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Chemical, microbiological and antimicrobial resistance changes in vermicomposts of pig manure by the effect of
the initial carbon:nitrogen ratio.

Abstract

Vermicomposting is a helpful alternative to recover nutrients and reduce pathogenic bacteria from animal
manure; however, the optimal initial carbon: nitrogen ratio (CNR) to maximize the nutritional value and
minimize the microbial load and antimicrobial resistance factors (AMR) of the final product is unknown. The
objective of the study was to evaluate the effect of the initial CNR (15, 31, 46, and 70) of the pre-composting
of vermicompost prepared with swine manure on the changes over time in nutrient content, total aerobic
bacteria (TAB), coliforms, fungi and yeasts and AMR factors in E. coli. Samples were taken for chemical
(days 1, 28, and 140) and microbiological analysis (days 1, 7, 28, 56, 84, and 140), and the presence of AMR
(days 1 and 140). Data were analyzed using a mixed model with repeated observations over time and by linear
regression analysis. Organic matter, organic carbon, N-NH**, and CNR decreased and total nitrogen increased
with time (P < 0.01). TAB, coliform, fungi, and yeast counts showed decreasing cubic responses with time
and were comparable at 140 days among vermicompost with different initial CNR (P < 0.01). E. coli was
isolated from 10 initial manure samples; the relative frequency and percentage of E. coli isolates with AMR
were highest for ampicillin and carbenicillin (7/10, 70%) and intermediate for cephalothin and
chloramphenicol (4/10, 40%) and sulfamethoxazole/trimethoprim (3/10, 30%). Five E. coli isolates were
shown to be multiresistant to antibiotics (MMR). Although no E. coli was isolated from the final
vermicompost, the bacteria Acinetobacter anitratus was found in three (3/12) samples and was also found to
be MMR. In conclusion, regardless of the initial CNR, vermicomposts with high nutritional value were
obtained, with a lower load of potentially pathogenic bacteria and free of E. coli carrying AMR. However,
prior to its use as organic fertilizer, the presence of AMR factors in other bacteria should be evaluated to
reduce the risks of their spread through soil and water, and of human infections.
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Resumen
El lombricompostaje es una alternativa Util para recuperar nutrientes y reducir las bacterias patégenas del

estiércol de los animales; pero, se desconoce la Optima relacion carbono: nitrogeno (RCN), inicial, para
maximizar el valor nutricional y minimizar la carga microbiana y factores de resistencia antimicrobiana
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(RAM), del abono final. El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la RCN inicial (15, 31, 46 y 70), del
precompostaje de lombricompostas preparadas con estiércol de cerdo sobre los cambios en el tiempo del
contenido nutrimental, bacterias aerobias totales (BAT), coliformes, hongos y levaduras, y factores RAM en
E. coli. Se tomaron muestras para analisis quimicos (dias 1, 28 y 140), y microbioldgicos (dias 1, 7, 28, 56, 84
y 140), y presencia de RAM (dias 1 y 140). Los datos se analizaron mediante un modelo mixto con
observaciones repetidas en el tiempo y mediante analisis de regresion lineal. La materia organica, el carbono
organico, el nitrégeno amoniacal y RCN disminuyeron y el nitrégeno total, aumenté con el tiempo (P < 0.01).
Los recuentos de BAT, coliformes, hongos y levaduras mostraron respuestas clbicas decrecientes con el
tiempo y fueron similares a los 140 dias entre las lombricompostas con diferente RCN inicial (P < 0.01). La
bacteria E. coli se aisld en 10 muestras iniciales de estiércol; la frecuencia relativa y porcentaje de aislados de
E. coli con RAM fueron mayores para ampicilina y carbenicilina (7/10, 70%), e intermedios para cefalotina y
cloranfenicol (4/10, 40%), y sultametoxazol/trimetoprima (3/10, 30%). Cinco aislados de E. coli mostraron
ser multirresistentes a antibidticos (MMR). Aunque no se aisld E. coli de lombricompostas finales, en tres
muestras (3/12), se encontrd la bacteria Acinetobacter anitratus, que también era portadora de AMR. En
conclusidn, independientemente de la RCN inicial, se obtuvieron lombricompostas con alto valor nutricional,
con una menor carga de bacterias patdgenas potenciales y libres de E. coli portadora de RAM; sin embargo,
previo a su uso como abono organico, se deben evaluar la presencia de factores RAM en otras bacterias, para
reducir los riesgos de su propagacion a través del suelo y agua, y de infecciones en humanos.

Palabras claves: estiércol de cerdo, lombricompostaje, Escherichia coli, resistencia antimicrobiana.

Introduccién adecuadas de temperatura, pH, humedad, aireacion,

concentracion inicial de C y N, y una optima
La produccion de humus de lombriz a través del relacion C: N (RCN). La RCN recomendada al
lombricompostaje es un proceso de transformacion inicio de la precomposta varia de 25:1 a 35:1, ya

de materia organica en un producto de alto valor que los microorganismos encargados de la
fertilizante para las plantas y restaurador de suelos fermentacidn requieren entre 25-35 partes de C por
de baja fertilidad. Durante el proceso, las lombrices una de N para sintetizar proteina y producir energia
se alimentan de la materia organica, y como de manera oOptima; una RCN mas alta induce a
desecho, eliminan el humus que es parecido a la mayores pérdidas de C y una relaciobn méas baja
tierra, de color oscuro, suave, ligero y con un olor a provoca mayores pérdidas de N (Bernal et al.,
mantillo de bosque (Atiyeh et al. 2000; Atiyeh et al. 2009).

