C. En el caso del tratamiento de la gallinaza sin
aditivo; en E. coli el tiempo de reduccion decimal o valor D fue de 8,64 dias en
coliformes el valor D fue de 10,69 dias y en bacteriéfagos el valor D fue de 8,97
dias, tal como se aprecia en la tabla 11, es decir, la E. coli es la bacteria con mayor
inactivacién en este tratamiento a diferencia de las coliformes que su cinética de
inactivacion conlleva mas tiempo. Mientras que en los ARGs, se observa que los
genes blaTEM y 16S rDNA obtuvieron menores tiempos de reduccion decimal
aproximadamente de 29,40 y 24,61 dias; seguidamente de los genes sully gnrS con
valores D 36,55 y 36,36 y finalmente el tetW con un mayor tiempo de reduccion
decimal de 48,12 dias, es decir, son propensos a mayor inactivacion blaTEM y 16S
rDNA a diferencia de tetW que tiene una gran persistencia durante todo el proceso

de compostaje
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En el caso del tratamiento de la gallinaza con cal; en E. coli el tiempo de reduccion
decimal o valor D fue de 5,47 dias, en coliformes el valor D fue de 10,57 y en
bacteriofagos el valor D fue de 17,06 dias, de tal manera que los bacteriéfagos son
los que mayor persitencia tienen en este tratamiento al tener un mayor tiempo de
inactivacion. Se observa que el gen 16S rDNA obtuvo una menor tiempo de
reduccion decimal fue de 22,51 dias; seguidamente de los genes blaTEM y tetW
con valores D aproximadamente de 30,31 dias y 31,74 dias. En cambio los genes

gnrSy sull mostraron mayores tiempos de reduccion fueron de 39,43 y 44,78 dias.

En el caso del tratamiento de la gallinaza con tamo; nuevamente se observa que los
bacteriofagos siguen presentando un mayor tiempo de reduccidn siendo asi, los que
mas se demoren en su inactivacion durante todo el tratamiento, su valor D fue de
21,22 dias. Aqui los genes gnrS y 16S rDNA obtuvieron menores tiempos de
reduccién decimal aproximadamente de 25,51 y 26,21 dias; seguidamente del gen
tet con un valor de 29,59 dias. En cambio los genes sull y blaTEM mostraron

mayores tiempos de reduccion que fueron de 31,14 y 47,99 dias.

Por ultimo, para del tratamiento de la gallinaza con bacterias; los coliformes son los
que presentaron una mayor inactivacién en todo el proceso su valor D fue de 5,59
dias, a diferencia de los bacteriéfagos que han sido los mas persistentes dentro de
las bacterias de resistencia. El gen con menor tiempo de reduccion decimal fue gnrS
con un valor de 22,08 dias. En cambio los genes tetW y sull mostraron mayores
tiempos de reduccién que fueron de 30,69 y 39,44 dias, hay que mencionar que el
gen con mayor tiempo de reduccién ha sido el Gltimo mencionado, debido a su

mayor persistencia presentando en todos los tratamientos.
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3.1.1. Verificacion de Hipotesis

Hi: El compostaje tradicional de gallinaza puede reducir significativamente los

niveles de bacterias resistentes y genes de resistencia a antibiéticos.

Si bien, estadisticamente las abundancias de ARGs y de microorganismos se
reducen de forma significativa, la presencia de ARGs al terminar los procesos de
compostaje tradicional sigue siendo alta, por lo que podria representar una via de

diseminacion de estos contaminantes a lo largo de la cadena alimentaria.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1.Conclusiones

Se evaluo la persistencia de los indicadores microbioldgicos E.coli, coliformes
totales y colifagos somaticos, durante 49 dias de compostaje de la gallinaza. En el
caso de E. coli se presentd una mayor resistencia en los tratamientos T2 (cal) y T4
(bacteria) hasta el dia 21, los coliformes totales presentaron densidades elevadas de
microorganismos y una resistencia hasta el dia 28 en los tratamientos T2 (cal) y T3
(tamo); mientras que los bacteri6fagos mostraron una elevada resistencia que

superd los 49 dias de compostaje en los tratamientos T2 (cal) y T3 (tamo).

Se evalud la persistencia de cinco genes de resistencia a antibioticos (sull, blatem,
gnrS, ermB y tetW), por medio de PCR cuantitativa (qQPCR) y del gen 16S rDNA
en muestras del compostaje del estiércol de la gallina durante 49 dias de
compostaje; en donde en todas las muestras no se detecto el gen ermB. Por otro
lado el gen con mayor abundancia fue el gen de resistencia a betalactdmicos blarem
en los tratamientos T1 (sin aditivo) T2 (cal) y T4 (bacterias); mientras que en el

tratamiento T3 (tamo) fue el gen gnrsS.

Se analiz6 las cinéticas de inactivacion de los indicadores microbiol6gicos y
moleculares para cada tratamiento de compostaje. En el caso de los indicadores
microbioldgicos E.coli 'y coliformes presentaron una rapida resistencia de
inactivacion, mientras que los bacteriéfagos obtuvieron una lenta resistencia de
inactivacion. El gen que alcanzo una rapida inactivacion fue sull en los tratamientos
T2 (cal), T3 (tamo) y T4 (bacteria) y tetW en el tratamiento T1 (sin aditivo). En
cambio el gen que mostro una lenta inactivacion fue 16S rDNA en los tratamientos

T1 (sin aditivo) y T2 (cal) y gnrS en los tratamientos T3 (tamo) y T4 (bacterias).
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4.2. Recomendaciones

El inadecuado uso de los antibioticos en las gallinas ponedoras ha desencadenado
un enorme problema en la formacidn de bacterias resistentes a los antibioticos en el
estiércol de estas aves, por lo cual es considerable recomendar que al momento de
realizar el compostaje de gallinaza se utilice aditivos especificos que ayuden a
disminuir con mayor rapidez la densidad bacteriana en este tipo de abono organico,

para asi evitar una contaminacion del suelo y afectar el microbiota del mismo.
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ANEXQOS

