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Las resistencias a los antibidticos estan presentes en el medioambiente desde mucho antes
del descubrimiento del primer antibidtico en 1928. Sin embargo, la abusiva utilizacion de
estos farmacos, tanto a nivel clinico como veterinario, desde mediados del siglo XX, ha
conducido al aumento exponencial de la prevalencia y dispersion de las resistencias. La
enorme capacidad de intercambio genético de los microorganismos mediante
transferencia horizontal, permite la propagacion de los genes de resistencia a los
antibioticos por todos los ambientes ecoldgicos, lo cual aumenta notablemente la
probabilidad de que estos genes acaben en patdgenos humanos. Este acontecimiento se
ve promovido por la liberacion al entorno natural de residuos antibiéticos (junto a metales
pesados y biocidas), bacterias resistentes y genes de resistencia procedentes de las
industrias farmacéuticas, las estaciones depuradoras de aguas residuales, la ganaderia y
la agricultura, entre otros. Consecuentemente, el tratamiento de las enfermedades

transmisibles cada vez es mas dificil, siendo todo un reto para la salud pablica.

En esta tesis doctoral se ha llevado a cabo un estudio fenotipico del resistoma ambiental
en un ecosistema periurbano (en la ciudad de Granada, Espafia). Para ello, se han recogido
70 muestras de diferentes nichos ecoldgicos (aire, superficies, alimentos, agua residual,
residuos solidos, instalaciones ganaderas, suelo agricola y suelo natural), con distintos
niveles de exposicién a los antibidticos y a la accién antrdpica. En primer lugar, se ha
realizado una prueba de cribado para conocer la abundancia de cepas resistentes de cada
muestra, y de estas se han aislado 710 cepas bacterianas para, en segundo lugar, realizar
un andlisis fenotipico de resistencia frente a 32 antibidticos de las clases mas utilizadas
en la terapia actual. Finalmente, partiendo de los perfiles fenotipicos obtenidos, se han
estimado los posibles genes de resistencia a los antibiéticos que podrian ser la causa de

los fenotipos observados.

Los resultados obtenidos muestran un alto porcentaje de resistencias a los antibioticos en
todos los ecosistemas estudiados. En la prueba de cribado, los mayores porcentajes de
resistencia se obtuvieron en las placas cultivadas con vancomicina y eritromicina,
mientras que las placas con cloranfenicol obtuvieron los niveles méas bajos. De todos los
ambientes, las aguas residuales mostraron los valores de resistencia méas elevados,
seguidas de las instalaciones ganaderas y los alimentos. Asimismo, los analisis

fenotipicos determinaron una enorme abundancia de cepas resistentes a los



aminoglucosidos, penicilinas, glucopéptidos, macrdlidos, aztreonam, acido nalidixico y
tetraciclina. Aungue el suelo natural (sin impacto antrépico) fue de los nichos ecoldgicos
con menores porcentajes de resistencia en general, cabe destacar que se detectaron valores

preocupantemente altos para diversos grupos antibidticos.

La presente investigacion aporta datos significativos sobre la distribucion de resistencias
a los antibidticos entre los distintos ecosistemas estudiados y, por ende, de su amplia
propagacion por el medioambiente. Por tanto, es una prueba mas de la importancia de
tomar medidas urgentes (como una mayor regulacion de la prescripcion antibiotica y un
mejor control de los residuos), con el fin de mitigar las consecuencias que las resistencias
a los antibidticos estan ocasionando en el control de las infecciones en la actualidad y la

amenaza que suponen para la medicina en un futuro préximo.
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ACRONIMOS
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EFSA: European Food Safety Authority.

EGM: elementos genéticos moviles.

EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing.
FDA: Food and Drug Administration.

MLS: macrolido-lincosamida-estreptogramina.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PBP: penicillin-binding proteins.

PRAN: Plan Nacional frente a la Resistencia a los Antibioticos.

RODAC: replicate organism direct agar contact.



ROS: reactive oxygen species.

SARM: Staphylococcus aureus resistente a la meticilina.
Sl: secuencias de insercion.

SPSS: Statistical Package for Social Sciences.

Tn: transposones.

UE: Union Europea.

UFC: unidades formadoras de colonias.

WEF: Water Environment Federation.