2001). EI lombricompostaje es también una Respecto al lombricompostaje, se desconoce el
alternativa efectiva para reciclar los nutrientes efecto de las condiciones iniciales de las

eliminados en las excretas de los animales, reducir precompostas sobre la calidad nutrimental del
la contaminacion ambiental y la propagacion de humus y la carga microbiana al final del proceso de
bacterias patdgenas que ponen en riesgo la salud de lombricompostaje. El estiércol deshidratado vy
los animales y el hombre (GAmez et al., 2013). estiércol fresco de cerdo tienen una RCN de 13:1y
Previo a la inoculacion de las lombrices en el 16:1, respectivamente, requiriéndose agregar una
estiércol de animales, se debe mezclar con una fuente vegetal de C para lograr una RCN de 25-35:1
fuente de carbono (C), y someter a precompostaje. (Gémez et al. 2011). De otra manera, se perdera

El precompostaje es necesario en la produccion de mayor N, el material tenderd a compactarse
compostas tradicionales, controlando varios factores provocando  condiciones  de  anaerobiosis,
para reducir al minimo la pérdida de nutrientes, fermentaciones indeseables y riesgo de proliferacion
principalmente C y nitrégeno (N), por volatilizacion de microorganismos patdgenos. Estas condiciones
y asegurar que el material final esté libre de son también adversas para el trabajo de las
microorganismos patdgenos, y se obtenga un lombrices ya que no pueden deslizarse
producto de alta calidad fertilizante. Para lograr adecuadamente en materiales compactados, pueden
compostas de mayor valor nutrimental, se ha morir por insuficiente oxigenacion y por los gases
demostrado que se debe mantener condiciones emitidos.
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Se ha documentado que los cerdos adicionados con
antibidticos promotores del crecimiento en el
alimento pueden eliminar en el estiércol diversas
bacterias patdgenas, y dentro de éstas, algunas
portadoras de genes de resistencia antimicrobiana
(RAM) (Cao et al., 2020; Congilosi et al., 2021), y
contribuir a la expansién de estos genes en el
ambiente, como suelos después de la aplicacién del
estiércol (Marti et al., 2013; Smith et al., 2019).
Estos microcontaminantes pueden representar un
riesgo para la salud humana, animal y vegetal
(Kyakuwaire et al., 2019; Congilosi et al., 2021).
En estudios previos se ha observado que las
lombrices de tierra pueden disminuir
significativamente los conteos de diferentes
bacterias  potencialmente  patégenas  como
enterococos  fecales, coliformes fecales vy
Escherichia coli en estiércol de vaca, lodos y
diferentes mezclas de biosolidos a nivel de
laboratorio e industrial (Contreras-Ramos et al.,
2005; Rodriguez-Canché et al., 2010; Aira et al.,
2011). También en wuna investigacion de
lombricomposteo usando larvas de mosca doméstica
se encontré disminucion de la abundancia de ciertos
genes marcadores de RAM durante un periodo de
tan solo seis dias (Wang et al.,, 2015). En la
literatura consultada no se encontré informacion
acerca del efecto del lombricompostaje de estiércol
de cerdo sobre la presencia de factores de RAM al
principio y final del proceso. Por lo anterior, el
objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la RCN
al inicio del precompostaje de lombricompostas
preparadas con estiércol de cerdo, sobre los cambios
en el tiempo en el contenido nutrimental, conteo de
bacterias aerobias totales (BAT), coliformes totales,
hongos y levaduras, y la presencia de factores de
RAM en E. coli.

Materiales y Métodos

Preparacion de lombricompostas

El estiércol de cerdo utilizado en el estudio se
recogio del estercolero de una granja de cerdos de
ciclo completo localizada en el CENID Fisiologia y
Mejoramiento Animal del INIFAP, localizado en
Ajuchitlan, Querétaro. El estiércol solido de cerdos
de diferentes edades se retira diariamente con pala
de los corrales. Antes del inicio del estudio el
estiércol fue homogéneamente mezclado. Para
elaborar las precompostas y obtener cuatro
diferentes RCN, el estiércol se mezclé con rastrojo
de maiz y agua en diferentes cantidades como se
muestra en la cuadro 1. Las cuatro féormulas de
RCN mostradas en la cuadro 1 se obtuvieron de los
analisis de C organico (C Org), y N de muestras de
las precompostas tomadas en el primer dia del
proceso; las cuatro RCN al inicio fueron: 15:1, 31:1,
46:1y 70:1.