Anexo A. Valores de los ensayos de gPCR realizados en las muestras de gallinaza.
Tabla 13. Resumen del ensayo de la persistencia de los genes (sull, blaTEM, gnrS, y tetW) y del gen 16S rDNA (Universal) en el tratamiento

de gallinaza fresca sin aditivo

. Gramos  Peso Volur_n,en it log num. num copias GCen GC/goml
Media | Desv. Volumen reaccion . num GC/ul
Ct Est  aforo (ul) B TagMan copias St tubo gPCR muestra de
()] () (ul) gen gPCR inicial muestra

0 [26,13]25,84|2599 [0,21 |200,00 0,22 0,06 /9,00 4,22 167E+04 |1,85E+03 |3,71E+05 |5,93E+06 |6,77
1 ]26,73|25,78|26,26 |0,67 |200,00 0,22 0,07 19,00 4,01 101E+04 |1,13E+03 |2,25E+05 |3,20E+06 |6,51
3 126,05(26,76|26,41 (0,50 |200,00 0,22 0,07 19,00 4,25 1,78E+04 |1,98E+03 |3,96E+05 |554E+06 |6,74
6 [26,66]26,92|26,79 |0,18 |200,00 0,21 0,08 /9,00 4,03 1,07E+04 |1,19E+03 |2,39E+05 |2,94E+06 |6,47
14 |27,52]27,95|27,74 [0,30 |200,00 0,22 0,08 ]9,00 3,72 5,25E+03 |5,84E+02 |1,17E+05 |1,47E+06 |6,17
21 [28,16]28,30|28,23 |0,10 |200,00 0,22 0,09 /9,00 3,49 3,09E+03 | 3,43E+02 |6,86E+04 |7,59E+05 |5,88
28 |29,95129,12129,54 1059 |200,00 0,22 0,09 9,00 2,84 6,97E+02 |7,74E+01 |1,55E+04 |[1,82E+05 |5,26
35 [29,28]29,75]29,52 |0,33 |200,00 0,23 0,11 9,00 3,08 1,22E+03 |1,35E+02 |2,70E+04 |2,54E+05 |5,41
49 [29,99|29,83/129,91 |0,11 |200,00 0,23 0,11 19,00 2,83 6,74E+02 |7,49E+01 |150E+04 |1,36E+05 |5,13

Ct<34,5 |sul 1y=-0,3203x + 12.884
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Volumen de

Dia Ctl Media Desv. Volumen glrjaeg?; SPeeCs(;J reaccion n:rr]?tsgglas num GC/ul r?\gei?ra (CjBeC/goml
aforo (ul) TagMan g tubo gPCR . .-
inicial muestra
0 [22,47(22,39(22,43 |0,06 |200,00 0,22 0,06 /9,00 5,69 4,86E+05 |5,40E+04 |1,08E+07 |1,73E+08 |8,24
1 |22,55|22,18|22,37 |0,26 |200,00 0,22 0,07 /9,00 5,66 458E+05 |5,09E+04 |1,02E+07 |1,45E+08 |8,16
3 [22,28|22,65|22,47 |0,26 |200,00 0,22 0,07 /9,00 5,75 559E+05 |6,22E+04 |1,24E+07 |1,74E+08 |8,24
6 [21,52]21,85[21,69 |0,23 |200,00 0,21 0,08 /9,00 5,99 9,80E+05 |1,09E+05 |2,18E+07 |2,68E+08 |8,43
14 |20,18|20,29|20,24 |0,08 |200,00 0,22 0,08 /9,00 6,42 2,63E+06 |2,92E+05 |5,85E+07 |7,37E+08 |8,87
21 [20,95|19,65|20,30 (0,92 |200,00 0,22 0,09 /9,00 6,17 149E+06 |1,66E+05 |3,32E+07 |3,67E+08 |8,56
28 [20,63|20,85|20,74 |0,16 |200,00 0,22 0,09 /9,00 6,28 1,89E+06 | 2,10E+05 |4,20E+07 |4,93E+08 |8,69
35 [21,08|20,80(20,94 |0,20 |200,00 0,23 0,11 9,00 6,13 1,36E+06 |1,51E+05 |3,01E+07 |2,83E+08 |8,45
49 [21,31|21,41|21,36 |0,07 |200,00 0,23 0,11 /9,00 6,06 1,14E+06 |1,27E+05 |2,54E+07 |2,30E+08 |8,36
> olumen ae
. €50 09 opia o e 00
edla De 0 o a3 5
D13 e eco opla ge olo S~ estra de
aloro a0 a ho O
O O ge .I » 3 . 3 -

0 [33,10(33,59(33,35 |0,35 |200,00 0,22 0,06 /9,00 1,76 578E+01 [6,42E+00 |[1,28E+03 |2,05E+04 [4,31
1 |35,35|35,11|35,23 |0,17 |200,00 0,22 0,07 19,00 1,01 1,03E+01 |1,15E+00 |2,29E+02 |3,26E+03 |3,51
3 [35,87|35,08|3548 |0,56 |200,00 0,22 0,07 /9,00 0,84 6,93E+00 |7,70E-01 [154E+02 |2,15E+03 |3,33
6 [3591(3571|3581 (0,14 |200,00 0,21 0,08 19,00 0,83 6,72E+00 7,47E-01 1,49E+02 |184E+03 |3,27
14 |36,14 36,02 /36,08 |0,08 |200,00 0,22 0,08 /9,00 0,75 563E+00 |6,26E-01 |[1,25E+02 |1,58E+03 |3,20
21 |36,56|36,19|36,38 |0,26 |200,00 0,22 0,09 /9,00 0,61 4,08E+00 |4,54E-01 |9,08E+01 |1,00E+03 |3,00
28 [37,12]36,76 36,94 |0,25 |200,00 0,22 0,09 19,00 0,42 2,66E+00 [2,96E-01 [5,91 6,94E+02 |2,84
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E+01