WHO: World Health Organization.
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Durante cientos de afos, las enfermedades transmisibles han sido la primera causa de
morbilidad y mortalidad en todo el mundo. El descubrimiento de los antibidticos fue clave

para disminuir la gravedad de estas infecciones y, de manera drastica, la mortalidad.

Ya desde el siglo XIX se estaban investigando las propiedades antibacterianas de algunos
hongos, pero no fue hasta principios del siglo XX cuando realmente se confirmé la
efectividad de los antibioticos para el tratamiento de enfermedades infecciosas; como el
salvarsan, descubierto en 1909 por Paul Ehrlich en el intento de desarrollar nuevas
tinciones para la realizacion de exdamenes histolégicos en tejidos y que resultd ser un buen
medicamento para el tratamiento de la sifilis; o la penicilina, descubierta por Sir
Alexander Fleming, quien comprobd la capacidad de este hongo para inhibir cepas de

Staphylococcus aureus (Iskandar, K. et al., 2022).

A partir de la década de los 40, con el descubrimiento por Selman Waksman de la
estreptomicina, procedente de la especie Streptomyces griseus, la produccién y
comercializacion de antibi6ticos nuevos se incrementd tan notablemente que el periodo
entre 1940 y 1990 se conoce como la “Era dorada de los antibidticos” (Karmakar &
Gaitonde, 2019). La Figura 1 muestra el descubrimiento de distintas clases de antibioticos
hasta la década de los 90; sin embargo, a partir de entonces, el desarrollo de nuevos

antibidticos ha sufrido un descenso notable.
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Illustration of the “discovery woid.” Dates indicated 2re those of reported initial discovery or patent.

Figura 1. Datos del descubrimiento de distintas clases de antibidticos (Tomado de
WHO, 2014).

La resistencia a los antibioticos se puede definir como la incapacidad o capacidad
reducida de los agentes antimicrobianos para inhibir el crecimiento microbiolégico,
pudiendo desencadenar en un tratamiento fallido frente a bacterias patogenas, lo que
constituye una gran amenaza para el control de las infecciones bacterianas (EFSA &
ECDC, 2024). Las resistencias ya existian en la naturaleza desde mucho antes de que se
descubrieran los antibi6ticos, pues las bacterias productoras de antibiéticos contienen un
mecanismo de resistencia propio contra el antibiético que producen; muchas de ellas
poseen incluso varios mecanismos de manera simultanea. De hecho, los determinantes
geneéticos de resistencia a menudo se encuentran agrupados junto a los genes relacionados

con la biosintesis del antibidtico (se co-regulan mutuamente).

No obstante, aunque el origen de la resistencia a los antibidticos es un fendmeno natural,
el uso indiscriminado de antibioticos a nivel clinico y veterinario (Sun et al., 2023), asi

como la falta de buenas préacticas de higiene en los establecimientos sanitarios y en las

N3N
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industrias alimentarias, han actuado como fuerza impulsora para la amplia diseminacion
de genes de multirresistencia, no solo en patégenos, sino también en bacterias
ambientales, pues la coexistencia de bacterias patdégenas y ambientales en un mismo
ecosistema ofrece la posibilidad de que se produzca transferencia de genes de resistencia
(Collignon & McEwen, 2019; Despotovic et al., 2023). Aun asi, se ha observado que,
mientras que los genes de resistencia de las bacterias patdgenas estdn generalmente
localizados en elementos genéticos moviles (EGM), en las bacterias ambientales existen
numerosos determinantes cromosomicos, los cuales se consideran fuente de

multirresistencias en cepas patogenas (Peterson & Kaur, 2018).

Muchos patégenos forman biofilms mientras se produce la infeccién, lo que disminuye
el efecto de los antibidticos y de la respuesta inmunitaria de la persona infectada. De
hecho, muchas infecciones no se producen por un Gnico patdgeno, sino por un conjunto
de microorganismos que coexisten en los biofilms mediante relaciones sinérgicas,
potenciando la patogenicidad, la virulencia y la resistencia a los antibiéticos (Marinelli et
al., 2021).