Las precompostas de 50 kg se tuvieron dentro de un
invernadero con piso de concreto y techo de plastico
para controlar las condiciones de fermentacion y
humedad. Se colocé un pléstico negro en el piso de
concreto antes de colocar la mezcla y el monton se
cubrié con el mismo plastico durante la fase
termdfila para reducir las pérdidas de calor, materia
organica (MO), y agua. Las precompostas se
mantuvieron cubiertas con plastico durante 28 dias.
Las precompostas fueron volteadas cada semana y
al mismo tiempo se afiadié agua para mantener una
humedad adecuada de la mezcla. A los 28 dias, se
retird la cubierta de plastico de las precompostas y
se afiadié agua cada dos semanas para hidratar la
mezcla. También a los 28 dias se inocularon con un
pie de cria de lombriz roja californiana.

Cuadro 1. Cantidades de estiércol, rastrojo de maiz y agua mezclados para preparar las precompostas.

RCN* Estiércol, kg Rastrojo, kg Agua, L Total
15:1 15 10 25 50
31:1 15 15 20 50
46:1 10 20 20 50
70:1 10 25 15 50

*Obtenidas al inicio del proceso mediante andlisis de carbono y nitrégeno.
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Muestreo y determinaciones de laboratorio

Las temperaturas de las precompostas fueron
registradas cada dos dias con un termometro de
caratula. Se tomaron muestras de las precompostas
los dias 1y 28 y de lombricompostas el dia 140 para
llevar a cabo analisis quimico. En el laboratorio, las
muestras para analisis quimico fueron liofilizadas y
molidas con malla de 2 mm. Se realizaron
determinaciones de materia seca (MS), cenizas, N
total (NT), y N amoniacal (N-NH*"), siguiendo
procedimientos de rutina. Para obtener el contenido
de MO, el contenido de cenizas se restd del
contenido de MS. La MO se dividio entre 1.8 para
estimar la cantidad de C Org. Para estimar la RCN
inicial y a través del tiempo, el C Org se dividid
entre el NT.

También se tomaron muestras para analisis
microbioldgico los dias 1, 7, 28, 56, 84 y 140 del
estudio, utilizando bolsas de plastico estériles. Las
bacterias aerobias totales (BAT), se determinaron
mediante el método de recuento estandar en placa,
utilizando el agar de recuento estandar Bioxon (BX-
211724, BD-BioxonTM, Becton Dickinson de
México). Para esto, se homogeneiz6 1 g de muestra
en 9 mL de solucion salina isoténica (SSI, 0.9%
NacCl). Se prepararon diluciones decimales hasta 10
6 en SSI a 40 °C, y se agitaron orbitalmente. Las
placas se dejaron solidificar durante 10 min y se
invirtieron mediante incubacién (Modelo Max
Q4450, Thermo Scientific, Ciudad de México,
México), a 37 °C durante 24 h. Los conteos de
coliformes totales se realizaron sembrando
diluciones en series de 10 en placas de agar triptosa,
incubando durante 24 h, en condiciones aerobicas.
La determinacion de hongos totales y levaduras se
realiz6 mediante la técnica de extensién selectiva en
placa de agar. Una muestra de 1 g se homogeneizé
en SSI durante 1 min y se realizaron diluciones
decimales de 10” a 10° en tubos de ensayo con 9
mL de SSI. Se us6é agar glucosa Sabouraud con
cloranfenicol y se incubaron a 37 °C durante 48 h.
Los resultados de microbiologia se expresaron en
unidades formadoras de colonias por gramo
demuestra (UFC/qg).

Al inicio del estudio, se tomaron muestras de
estiércol del estercolero en dos diferentes dias, las
cuales se dividieron en grupos de cinco para analisis
de RAM. EI total de muestras iniciales analizadas
fue de 10. También se tom6 una muestra a los 140
dias después de iniciado el proceso de
lombricompostaje para analizar la presencia de
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RAM. Se selecciono la bacteria E. coli para evaluar
la presencia de RAM a diferentes agentes
antimicrobianos mediante la técnica de Kirby
Bauer (Bauer et al., 1966). Para esto, se usaron
discos impregnados con los siguientes antibioticos:
ampicilina, carbenicilina, cefalotina, cefotaxima,
ciprofloxacina,  cloranfenicol,  nitrofurantoina,
amikacina, gentamicina, netilmicina, norfloxacina,
sulfametoxazol y trimetoprima (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, United States). Los
cultivos se ajustaron al tubo 0.5 de la escala de
McFarland y con un hisopo fueron sembrados en
agar Mueller-Hinton. Posteriormente, se colocaron
discos comerciales con los antibiéticos a analizar y
las placas se incubaron por 24 h. Al finalizar la
incubacidn, se midieron las zonas de inhibicion
clasificando a las bacterias como sensibles,
intermedias y resistentes a los antimicrobianos
utilizados, de acuerdo al Clinical and Laboratory
Standars Institute. Se utiliz6 como control E. coli
ATCC 35218.

Para analizar el contenido nutrimental y los cambios
microbiolodgicos, los datos fueron sometidos a un
ANOVA usando un modelo mixto con
observaciones repetidas en el tiempo, usando como
efecto fijo la RCN y los efectos aleatorios el dia de
muestreo, y su interaccién con la RCN. Ademas, se
llevaron a cabo analisis de regresion para describir
la respuesta de las variables a través del tiempo.