35 |37,33]36,81|37,07 |0,37 |[200,00 0,23 0,11 9,00 0,36 2,26E+00 2,52E-01 5,03E+01 |4,74E+02 |2,68
49 |36,87|36,43|36,65 |0,31 |200,00 0,23 0,11 9,00 0,51 3,22E+00 3,58E-01 7,16E+01 |6,48E+02 |2,81
Ct<30,5 |tetW y=-0.2949x + 12.181
= 0 o[
3 eso 00 opIa e oo olo
.. C .. . ‘l
Dia € eCo opla ofc 0O Sy estra ae
aforo ag DO O
0 0 ge qPCR a e 0 0
0 18,94118,99|18,97 |0,04 |200,00 0,22 0,06 |9,00 6,60 3,94E+06 4,38E+05 |8,76E+07 |1,40E+09 |9,15
1 19,01|18,24 (18,63 (0,54 |200,00 0,22 0,07 19,00 6,57 3,76E+06 4,18E+05 |8,35E+07 |1,19E+09 |9,07
3 18,65|18,90| 18,78 |0,18 |200,00 0,22 0,07 |9,00 6,68 4,80E+06 533E+05 |1,07E+08 |[1,49E+09 |9,17
6 19,54118,53(19,04 (0,71 |200,00 0,21 0,08 19,00 6,42 2,62E+06 2,91E+05 |5,83E+07 |7,19E+08 |8,86
14 |19,71/20,33|20,02 |0,44 |200,00 0,22 0,08 19,00 6,37 2,34E+06 2,60E+05 |5,19E+07 |6,54E+08 |8,82
21 [20,19|20,08|20,14 |0,08 |200,00 0,22 0,09 |9,00 6,23 1,69E+06 1,87E+05 |3,75E+07 |4,15E+08 |8,62
28 (20,58(20,17|20,38 |0,29 |200,00 0,22 0,09 19,00 6,11 1,29E+06 1,44E+05 |2,88E+07 |3,38E+08 |8,53
35 [20,76|20,58|20,67 |0,13 |200,00 0,23 0,11 |9,00 6,06 1,15E+06 1,27E+05 |2,54E+07 |2,39E+08 |8,38
49 |20,77120,73]20,75 |0,03 |200,00 0,23 0,11 9,00 6,06 1,14E+06 1,26E+05 |2,53E+07 |2,29E+08 |8,36
BJat 0 oL fa)

odia | De . d 0 - 00 opIa go olo

DIa e eco opIa o[= DO 5 e 0 ge

aforo ag g DO O
0 0 ge 0 o estra 0

0 22,75(22,82122,79 |0,05 |200,00 0,22 0,06 |9,00 4,63 4,31E+04 4,79E+03 |9,58E+05 |1,53E+07 |7,19
1 23,07|23,71|23,39 |0,45 200,00 0,22 0,07 |9,00 4,53 3,36E+04 3,73E+03 |7,46E+05 |1,06E+07 |7,03
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3 [24,11]24,69|24,40 |0,41 |200,00 0,22 0,07 19,00 4,17 149E+04 |1,66E+03 |3,32E+05 |4,64E+06 |6,67
6 |23,44]23,69|23,57 0,18 |200,00 0,21 0,08 19,00 4,40 2,52E+04 |2,80E+03 |5,59E+05 |6,90E+06 |6,84
14 |23,62|24,33|23,98 |0,50 |200,00 0,22 0,08 19,00 4,34 2,19E+04 |2,43E+03 |4,86E+05 |6,13E+06 |6,79
21 |26,51|27,86|27,19 0,95 |200,00 0,22 0,09 19,00 3,36 2,30E+03 |2,56E+02 |5,11E+04 |5,66E+05 |5,75
28 |30,44131,29/30,87 |0,60 |200,00 0,22 0,09 19,00 2,03 1,08E+02 |1,20E+01 |2,39E+03 |2,81E+04 |4,45
35 (30,71(30,83|30,77 |0,08 |200,00 0,23 0,11 |9,00 1,94 8,72E+01 | 9,69E+00 |1,94E+03 |1,82E+04 |4,26
49 |33,82133,12|33,47 10,49 200,00 0,23 0,11 |9,00 0,89 7,73E+00 |8,59E-01 |1,72E+02 |1,56E+03 |3,19

Tabla 14. Resumen del ensayo de la persistencia de los genes (sull, blaTEM, gnrsS, y tetW) y del gen 16S rDNA (Universal) en el tratamiento

de gallinaza con cal

Volumen de .n
Media Desv. Volumen Slees reaccion num copias e SO il
muestra gen/tubo muestra de
Ct Est aforo (ul) TagMan N
(9) gPCR inicial muestra
(ul) q
0,00 |25,66(25,36|25,51 |0,21 |200,00 0,22 0,07 |9,00 4,39 2,47E+04 |2,74E+03 |5,48E+05 |7,74E+06 |6,89
1,00 |25,31(25,52(25,42 (0,15 |200,00 0,21 0,07 |9,00 452 3,30E+04 |3,67E+03 |7,33E+05 |9,83E+06 |6,99
3,00 |26,84(27,17|27,01 |0,23 |200,00 0,22 0,08 |9,00 3,97 9,25E+03 |1,03E+03 |2,06E+05 |2,60E+06 |6,42
6,00 [27,32]27,05|27,19 |0,19 |200,00 0,21 0,08 |9,00 3,79 6,21E+03 |6,89E+02 |1,38E+05 |1,77E+06 |6,25
14,00(27,95|27,73|27,84 |0,16 |200,00 0,21 0,08 |9,00 3,57 3,67E+03 |4,08E+02 |8,17E+04 |1,04E+06 |6,02
21,00 (28,38 |28,03|28,21 |0,25 |200,00 0,22 0,08 |9,00 3,41 257E+03 |2,86E+02 |5,71E+04 |7,19E+05 |5,86
28,00|28,41(28,12|28,27 |0,21 |200,00 0,22 0,10 |9,00 3,40 2,51E+03 |[2,79E+02 |557E+04 |550E+05 |5,74
35,00(28,96 29,21|29,09 |0,18 |200,00 0,23 0,14 |9,00 3,20 159E+03 |[1,76E+02 |3,53E+04 |2,48E+05 |5,39
49,00 28,86 |29,47|29,17 |0,43 |200,00 0,23 0,14 |9,00 3,24 1,72E+03 |[1,92E+02 |3,83E+04 |2,67E+05 |5,43
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Ct<34,5 |sul 1y=-0,3203x + 12.884

num

Volumen de

Media Desv. Volumen UL reaccion log num. - num copias ) —— Seioil
muestra copias gen/tubo muestra | de
aforo (ul) TagMan tubo R