La resistencia a los antibioticos puede ser intrinseca o adquirida. La resistencia intrinseca
se puede deber a diversas razones: que en la bacteria no exista la estructura (diana) sobre
la que deberia actuar el antibidtico; que la especie bacteriana posea en su genoma un gen
de resistencia a los antibioticos de manera natural, independientemente de si ha sido
expuesta previamente a estos farmacos (lo que ocurre en el caso de las bacterias
productoras de antibioticos); o que en el genoma bacteriano se produzca una mutacion
espontanea que origine la resistencia. Una mutacion es una alteracion permanente en la
secuencia de ADN de la bacteria que suele producirse por errores durante el proceso de
replicacion o por la accion de mutadgenos quimicos, fisicos o bioldgicos; sea por factores
gue muestran una respuesta del sistema de reparacién de emergencia (también conocida
como respuesta SOS) al estrés del ADN o una respuesta al estrés oxidativo. La respuesta
SOS es una respuesta global al dafio de la molécula de ADN de la célula, mientras que la
respuesta al estrés oxidativo se ve inducida por la sobreproduccion de especies reactivas
de oxigeno o ROS (por sus siglas en inglés) (Guo et al., 2020). Las mutaciones que
inducen la resistencia a los antibiéticos ocurren principalmente en genes codificantes de
sitios diana para los antibioticos, en genes codificantes de transportadores de antibioticos
y en genes que codifican reguladores que reprimen la expresion de dichos transportadores.

Un ejemplo de resistencia intrinseca es la resistencia a numerosos antibioticos por parte

N4N
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de Pseudomonas aeruginosa, debido a la presencia de bombas de expulsion activa y a

poseer una membrana externa impermeable (Hobson, Chan & Wright, 2021).

Sin embargo, lo més habitual es que la resistencia sea adquirida (de manera temporal o
permanente) por transferencia horizontal de una bacteria a otra. Un ejemplo de este tipo
es la resistencia a los carbapenémicos por parte de la familia Enterobacteriaceae, debido
a la metalo-beta-lactamasa NDM-1 (Hobson, Chan & Wright, 2021). La transferencia
génica horizontal aumenta la expresion y diseminacion de resistencias, teniendo un
impacto enorme en la salud pablica. El intercambio genético entre bacterias es un proceso
ampliamente extendido en la naturaleza y, como se puede observar en la Figura 2, se

realiza por tres mecanismos principales (Iskandar, K. et al., 2022):

e Transformacion: incorporacion de ADN libre. Fisioldgicamente, este proceso se
realiza para reparar ADN o diversificarlo, con el fin de mejorar la adaptabilidad
bacteriana, y juega un papel muy importante en la evolucion de las cepas de

Streptococcus spp. resistentes a los antibidticos.

e Transduccion: mediante bacteriéfagos. La transferencia de resistencias por este

mecanismo se considera poco habitual.

e Conjugacion: mediante el paso de EGM de una bacteria a otra. Se considera el
principal mecanismo de diseminacion de genes de resistencia en la naturaleza, pues
presenta numerosas ventajas en comparacion con la transformacién y la transduccién:
el contacto célula-célula facilita la proteccion del ADN, mientras que el ADN libre
en la transformacion es mas vulnerable a ser degradado; en comparacion con la
transduccion, aunque el ADN empaquetado en el interior de un fago estd mas

protegido que si esta libre, el rango de huéspedes es mucho maés estricto.
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Figura 2. Mecanismos de transferencia génica horizontal y vertical en bacterias para el
desarrollo de resistencias a los antibidticos (Tomado de Kumar, Arnipalli &
Ziouzenkova, 2020).

Los genes que otorgan resistencia generalmente son genes que se expresan regularmente,
pero también pueden ser genes silenciosos. Los genes silenciosos son aquellos que no se
expresan normalmente o se expresan muy poco; se cree que porque no juegan un papel
esencial en el ciclo vital de las bacterias. Sin embargo, pueden volverse activos tras una
mutacién o una recombinacion génica, incluso tras ser transferidos a otro hospedador, y
se ha observado que podrian ser causa de nuevos fenotipos de resistencia (Stasiak et al.,
2021).