Resultados

Cambios de temperaturas

Las temperaturas registradas durante los primeros
28 dias se presentan en la figura 1. A los tres dias de
iniciado el precompostaje se alcanzaron
temperaturas mayores de 40 °C en todos los
tratamientos. A los tres dias, la temperatura mas alta
se alcanzd con RCN de 15 (56.17 °C), pero las
temperaturas por arriba de 40 °C en este tratamiento
solo se mantuvieron hasta el dia 13 del
precompostaje. Para los tratamientos con RCN de
31 y 46, las temperaturas a los tres dias del
precompostaje fueron similares (47.83 y 47.67 °C),
pero las temperaturas por arriba de 40 °C se
mantuvieron hasta el dia 27 con RCN de 31 y hasta
el dia 23 con RCN de 46. Las precompostas con
RCN de 70, tuvieron las temperaturas mas bajas a
los tres dias del precompostaje (41.67 °C), y
tuvieron temperaturas por arriba de 40 °C hasta el
dia 11 del proceso.
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Figura 1. Temperaturas de las precompostas durante los primeros 28 dias del proceso.

Cambios de composicion quimica

En el cuadro 2 se presentan los cambios en el
contenido de MO, C Org, NT, N-NH** y RCN. Los
contenidos de MO y C Org fueron mayores en las
precompostas al dia 1, y disminuyeron en los dias
28 y 140; también se observo que, dentro de cada
dia, la MO y C Org mostraron incrementos lineales
respecto a la RCN inicial (interaccion de RCN
inicial y dia de muestreo, P < 0.01). El contenido de
N-NH*" también disminuy6 a través del tiempo;
respecto a la RCN inicial, el N-NH* mostré una
disminucion lineal, pero en los dias 28 y 140, no se
vio afectado por la RCN (interaccién de RCN
inicial y dia de muestreo, P < 0.01). El contenido de
NT aument6 con el tiempo y se observaron
diferencias debido a la RCN dentro de cada dia de
muestreo (Interaccion de RCN inicial y dia de
muestreo, P < 0.01). EI NT en los dias 1 y 28
mostré un patron lineal decreciente con relacion a la
RCN inicial, pero en el dia 140 el NT fue mayor
para RCN de 15 y 46, intermedio en 70 y menor en
31. La RCN al dia 28 aumento respecto al aumento
de la RCN inicial, pero en el dia 140 no se
encontraron diferencias con respecto a la RCN
inicial.

Cambios microbioldgicos

En el cuadro 3 se presentan los cambios
microbioldgicos a través del tiempo. Los conteos de
BAT, coliformes, hongos y levaduras mostraron un
patron de tipo cubico a través del tiempo (P < 0.01),
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registrandose los valores mas altos y los mas bajos
los dias 7 y 140, respectivamente; ademas, en cada
una de estas variables hubo interaccion entre el dia
de muestreo y la RCN (P < 0.05). Las BAT fueron
diferentes entre tratamientos con diferente RCN
solamente en los dias 1 y 7, mientras que en los dias
28, 56, 84 y 140 del lombricompostaje, los conteos
de BAT fueron similares. Los coliformes mostraron
diferencias entre tratamientos los dias 1, 7 y 28,
pero fueron similares a los 56, 84 y 140 dias,
independientemente de la RCN inicial. Los hongos
tuvieron diferencias entre tratamientos los dias 1,
28, 56 y 84, pero fueron similares los dias 7 y 140.
Las levaduras mostraron diferencias entre
tratamientos los dias 1, 28 y 56 pero el resto de los
dias de muestreo fueron similares.

Cambios en la resistencia antimicrobiana

En el cuadro 4 se presentan los cambios en la
resistencia antimicrobiana. En las 10 muestras de
heces tomadas al inicio del estudio se aislo E. coli.
La frecuencia relativa y porcentaje de aislados de E.
coli resistentes a antimicrobianos fueron mayores
para la ampicilina y carbenicilina (7/10, 70%),
intermedios para cefalotina y cloranfenicol (4/10,
40%), y sultametoxacina/trimetoprima (3/10, 30%),
y los valores méas bajos fueron para ciprofloxacina
(2/10, 20%), vy norfloxacina, amikacina vy
gentamicina (10%). Solamente hubo sensibilidad
total de E. coli a los antimicrobianos cefotaxima,
netilmicina y nitrofurantoina. Respecto a los
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Cuadro 2. Medias de minimos cuadrados de la interaccién de la relacién carbono:nitrégeno inicial y dia del muestreo en los
cambios quimicos de las precompostas y lombricompostas.