()] inicial muestra
0 19,06|20,11|19,59 |0,74 |200,00 0,22 0,07 [9,00 6,78 6,01E+06 |6,68E+05 |1,34E+08 |1,89E+09 |9,28
1 19,18]19,74|19,46 0,40 |200,00 0,21 0,07 19,00 6,74 550E+06 |6,12E+05 |1,22E+08 |[1,64E+09 |9,21
3 19,71119,81[19,76 |0,07 |200,00 0,22 0,08 [9,00 6,57 3,72E+06 | 4,14E+05 |8,27E+07 |1,05E+09 [9,02
6 20,14 120,04120,09 |0,07 |200,00 0,21 0,08 (9,00 6,43 2,71E+06 |3,01E+05 |6,02E+07 |7,74E+08 |8,89
14 20,26/20,31|20,29 |0,04 (200,00 0,21 0,08 [9,00 6,39 2,48E+06 |2,76E+05 |551E+07 |7,04E+08 |8,85
21 19,30/20,61|19,96 [0,93 |200,00 0,22 0,08 [9,00 6,70 504E+06 |5,60E+05 |1,12E+08 |1,41E+09 |9,15
28 19,56120,68|20,12 0,79 |200,00 0,22 0,10 [9,00 6,62 4,16E+06 | 4,62E+05 |9,24E+07 |9,12E+08 |8,96
35 20,64 120,76 120,70 0,08 |200,00 0,23 0,14 [9,00 6,27 1,88E+06 |2,08E+05 |[4,17E+07 |2,93E+08 |8,47
49 19,91120,12]20,02 0,15 |200,00 0,23 0,14 19,00 6,51 3,21E+06 |3,57E+05 |7,14E+07 |4,97E+08 |8,70

olumen de
a Peso 0Q opla e go 0(Q
edila De 0 e €accClo
Dia e eco opla ge DO NI ae
alOro ad( d N D DO
O O Je 0 a e a 0
.I »

0 33,84|33,49|33,67 |0,25 |200,00 0,22 0,07 [9,00 1,52 3,28E+01 |3,64E+00 |7,29E+02 |1,03E+04 |4,01
1 34,42 34,23 (34,33 |0,13 |200,00 0,21 0,07 [9,00 1,32 2,10E+01 |2,34E+00 |4,67E+02 |6,27E+03 |3,80
3 35,14 36,08 35,61 |0,66 |200,00 0,22 0,08 [9,00 1,08 121E+01 |1,35E+00 |2,69E+02 |3,41E+03 |3,53
6 35,91[35,93/35,92 0,01 |200,00 0,21 0,08 [9,00 0,83 6,72E+00 |7,47E-01 |1,49E+02 |1,92E+03 |3,28
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14 36,14|35,79|35,97 0,25 |200,00 0,21 0,08 [9,00 0,75 5,63E+00 |6,26E-01 |1,25E+02 |1,60E+03 |3,20
21 36,2836,09|36,19 |0,13 |200,00 0,22 0,08 [9,00 0,70 5,06E+00 |5,62E-01 |1,12E+02 [1,42E+03 |3,15
28 35,75|36,76 /36,26 | 0,71 |200,00 0,22 0,10 |9,00 0,88 7,60E+00 [8,44E-01 |1,69E+02 [1,67E+03 |3,22
35 36,33|35,02|35,68 |0,93 |200,00 0,23 0,14 19,00 0,69 4,87E+00 |5,41E-01 |[1,08E+02 |7,60E+02 |2,88
49 36,98|35,43|36,21 |1,10 |200,00 0,23 0,14 19,00 0,47 2,96E+00 |3,29E-01 |6,58E+01 [4,58E+02 |2,66

Ct<30,5 |tetW y=-0.2949x +12.181
Volumen de

Gramos . log num. num copias GCen GC/gomi
Volumen reaccion .
muestra copias gen/tubo muestra | de
aforo (ul) TagMan A
(9) (ul) gen gPCR inicial muestra
0 16,53]16,93|16,73 |0,28 |200,00 0,22 0,07 19,00 7,31 2,02E+07 |2,25E+06 |4,50E+08 |6,35E+09 |9,80
1 17,15]19,84|18,50 [1,90 |[200,00 0,21 0,07 [9,00 7,12 1,33E+07 |1,48E+06 |[2,95E+08 |3,96E+09 |9,60
3 19,38]19,73|19,56 |0,25 |200,00 0,22 0,08 (9,00 6,47 2,92E+06 |3,25E+05 |6,50E+07 |[8,22E+08 |8,92
6 19,52119,93|19,73 0,29 [200,00 0,21 0,08 [9,00 6,42 2,66E+06 |2,95E+05 |5,91E+07 |[7,59E+08 |8,88
14 20,12119,77119,95 |0,25 |200,00 0,21 0,08 (9,00 6,25 1,77E+06 |1,97E+05 |3,93E+07 |5,01E+08 |8,70
21 20,39/20,41120,40 |0,01 |200,00 0,22 0,08 [9,00 6,17 1,47E+06 |1,64E+05 |3,27E+07 |4,12E+08 |8,61
28 20,55|20,67|20,61 |0,08 |200,00 0,22 0,10 [9,00 6,12 1,32E+06 |1,47E+05 |[2,93E+07 |2,90E+08 |8,46
35 20,98 /20,58|20,78 0,28 |200,00 0,23 0,14 19,00 5,99 9,86E+05 |1,10E+05 |[2,19E+07 |[1,54E+08 |8,19
49 20,78121,05120,92 0,19 |200,00 0,23 0,14 [9,00 6,05 1,13E+06 |1,26E+05 |2,51E+07 |1,75E+08 |8,24
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Media Desv. Volumen CUEUEE ?'/e?aléjcrir(ljin & . TG O c e el @
aforo (ul) muestra TagMan gen/tubo muestra de
(9) inicial muestra
0,00 |25,88|25,27|25,58 0,43 |200,00 0,22 0,07 [9,00 3,58 3,76E+03 |4,18E+02 |8,36E+04 |1,18E+06 |6,07
1,00 |26,18)26,81|26,50 0,45 |200,00 0,21 0,07 [9,00 3,47 2,98E+03 |3,31E+02 |6,61E+04 |8,87E+05 |5,95
3,00 [26,83/27,69|27,26 0,61 |200,00 0,22 0,08 [9,00 3,25 1,79E+03 |1,99E+02 |[3,99E+04 |5,05E+05 |5,70
6,00 |27,34|27,34|27,34 0,00 |200,00 0,21 0,08 [9,00 3,08 1,21E+03 |1,34E+02 |[2,68E+04 |3,44E+05 |5,54
14,00]29,05|28,26 | 28,66 | 0,56 |200,00 0,21 0,08 [9,00 2,50 3,18E+02 |3,53E+01 |7,07E+03 |9,02E+04 |4,96
21,00|29,36|28,74|29,05 (0,44 |200,00 0,22 0,08 [9,00 2,40 2,50E+02 [2,78E+01 |5,55E+03 |6,99E+04 |4,84
28,00(29,47/29,38|29,43 0,06 |200,00 0,22 0,10 [9,00 2,36 2,29E+02 | 2,55E+01 |5,09E+03 |5,03E+04 |4,70
35,00(29,75|30,83|30,29 0,76 |200,00 0,23 0,14 [9,00 2,27 1,84E+02 |2,05E+01 |[4,10E+03 |2,88E+04 |4,46
49,0030,31 (33,12 (31,72 |1,99 |200,00 0,23 0,14 [9,00 2,08 1,19E+02 |1,32E+01 |2,65E+03 |1,84E+04 |[4,27
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Tabla 15. Resumen del ensayo de la persistencia de los genes (sull, blaTEM, gnrS, y tetW) y del gen 16S rDNA (Universal) en el tratamiento