Relacion carbono:nitrégeno inicial

15 31 46 70 EEM*
Dias Materia organica, %
1 73.40° 81.39 85.26° 88.79° 1.967
28 66.55° 65.58° 76.17" 79.23
140 55.68" 59.18" 54,08° 63.28°

Carbono orgéanico, %
1 40.78° 45.22° 47.36° 49.33¢ 0.704
28 36.97° 36.43° 42.32 44.02°
140 30.94' 32.88° 30.05' 35.15"

Nitrogeno total, %
1 2.69° 1.50° 1.05° 0.71¢ 0.133
28 3.40° 3.7 2.38° 1.94f
140 3.13% 2.59° 3.04" 2.81"

Nitrégeno amoniacal, mg/kg
1 568.17% 235.97° 240.58" 180.6° 21.664
28 77.34° 88.32¢ 87.45° 82.61
140 42.62° 46.58° 40.87° 435

Relacién carbono:nitrégeno
1 15.22% 31.01° 45.95° 70.43° 2.566
28 10.902 11.552 18.24° 22.80°
140 9.90% 12.832 9.93 12.51°

* EEM = Error estandar de la media.

*h Efecto de la interaccion de la RCN inicial y dia de muestreo, P < 0.01.

aislados de E. coli realizados al final de la prueba,
todas las muestras fueron negativas a la presencia
de E. coli. Pero en tres muestras colectadas (dos
muestras con RCN de 15 y una muestra con RCN
de 70), se aisl6 la bacteria Gram negativa
Acinetobacter anitratus. En las pruebas de RAM se
encontro alta resistencia de A. anitratus a
ampicilina, carbenicilina, cefalotina, cloranfenicol y
nitrofurantoina y  resistencia  intermedia a
cefotaxima; la bacteria fue sensible al resto de los
antibiéticos evaluados.

Discusion
La temperatura de las precompostas durante la fase

termofilica varié entre los diferentes tratamientos.
La temperatura Optima recomendada durante el
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precompostaje para la descomposicion de la materia
organica es de 40-65 °C (de Bertoldi et al., 1983;
Bernal et al., 2009). En el presente estudio, durante
los tres primeros dias del proceso todas las
precompostas alcanzaron temperaturas mayores a
los 40 °C; sin embargo, la RCN inicial afectd
considerablemente el periodo durante el cual las
temperaturas se mantuvieron por arriba de los 40
°C, ya que los periodos fueron menores con RCN de
70 (11 dias), y 15 (13 dias), y fueron mas
prolongados con RCN de 46 y 31 (23 y 27 dias).

En las precompostas con RCN de 70, se agreg6
mayor cantidad de rastrojo de maiz respecto al
estiércol de cerdo (Tabla 1), lo que probablemente
aumentd la porosidad de la mezcla y motivd
mayores pérdidas de calor; mientras que en las
precompostas con RCN de 15 se agregé mayor
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Cuadro 3. Medias de minimos cuadrados de la interaccion de la relacién carbono:nitrégeno inicial y dia del muestreo en los
cambios microbiolégicos de las precompostas y lombricompostas.

Relacion carbono:nitrdgeno inicial

15 31 46 70 EEM*
Dias Bacterias aerobias totales, UFCog10/9
1 8.42 9.69° 8.54 8.37 0.322
7 9.44° 8.59° 10.00° 10.29°
o8 8.63" 9.08* 9.24* 8.67%
56 6.73% 6.92 7.72% 7.18°
84 6.08° 6.17° 6.04° 5.72°
140 5.89° 6.25° 6.16° 6.34°
Coliformes, UFCiog10)/9
1 8.08" 8.31° 8.62° 7.68° 0.373
7 7.70° 7.96° 9.13° 9.14°
28 6.54° 6.56° 7.60° 8.13"
56 5.16% 5.73° 5,55 5.31°
84 4.32° 4.32° 4.47° 4.42°
140 4.90° 4.94° 3.99° 4.26°
Hongos, UFC(g10/9
1 7.91° 7.00° 6.42° 6.34° 0.502
7 6.45° 6.28° 6.24° 6.49°
28 4.39° 4.77° 6.49° 6.05°
56 4.93° 4.85° 5.79" 6.30°
84 374 4.32° 5.37° 4.66°
140 3.72° 3.75° 4.19° 3.83°
Levaduras, UFCiog10/9
1 8.40° 10.34° 5.13% 5.07% 0301
7 5.10% 5.42% 5.60% 5.45%
28 4.75% 5.43% 5.55° 5.73°
56 3.71° 4.31° 3.22' 3.63°
84 5.44° 5.46° 5.81° 5.38%
140 4.47% 4.55% 4.69 4.45%

* EEM = Error estandar de la media.
¢ Efecto de la interaccion de la RCN inicial y dia de muestreo, P < 0.01.
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Cuadro 4. Frecuencia relativa y porcentaje de aislados de Escherichia coli resistentes a antimicrobianos en estiércol de cerdo

al inicio del estudio™.