de gallinaza con tamo

Media Desv. Volumen Gramos ?’/ec:(l:JCriTgenn ee log num.  num copias ; GCen GC/go ml
Ct Est  aforo (ul) muestra TagMan copias gen/tubo muestra de
(9) (ul) gen gPCR q inicial muestra
0 [25,66]24,88|2527 [055 [200,00 0,24 0,08 [9,00 4,39 2,ATE+04 |2,74E+03 |5,48E+05 |6,52E+06 |6,81
1 |26,17|26,34|26,26 |0,12 |200,00 0,23 0,07 9,00 4,21 161E+04 |1,79E+03 |3,59E+05 |4,85E+06 |6,69
3 [26,52]26,9926,76 |0,33 |200,00 0,22 0,07 |9,00 4,08 121E+04 |1,34E+03 |2,68E+05 |3,62E+06 |6,56
6 [27,32]27,67|27,50 [0,25 |200,00 0,22 0,07 9,00 3,79 6,21E+03 |6,89E+02 |1,38E+05 |1,86E+06 |6,27
14 |27,57|27,73|27,65 |0,11 |200,00 0,23 0,08 |9,00 3,70 504E+03 |5,60E+02 |1,12E+05 |1,33E+06 |6,13
21 [28,21]27,90(28,06 [0,22 |200,00 0,23 0,08 [9,00 3,47 2,96E+03 |3,29E+02 |6,58E+04 |8,13E+05 |5,91
28 |28,18|28,43|28,31 [0,18 |200,00 0,24 0,10 |9,00 3,48 3,04E+03 |3,37E+02 |6,75E+04 |6,73E+05 |5,83
35 [28,88(29,16|29,02 |0,20 |200,00 0,24 0,13 [9,00 3,23 1,70E+03 |1,88E+02 |3,77E+04 |2,91E+05 |5,46
49 |29,42|29,47]29,45 10,04 |200,00 0,22 0,15 (9,00 3,03 1,08E+03 |1,20E+02 |2,41E+04 |157E+05 |5,20
sull =-0,3203x + 12.884

Volumen de . nhum
Ve Gramos T log num. num copias GCul GCen GC/goml

muestra copias gen/tubo muestra de
TagMan tubo R
(9) (ul) gen gPCR gPCR inicial muestra

aforo (ul)

0 19,/45]/20,39]/19,92 0,66 |200,00 0,24 0,08 [9,00 6,65 451E+06 |5,01E+05 |1,00E+08 |1,19E+09 9,08
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1 |20,55|21,86(21,21 |0,93 |200,00 0,23 0,07 (9,00 6,30 2,00E+06 2,23E+05 |4,45E+07 |6,02E+08 |8,78
3 |21,12|20,76|20,94 |0,25 |200,00 0,22 0,07 (9,00 6,12 1,32E+06 1,46E+05 |2,92E+07 |3,95E+08 |8,60
6 |20,11(20,46|20,29 |0,25 |200,00 0,22 0,07 (9,00 6,44 2,77E+06 3,08E+05 |6,16E+07 |8,31E+08 |8,92
14 |20,48|20,62|20,55 |0,10 |200,00 0,23 0,08 (9,00 6,32 2,11E+06 2,34E+05 |4,69E+07 |5,59E+08 |8,75
21 |20,99(21,05(21,02 |0,04 |200,00 0,23 0,08 (9,00 6,16 1,45E+06 1,61E+05 |3,22E+07 |3,98E+08 |8,60
28 |21,32|21,00(21,16 |0,23 |200,00 0,24 0,10 |9,00 6,06 1,14E+06 1,26E+05 |2,52E+07 |2,52E+08 8,40
35 |21,30(21,41|21,36 |0,08 |200,00 0,24 0,13 |9,00 6,06 1,15E+06 1,28E+05 |2,56E+07 |1,98E+08 |8,30
49 [21,70(21,68|21,69 |0,01 |200,00 0,22 0,15 (9,00 5,93 8,58E+05 9,53E+04 |1,91E+07 |1,24E+08 |8,09
= 0 de
A eso 0(Q opla e 0o 0(
.. A .‘ . e ‘l
Dio e eco opla ge DO e a de
aforo ao DO
0 0 g€ QPCR S a e 0 0
0

0 31,83(32,27 32,05 {0,31 |200,00 0,24 0,08 |9,00 2,18 1,53E+02 1,70E+01 |3,40E+03 |4,04E+04 (4,61
1 |32,72|33,11|32,92 |0,28 |200,00 0,23 0,07 (9,00 1,89 7,73E+01 8,59E+00 |1,72E+03 |[2,32E+04 |4,37
3 34,06 | 34,69 34,38 |0,45 |200,00 0,22 0,07 |9,00 1,44 2,77E+01 3,08E+00 |6,16E+02 |8,32E+03 |3,92
6 |35,48(3593|35,71 |0,32 |200,00 0,22 0,07 (9,00 0,97 9,34E+00 1,04E+00 |2,08E+02 |2,80E+03 |3,45
14 |37,16|35,79|36,48 |0,97 |200,00 0,23 0,08 (9,00 0,41 2,58E+00 2,87E-01 573E+01 |6,83E+02 |2,83
21 |37,43(36,09|36,76 [0,95 |200,00 0,23 0,08 |9,00 0,32 2,10E+00 2,33E-01 4,66E+01 |5,76E+02 |2,76
28 [38,16|37,46|37,81 |0,49 |200,00 0,24 0,10 (9,00 0,08 1,20E+00 1,33E-01 2,67E+01 |2,66E+02 |2,42
35 |38,21(38,12|38,17 [0,06 |200,00 0,24 0,13 |9,00 0,06 1,15E+00 1,28E-01 257E+01 |1,98E+02 |2,30
49 |36,71|37,43|37,07 (0,51 |200,00 0,22 0,15 (9,00 0,56 3,64E+00 4,05E-01 8,09E+01 |5,27E+02 |2,72
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Volumen de

N
: Gramos e log num. num copias GCen GC/goml
. Media Desv. Volumen reaccion .
Dia Ctl muestra copias gen/tubo muestra (o[
aforo (ul) TagMan R
(9) inicial muestra
(ul)
0 |[16,26|16,93|16,60 |0,47 |200,00 0,24 0,08 [9,00 7,39 2,43E+07 |2,70E+06 |5,40E+08 |6,43E+09 |9,81
1 |17,71|18,65|18,18 |0,66 |200,00 0,23 0,07 [9,00 6,96 9,08E+06 |1,01E+06 |2,02E+08 |2,73E+09 |9,44
3 118,96(19,02(18,99 |0,04 |200,00 0,22 0,07 [9,00 6,59 3,89E+06 |4,32E+05 |8,64E+07 |1,17E+09 |9,07
6 [19,32]19,25/19,29 [0,05 |200,00 0,22 0,07 [9,00 6,48 3,04E+06 | 3,38E+05 |6,77E+07 |9,13E+08 |8,96
14 ]19,25/19,80|19,53 [0,39 |200,00 0,23 0,08 (9,00 6,50 3,19E+06 |3,55E+05 |7,10E+07 |8,45E+08 |8,93
21 [19,67]20,41120,04 0,52 |200,00 0,23 0,08 [9,00 6,38 2,40E+06 |2,67E+05 |5,33E+07 |6,59E+08 |8,82
28 [19,58]20,67|20,13 [0,77 [200,00 0,24 0,10 [9,00 6,41 2,55E+06 |2,84E+05 |5,67E+07 |5,65E+08 |8,75
35 [20,04]20,58|20,31 [0,38 |200,00 0,24 0,13 [9,00 6,27 1,87E+06 |2,07E+05 |4,15E+07 |3,20E+08 |8,51
49 |20,95|21,05|21,00 (0,07 |200,00 0,22 0,15 [9,00 6,00 1,01E+06 |1,12E+05 |2,24E+07 |1,46E+08 |8,16
N O el de
a 0 €S0 O(Q OPla e g0 O(Q
edia De 0 e ea 0
Dia estra eco opla ge DO estra ae
alOro a0 a 9]0
0 0 ge gPCR a estra 0
.I »

0 [22,56]21,00(21,78 [1,10 |200,00 0,24 0,08 [9,00 4,70 5,00E+04 |555E+03 |1,11E+06 |[1,32E+07 |7,12
1 [24,19|23,16|23,68 |0,73 |200,00 0,23 0,07 [9,00 4,15 1,40E+04 |156E+03 |3,12E+05 |4,21E+06 |6,62
3 [24,70]24,73|24,72 0,02 |200,00 0,22 0,07 9,00 3,97 9,43E+03 |1,05E+03 |2,10E+05 |2,83E+06 |6,45
6 [2534]26,34|25,84 [0,71 |200,00 0,22 0,07 [9,00 3,76 573E+03 |6,36E+02 |1,27E+05 |1,72E+06 |6,23
14 ]25,12|26,48|25,80 [0,96 |200,00 0,23 0,08 [9,00 3,83 6,80E+03 |7,55E+02 |1,51E+05 |1,80E+06 |6,26
21 |25,53(26,10(25,82 |0,40 |200,00 0,23 0,08 [9,00 3,69 4,94E+03 |549E+02 |1,10E+05 |1,36E+06 |6,13
28 [26,21]26,34|26,28 0,09 |200,00 0,24 0,10 [9,00 3,46 2,91E+03 [3,23E+02 |6,46E+04 |6,44E+05 |5,81
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35 |27,31

27,82

27,57 10,36

200,00

0,24

0,13

9,00

3,09

1,23E+03

1,37E+02

2,74E+04

2,12E+05

5,33

49 |28,07

27,90

27,99

0,12

200,00

0,22

0,15

9,00

2,83

6,83E+02

7,58E+01

1,52E+04

6,77E+04

4,83

Tabla 16. Resumen del ensayo de la persistencia de los genes (sull, blaTEM, gnrS, y tetW) y del gen 16S rDNA (Universal) en el tratamiento