Frecuencia Relativa

Porcentaje

Ampicilina 7/10
Carbenicilina 7/10
Cefalotina 4/10
Cloranfenicol 4/10
imetoprima 340
Ciproflacina 2/10
Norfloxacina 1/10
Amikacina 1/10
Gentamicina 1/10
Cefotaxima 0/10
Netimicina 0/10
Nitrofurantorina 0/10

70
70
40

40
30

20
10
10
10
0
0
0

* Se tomaron cinco muestras de estiércol del estercolero en dos
diferentes dias, y en total se usaron 10 muestras para analisis de RAM.

cantidad de estiércol de cerdo respecto al rastrojo de
maiz, lo que probablemente redujo la porosidad y
aireacion provocando compactacion de la mezcla y
condiciones de anaerobiosis lo que también redujo
la produccion de calor de los microorganismos
descomponedores (Finstein y Miller, 1985; Bernal
et al., 2009). En las precompostas con RCN de 46 la
cantidad de rastrojo también fue mayor comparada
con la cantidad de estiércol, lo que probablemente
también aumenté la porosidad de la mezcla, pero
fue suficiente para mantener temperaturas por arriba
de los 40 °C hasta los 23 dias. En cambio, en las
precompostas con RCN de 31 la cantidad de
estiércol fue igual a la cantidad de rastrojo en la
mezcla, lo que permitié que la RCN se mantuviera
dentro del rango éptimo, de 25:1 a 35:1, para los
microorganismos encargados de la fermentacion de
la MO (Bernal et al., 2009), lo que probablemente
provocé que las temperaturas termofilicas se
mantuvieran hasta los 27 dias del proceso.

Las reducciones en el contenido de C Orgy RCN y
los aumentos en el contenido de NT a través del
tiempo del lombricompostaje coinciden con reportes
previos en los que se hicieron lombricompostas con
estiércol de cerdo (Aira et al., 2007; Bernal et al.,
2009) y de vaca (Mupondi et al., 2010; Saba et al.,
2019). Normalmente la relacion RCN disminuye
durante el compostaje debido a la degradacion de la
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MO, con la liberacion de CO,, y el aumento en la
concentracion de NT (Bernal et al., 1996). Al final
del estudio, la RCN, asi como el N-NH", se
encontraron dentro del rango recomendado para
compostas estables. Los valores de N-NH*
esperados en compostas inmaduras, maduras y muy
maduras son de >500, 75-500 y <75 mg/kg de MS
(TMECC, 2002). Desde el principio, las
precompostas con RCN de 15 fueron inmaduras (N-
NH* = 568.17), debido a su mayor contenido de
estiércol de cerdo con respecto al rastrojo de maiz
comparadas con el resto de las precompostas. Pero
al final, todas las lombricompostas tuvieron un
contenido de N-NH* <75 mg/kg de MS, por lo que
se consideran muy maduras. En cuanto a la RCN, se
han sugerido valores <20, <16 y <12 para
compostas maduras (Bernal et al., 2009). Los
valores finales de RCN en el presente trabajo fueron
de 9.90 a 12.83, por lo que se consideran compostas
muy maduras.

Las lombricompostas contienen una gran cantidad,
diversidad y actividad de microbios (Subler et al.,
1998), y contienen enzimas microbianas como
proteasas, amilasas, lipasas, celulasas y quitinasas
que contintan la desintegracién de la MO. El
aumento significativo de la diversidad y la actividad
microbiana de las lombricompostas usadas como
abonos organicos en suelos de cultivo son fuente de



Gomez-Rosales et al. / Revista Latinoamericana de Recursos Naturales 18(2): 56-67, 2022

reguladores del crecimiento vegetal producidos por
interacciones entre microorganismos, lo que podria
contribuir  significativamente a aumentar el
crecimiento, la floracion y el rendimiento de las
plantas (Arancon et al., 2006).

Los resultados del presente estudio indican que las
BAT, coliformes, hongos y levaduras se redujeron
sensiblemente, independientemente de la RCN
inicial de las precompostas, durante el proceso de
lombricompostaje. Los conteos de BAT vy
coliformes aumentaron sensiblemente a los 7 dias
del proceso, y posteriormente se redujeron de
manera lineal, lo que origind la respuesta de tipo
clbica a través del tiempo. ElI aumento inicial de
microorganismos se debe a la provision del sustrato
a la temperatura y humedad idoneas que estimulan
una rapida proliferacion de bacterias, pero
posteriormente la proliferacion se reduce debido a
gue se alcanzan temperaturas termofilicas. Durante
los dias 1, 7 y 28 se presentaron las principales
diferencias en los conteos de BAT y coliformes,
pero no se observaron tendencias claras en cuanto a
la predominancia de algin microbio particular
respecto a la RCN inicial. Asi mismo, la falta de
diferencias en los conteos de BAT y coliformes a
partir de los 28 y 56 dias de muestreo en las
lombricompostas con diferente RCN, sugiere que la
accion de las lombrices a través del tiempo fue mas
importante que la composicion de las precompostas
al inicio del proceso. Algunas publicaciones previas
coinciden con los resultados del presente trabajo. En
un estudio se reporté reducciones de hasta 98% en
las poblaciones de coliformes en excretas de cerdo
después de ser sometidas a lombricomposteo, lo que
se relaciond a la accién de las enzimas digestivas y
microflora residentes en el intestino de las
lombrices (Monroy et al., 2009). Asi mismo, en
lombricompostas preparadas con estiércol de
ganado se observaron reducciones en los conteos de
coliformes fecales y E. coli (Aira et al., 2011). Al
final del presente estudio, los coliformes se
redujeron en 39, 41, 54 y 44% en los tratamientos
con RCN inicial de 15, 31, 46 vy 70,
respectivamente.