de gallinaza con bacterias

Volumen de

. Gramos . num copias GCen GC/goml
. Media Desv. Volumen reaccion
Dia Ctl muestra gen/tubo muestra de
Ct Est  aforo (ul) TagMan R
(9) (ul) gPCR inicial muestra
0 [24,78|24,90|24,84 |0,08 |200,00 0,24 0,05 9,00 4,71 5,13E+04 |5,70E+03 |1,14E+06 |2,23E+07 |7,35
1 |25,52|25,71|25,62 |0,13 |200,00 0,23 0,07 9,00 4,44 2,77TE+04 |3,08E+03 |6,16E+05 |8,61E+06 |6,93
3 126,9926,46|26,73 |0,37 |200,00 0,22 0,07 |9,00 3,91 8,16E+03 |9,07E+02 |1,81E+05 |[2,67E+06 |6,43
6 |26,97(27,11|27,04 [0,10 |200,00 0,21 0,07 9,00 3,92 8,30E+03 |9,22E+02 |1,84E+05 |2,82E+06 |6,45
14 |27,80|27,98|27,89 |0,13 |200,00 0,23 0,08 |9,00 3,62 4,16E+03 |4,63E+02 |9,25E+04 |1,15E+06 |6,06
21 |27,14|27,68|27,41 |0,38 |200,00 0,21 0,06 |9,00 3,86 7,21E+03 |8,01E+02 |[1,60E+05 |2,56E+06 |[6,41
28 [28,21/28,20(28,21 |0,01 |200,00 0,24 0,09 9,00 3,47 2,96E+03 |3,29E+02 |6,58E+04 |7,54E+05 |5,88
35 [29,17|28,75|28,96 |0,30 |200,00 0,25 0,17 9,00 3,12 1,33E+03 |1,48E+02 |2,96E+04 |1,79E+05 |5,25
49 |32,37/31,80(32,09 (0,40 |200,00 0,24 0,18 9,00 1,97 9,32E+01 |1,04E+01 |2,07E+03 |1,16E+04 |4,06
Ct<34,5 |sul 1y=-0,3203x + 12.884
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Volumen de

.. n
. Gramos e log num. num copias GCen GC/goml
. Media Desv. Volumen reaccion .
Dia Ctl muestra copias gen/tubo muestra (o[
aforo (ul) TagMan R
(9) inicial muestra

0 |19,21(20,60|19,91 |0,98 |200,00 0,24 0,05 {9,00 6,73 5,38E+06 |5,98E+05 |1,20E+08 |2,34E+09 |9,37
1 20,13|20,87|20,50 |0,52 |200,00 0,23 0,07 |9,00 6,44 2,73E+06 |3,03E+05 |[6,07E+07 |8,48E+08 |8,93
3 120,58|21,09|20,84 |0,36 |200,00 0,22 0,07 |9,00 6,29 1,96E+06 |2,18E+05 |4,36E+07 |6,42E+08 |8,81
6 |20,63(20,52|20,58 |0,08 |200,00 0,21 0,07 |9,00 6,28 1,89E+06 |2,10E+05 |4,20E+07 |6,43E+08 |8,81
14 |20,41|20,25|20,33 |0,11 |200,00 0,23 0,08 |9,00 6,35 2,22E+06 | 2,47E+05 |[4,94E+07 |6,13E+08 |8,79
21 |20,5920,66|20,63 [0,05 |200,00 0,21 0,06 |9,00 6,29 1,95e+06 |2,16E+05 |4,32E+07 |6,92E+08 |8,84
28 [20,70|20,60|20,65 |0,07 |200,00 0,24 0,09 |9,00 6,25 1,79e+06 |1,99E+05 |3,99E+07 |4,57E+08 |8,66
35 |21,17(21,41|21,29 |0,17 |200,00 0,25 0,17 |9,00 6,10 1,27E+06 |1,41E+05 |2,82E+07 |1,70E+08 |8,23
49 |22,24121,66|21,95 |0,41 |200,00 0,24 0,18 |9,00 5,76 5,76E+05 |6,40E+04 |1,28E+07 |7,18E+07 |7,86

Volumen de

volumen Gramos el num copias GCen GC/goml
aforo (ul) muestra TagMan gen/tubo muestra de
(9) (ul) gPCR inicial muestra

0 |31,72(31,19|31,46 |0,37 |200,00 0,24 0,05 {9,00 2,22 1,66E+02 |1,85E+01 |3,70E+03 |7,23E+04 |4,86
1 132,40|33,11|32,76 |0,50 |200,00 0,23 0,07 |9,00 1,99 9,88E+01 |1,10E+01 |2,20E+03 |3,07E+04 |4,49
3 |35,81(34,69|35,25 [0,79 |200,00 0,22 0,07 |9,00 0,86 7,25E+00 |8,06E-01 |1,61E+02 |2,38E+03 |3,38
6 [33,69(3593|34,81 [1,58 |200,00 0,21 0,07 |9,00 1,57 3,68E+01 |4,09E+00 |8,18E+02 |1,25E+04 |4,10
14 134,19|35,79(34,99 |1,13 |200,00 0,23 0,08 |9,00 1,40 2,51E+01 |2,79E+00 |[5,57E+02 |6,92E+03 |3,84
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21 |35,32(36,09|35,71 |0,54 |200,00 0,21 0,06 |9,00 1,02 1,06E+01 |1,17E+00 |2,35E+02 |3,75E+03 |3,57
28 |35,24|37,46|36,35 |1,57 |200,00 0,24 0,09 9,00 1,05 1,12E+01 |1,25E+00 |2,49E+02 |2,86E+03 |3,46
35 |36,71(37,12|36,92 |0,29 |200,00 0,25 0,17 |9,00 0,56 3,64E+00 |4,05E-01 |8,09E+01 |[4,89E+02 |2,69
49 |36,44|36,50|36,47 (0,04 |200,00 0,24 0,18 9,00 0,65 4,48E+00 |4,98E-01 |9,95E+01 |5,58E+02 |2,75

Ct<30,5 |tetW y =-0.2949x + 12.181

Volumen de

Gramos . log num. num copias GCen GC/goml
Volumen reaccion .
muestra copias gen/tubo muestra (o[
aforo (ul) TagMan .
(9) (ul) gen gPCR inicial muestra
0 |[16,26|16,33|16,30 |0,05 |200,00 0,24 0,05 |9,00 7,39 2,43E+07 |2,70E+06 |5,40E+08 |1,06E+10 |10,02
1 117,13|17,58|17,36 |0,32 |200,00 0,23 0,07 9,00 7,13 1,35e+07 |1,50E+06 |2,99E+08 |4,18E+09 |9,62
3 [18,95(17,71|18,33 |0,88 |200,00 0,22 0,07 9,00 6,59 3,91E+06 |4,35E+05 |8,70E+07 |[1,28E+09 |9,11
6 |18,42(18,47|18,45 [0,04 |200,00 0,21 0,07 |9,00 6,75 561E+06 |6,23E+05 |[1,25E+08 |1,91E+09 9,28
14 |18,38|19,04|18,71 |0,47 |200,00 0,23 0,08 |9,00 6,76 5,76E+06 |6,40E+05 |1,28E+08 |1,59E+09 |9,20
21 |19,56(18,78|19,17 [0,55 |200,00 0,21 0,06 |9,00 6,41 2,59E+06 |2,87E+05 |5,75E+07 |9,20E+08 |8,96
28 [19,50(18,60|19,05 |0,64 |200,00 0,24 0,09 9,00 6,43 2,69E+06 |2,99E+05 |[5,99E+07 |6,86E+08 |8,84
35 [19,27|20,78|20,03 |1,07 |200,00 0,25 0,17 9,00 6,50 3,15E+06 |3,50E+05 |7,00E+07 |4,23E+08 |8,63
49 |22,78(21,50|22,14 |0,91 |200,00 0,24 0,18 |9,00 5,46 2,91E+05 |3,23E+04 |[6,46E+06 |3,62E+07 |7,56
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Volumen de

. Gramos . num copias GCen GC/goml
. Media Desv. Volumen reaccion :
Dia Ctl muestra gen/tubo muestra de
aforo (ul) TagMan R
(9) inicial muestra

0 1|20,90(18,56|19,73 |1,65 |200,00 0,24 0,05 |9,00 5,26 1,82E+05 |2,02E+04 |4,05E+06 |7,92E+07 |7,90
1 119,78|20,16|19,97 |0,27 |200,00 0,23 0,07 {9,00 5,64 4,36E+05 |4,84E+04 |9,69E+06 |1,35E+08 |8,13
3 ]19,93(20,75|20,34 |0,58 |200,00 0,22 0,07 |9,00 5,59 3,88E+05 |4,31E+04 |8,62E+06 |1,27E+08 |8,10
6 |21,37(22,74|22,06 [0,97 |200,00 0,21 0,07 {9,00 5,10 1,26E+05 |1,40E+04 |2,81E+06 |4,30E+07 |7,63
14 120,93|21,70|21,32 |0,54 |200,00 0,23 0,08 |9,00 5,25 1,78E+05 |1,98E+04 |3,95E+06 |4,91E+07 |7,69
21 |22,70(24,79|23,75 |1,48 |200,00 0,21 0,06 |9,00 4,65 4,48E+04 |4,98E+03 |9,96E+05 |1,59E+07 |7,20
28 |24,10(25,37|24,74 |0,90 |200,00 0,24 0,09 |9,00 4,18 151E+04 |1,67E+03 |3,34E+05 |3,83E+06 |6,58
35 |24,31(23,82|24,07 [0,35 |200,00 0,25 0,17 |9,00 4,11 1,28E+04 | 1,42E+03 |2,84E+05 |1,72E+06 |6,23
49 |23,10(25,10|24,10 |1,41 |200,00 0,24 0,18 |9,00 4,52 3,28E+04 | 3,65E+03 |7,29E+05 |[4,09E+06 |6,61
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Anexo B. Analisis Estadista ANOVA
Andlisis de Varianza de las muestras de Gallinaza de los diferentes tratamientos

para analisis de ABGs.

Completely Randomized AOV for E, coli

Source DF SS MS F P
tratam 3 0.08687 0.02896 8.58 0.0070
Error 8 0.02700 0.00338

Total 11 0.11387

Completely Randomized AOV for Coliformes

Source DF SS MS F P
tratam 3 1.65296 0.55099 56.61 0.0000
Error 8 0.07787 0.00973

Total 11 1.73083

Completely Randomized AOV for SOMCPH (bacteriofagos)

Source DF SS MS F P
tratam 3 13.0882 4.36272 2941.16 0.0000
Error 8 0.0119 0.00148

Total 11 13.1000

Andlisis de Varianza de las muestras de Gallinaza de los diferentes tratamientos

para analisis de ARGs.

Completely Randomized AOV for blaTEM

Source DF SS MS F P
tratam 3 4.89529 1.63176 98.89 0.0000
Error 8 0.13200 0.01650

Total 11 5.02729

Completely Randomized AOV for sull

Source DF SS MS F P
tratam 3 2.74820 0.91607 25.78 0.0002
Error 8 0.28427 0.03553

Total 11 3.03247

Completely Randomized AOV for gnrS

Source DF SS MS F P
tratam 3 2.20103 0.73368 38.35 0.0000
Error 8 0.15307 0.01913

Total 11 2.35409

Completely Randomized AOV for tetW
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Source DF SS MS F P
tratam 3 3.36302 1.12101 95.34 0.0000
Error 8 0.09407 0.01176

Total 11 3.45709

Completely Randomized AOV for 16s rDNA

Source DF SS MS F P
tratam 3 5.89697 1.96566 8.62 0.0069
Error 8 1.82360 0.22795

Total 11 7.72057

Prueba de Tukey

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of E. coli

tratam Mean Homogeneous Groups
4 5.2900 A
1 5.1467 A
2 5.0367 B
3 5.0533 B

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Coliformes

tratam Mean Homogeneous Groups
4 5.9233 A
1 5.4867 B
3 5.0333 C
2 5.0267 C

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of SOMCPH (bacteriofagos)

tratam Mean Homogeneous Groups
1 5.1367 A
4 5.0467 A
3 3.1533 B
2 2.8733 C

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of blaTEM

tratam Mean Homogeneous Groups
4 3.1567 A
3 1.7700 B
1 1.6633 B
2 1l.6267 B

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of sull

tratam Mean Homogeneous Groups
4 1.1967 A
3 0.8267 AB
2 0.4467 BC
1 -0.0967 C
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Tukey HSD
tratam
4 2
3 1
1 1
2 1
Tukey HSD
tratam
4 2
3 1
2 1
1 0
Tukey HSD
tratam
1 3
3 2
2 2
4 2

All-Pairwise Comparisons

Mean

.2100
.9300
.3467
.1500

Homogeneous Groups
A
A

B

B

All-Pairwise Comparisons

Mean

.2700
.5600
.5400
L7733

Homogeneous Groups
A

B

B

C

All-Pairwise Comparisons

Mean

.8600
.4433
.3867
.0233

Homogeneous Groups
A
AB
AB
B
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