Durante el compostaje, los hongos estan presentes a
través de todo el proceso y en la fase de maduracion
son capaces de degradar polimeros resistes (Bernal
et al., 2009). En el presente estudio, a diferencia de
los otros microorganismos evaluados, los hongos
presentaron una caida lineal desde el dia 1 al 140
del proceso. Hubo diferencias en los conteos de
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hongos en los dias 1, 28, 56 y 84; dentro de las
diferencias mas marcadas se encontr6 que los
hongos en las precompostas con RCN inicial de 15
fueron mayores en el dia 1, pero fueron menores en
los dias 28, 56 y 84, con respecto al resto de los
tratamientos. Probablemente, los mayores conteos
de hongos al principio se debieron a la mayor
cantidad de estiércol de cerdo en esta precomposta,
y en los dias posteriores, los menores conteos de
hongos se debieron al menor contenido de
polimeros  resistentes, debido a la menor
concentracion de rastrojo de maiz que aporta los
polimeros necesarios para el crecimiento de estos
microbios (Bernal et al., 2009). Al dia 140, los
conteos de hongos fueron similares entre
tratamientos, lo que podria indicar que en todas las
lombricompostas se empezaron a agotar los
polimeros resistentes, pero se mantuvo una cantidad
basal de microorganismos. Del dia 1 al 140, los
hongos se redujeron en 54, 46, 35 y 40% en los
tratamientos con RCN inicial de 15, 31, 46 y 70,
respectivamente.

Las levaduras pertenecen al grupo de los hongos y
normalmente se analizan y se reportan juntos, los
hongos y levaduras, o se reportan solo los hongos
totales (Nakasaki et al., 2017; Saba et al., 2019). La
caida en los conteos de las levaduras a través del
tiempo, fue, por lo tanto, similar a la caida en los
conteos de los hongos. En otros reportes también se
han observado disminuciones en los conteos de
levaduras a través del tiempo (Nakasaki et al., 2017;
Saba et at., 2019). Las diferencias iniciales en los
conteos de levaduras, probablemente se debieron a
la mayor cantidad de estiércol de cerdo en las
precomposta con RCN inicial de 15 y 31, como se
discutio en los hongos. Las diferencias observadas
en dias posteriores no indicaron una tendencia clara
respecto a la RCN inicial.

Todas las muestras de estiércol colectadas al inicio
resultaron positivas en el aislamiento de E. coli,
como se esperaba. Esta bacteria proveniente del
aparato digestivo de los cerdos se considera
comensal ya que tiene diversas funciones que
benefician al organismo; sin embargo, en
situaciones de estrés de los animales o cambios en
el ambiente luminal intestinal, algunos serotipos de
E. coli pueden volverse patégenas, causando
infecciones en los animales (Renteria et al., 2021).
Ademas, se considera que E. coli es un indicador de
la propagacion de genes RAM en el ambiente
(Poirel et al., 2018; Pisseti et al., 2021). La
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combinacion de la presencia de serotipos de E. coli
patégena y genes RAM en el ambiente se considera
un riesgo de salud para los animales y las personas.
Los aislados de E. coli mostraron resistencia alta a
los antibidticos betalactdmicos, derivados de la
penicilina, que ejercen su accién en la pared celular
de las bacterias. La resistencia intermedia se
observd en la cefalotina derivada de las
cefalosporinas que también ejercen su efecto en la
pared celular; también en el cloranfenicol, derivado
de los fenicoles, que inhiben la sintesis de proteinas
en los ribosomas, y la combinacion de
sultametoxazina/trimetoprima, derivados de las
sulfonamidas y trimetoxibenzilpirimidina,
respectivamente, que bloguean dos etapas
consecutivas en la biosintesis de purinas y por tanto,
de acidos nucleicos esenciales para muchas
bacterias. La resistencia baja se presentd en dos
derivados de las fluoroguinolonas, ciprofloxacina y
norfloxacina, que inhiben la sintesis del ADN, y dos
derivados de los aminoglucdsidos, amikacina y
gentamicina que también inhiben la sintesis de
proteinas en los ribosomas. Estos resultados indican
que los aislados de E. coli presentan genes RAM
que inhiben el efecto de los antibidticos que ejercen
su mecanismo de accion en la pared celular, la
sintesis de proteina, la sintesis de acidos nucleicos y
la sintesis de ADN en las bacterias. Siete de los
antibidticos en los que hubo algin grado de
resistencia son especificos para bacterias Gram
negativas como E. coli, y dos son de amplio
espectro. Algunos antibidticos en los que se observo
algln grado de resistencia son naturales y otros son
sintéticos, incluyendo dos fluoroquinolonas de
segunda generacion. Cinco aislados de E. coli
fueron resistentes a tres 0 mAas antibidticos
clasificandose como microorganismos
multirresistentes (MMR). Los resultados coinciden
con reportes previos (Poirel et al., 2018; Zhou et al.,
2019; Pisseti et al., 2021).

Al final del proceso de lombricompostaje, dentro de
los coliformes encontrados, no se aislo E. coli en
ninguna de las muestras, lo que sugiere que
independientemente de la RCN inicial, la accion de
las lombrices fue méas importante para eliminar esta
bacteria potencialmente patdégena. Anteriormente se
habia reportado que el lombricomposteo puede
reducir los niveles de diferentes patdgenos tales
como, coliformes totales y fecales, E. coli,
Salmonella, Enterobacter aerogenes y Enterobacter
cloacae, huevos de helmintos y virus humanos en
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diferentes tipos de residuos (Parthasarathi et al.,
2007; Monroy et al., 2009; Edwards y Subler, 2011,
Atanda et al.,, 2018). Estos resultados se han
relacionado a una combinacion de las habilidades
digestivas de las lombrices, que incluyen la
molienda fina de células bacterianas, la accién de
las enzimas digestivas y microflora residentes en el
intestino de las lombrices (Monroy et al., 2008;
Monroy et al., 2009; Edwards y Subler, 2011). Se
ha sugerido que las lombrices devoran todos los
patégenos (bacterias, hongos, protozoarios vy
nematodos), encontrados en las aguas residuales y
los lodos ya que es su alimento preferido (Sinha et
al., 2010). También secretan un fluido celémico que
posee propiedades anti-bacterianas e inhibe la
formacion de bacterias causantes de la putrefaccion.
Algunas bacterias y hongos que se benefician de las
lombrices también producen antibidticos que matan
a los microorganismos patégenos en la biomasa de
los residuos haciendo el medio virtualmente estéril
y sin olor (Vanotti et al., 2005; Sinha y Herat,
2010). Por ejemplo, el hongo Penicillium spp., ha
sido encontrado en el intestino de las lombrices
(Sinha et al., 2008).

Pero en tres muestras colectadas (dos muestras con
RCN de 15 y una muestra con RCN de 70), se aislo
la bacteria Gram negativa Acinetobacter anitratus.
Las bacterias del género Acinetobacter son
omnipresentes y se encuentran de forma natural en
los suelos, el agua y los animales; en consecuencia,
los alimentos y el agua pueden contaminarse con
frecuencia y la exposicion humana conlleva el
riesgo de infeccion (Kampfer, 2014; Percival y
Williams, 2014). Dado que esta bacteria no se
detectd en las muestras iniciales de estiércol o
precompostas, probablemente la contaminacion de
las lombricompostas se origind del agua u otras
fuentes como polvos que acarrean bacterias a través
del aire. Acinetobacter se clasifica generalmente
como patdgeno primario de bajo grado o patégenos
oportunistas 'y son patogenos extremadamente
importantes en el ambito hospitalario, donde a
menudo presentan resistencia multiple a los
antibidticos (Kampfer, 2014; Percival y Williams,
2014).

En pruebas de RAM, se ha reportado (Percival y
Williams, 2014), que todas las cepas de
Acinetobacter han mostrado resistencia a penicilina,
ampicilina, cefalosporinas de primera generacion y
cloranfenicol, mientras que a carbenicilina,
tetraciclinas  (especialmente la  minociclina
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oxitetraciclina y clortetraciclina), y
aminoglucoésidos, parecen haber sido eficaces para
eliminar estas bacterias. Estos hallazgos concuerdan
parcialmente con los resultados del presente trabajo
ya que A. anitratus fue resistente a la ampicilina y
cefalotina que es una cefalosporina de primera
generacion, y al cloranfenicol; ademas A. anitratus
fue resistente a nitrofurantoina y carbenicilina, que
pertenece a un subgrupo de penicilinas. También
hubo resistencia intermedia a cefotaxima; pero la
bacteria fue sensible al resto de los antibidticos
evaluados. Sin embargo, debido a que A. anitratus
mostrd resistencia a mas de tres antibiéticos se
considera MMR. En investigaciones subsecuentes
se deben identificar la fuente o fuentes ambientales
de esta bacteria para evitar riesgos de infecciones en
el personal que maneja los abonos organicos finales,
y evitar su diseminacion en los suelos agricolas y
aguas de riego.

Conclusiones

La RCN inicial de las precompostas no influyd en la
calidad final de las lombricompostas debido a que el
N-NH*, NT y RCN fueron similares al dia 140, a
excepcion de las lombricompostas con RCN de 31
gue tuvieron menor contenido de NT; también, la
RCN inicial no afecté la microbiologia final de las
lombricompostas debido a que se observaron
conteos similares en las BAT, coliformes, hongos y
levaduras. Durante el proceso de lombricomposteo,
se elimino la presencia de E. coli y factores RAM
detectadas en el estiércol inicial,
independientemente de la RCN inicial. Esto indica
que en precompostas dirigidas a produccion de
lombricompostas de pueden usar RCN desde 15
hasta 70, sin que se afecte negativamente la calidad
fertilizante del producto final. Sin embargo, se
deben evaluar la presencia de factores RAM en
diferentes bacterias, ademas de coliformes como E.
coli, previo a su uso como abono organico, para
reducir los riesgos de su propagacion a través del
suelo y agua y de infecciones en humanos.
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