1.3. Los elementos genéticos moviles.

Como se ha comentado en la conjugacion, los EGM desempefian un papel fundamental
como vehiculos de genes de resistencia y su propagacion. Se pueden definir como un

conjunto de elementos que proporcionan tanto movilidad intracelular (entre el

~6~
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cromosoma Yy un plasmido o entre distintos plasmidos), como movilidad intercelular de
ADN (Figura 3) (Partridge et al., 2018).
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[ conjugation genes
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Figura 3. Ejemplo de elementos genéticos moviles y del proceso que implica la
movilidad intracelular o la transferencia intercelular de genes de resistencia a los
antibidticos (Tomado de Partridge et al., 2018).

Entre los EGM se encuentran (Partridge et al., 2018):

e Secuencias de insercién (SI): son generalmente EGM de pequefio tamafio, que
pueden transportar uno o, como mucho, dos genes de resistencia, ademas de los
necesarios para la insercién, como los que codifican las transposasas (tnp). La
transposicion genética puede ser conservativa (mecanismo de cortar y pasar,
donde la Sl escinde la secuencia del donador y la inserta en el receptor) o
replicativa (mecanismo de copiar y pasar, donde la Sl se replica para unirse al
donador y al receptor al mismo tiempo o se replica formando un intermediario
circular de doble cadena que se integra en el receptor). Tradicionalmente se
pensaba que las SI no podian transportar genes “pasajeros”, pero se ha observado
que pueden trasladar genes de resistencia como parte de un transposén compuesto,
que se trata de una region formada por dos copias de la misma S| que se mueve

como una sola unidad.



INTRODUCCION A. C. GONZALEZ ROMAN

Transposones (Tn): son EGM maés grandes que las SI y poseen un gen transposasa
y un gen “pasajero” interno que puede codificar resistencia a los antibioticos. Los
genes de resistencia a los antibidticos estan frecuentemente asociados a la familia
Tn3 y a la familia del tipo Tn7. La transposicion ocurre por mecanismos
replicativos mediante una cointegracion, que consiste en la formacién de una
estructura compuesta por mdaltiples copias del transposén que separan las
moléculas donadora y receptora. Finalmente, la estructura cointegrativa se divide
en moléculas separadas, cada una con una copia del transposon, y se produce la
recombinacion génica. Estos elementos proporcionan flexibilidad al genoma, ya
que pueden alterar su posicién, cambiando la configuracion genética del locus
donde se insertan. Al cambiar su localizacién, cabe la posibilidad de que los
transposones pasen la secuencia génica desde el cromosoma a un plasmido y
viceversa, contribuyendo a una mayor adquisicion de genes de resistencia 'y a su
sucesiva propagacion (Sultan et al., 2018).

Tanto Tn como Sl son segmentos de ADN capaces de moverse al azar desde una

localizacién a otra, dentro de la misma o de distinta molécula de ADN.

Integrones: son EGM que utilizan la recombinacion especifica de sitio para mover
genes de resistencia entre sitios definidos. Poseen tres componentes principales:
un gen intl que codifica para una enzima tirosina recombinasa, denominada
integrasa, necesaria para la integracion de casetes de genes, un sitio de
recombinacion attl y un promotor que regula la expresion de los casetes de genes
capturados. Normalmente presentan multiples copias en diferentes ubicaciones
del genoma, facilitando la recombinacion homologa, es decir, el intercambio de
secuencias entre segmentos idénticos o relacionados entre si. Los integrones de la
clase 1 son los que estdn mas relacionados con la resistencia a los antibidticos en

aislados clinicos (Kaushik et al., 2018).

Casetes de genes: son un EGM de pequefio tamafio compuesto por un Unico gen,
a veces dos, generalmente sin region promotora y con un sitio de recombinacion

attC. Los casetes pueden tener forma circular, pero estos no se replican y suelen
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estar asociados a un integron. Multiples casetes pueden ser insertados en el mismo

integrén, formando un conjunto de casetes que pueden conferir multirresistencia.

e Plasmidos: son los EGM con mayor implicacion en la dispersion global de
resistencias. Pueden asociarse a los demas EGM. Tienen un rango de tamarios
muy amplio y pueden transferir genes a través de largas distancias a un gran
ndmero de huéspedes. Al ser extracromosomicos tienen la capacidad de
autorreplicarse, pudiendo transmitirse tanto vertical como horizontalmente. Los
plasmidos poseen un conjunto genético basado en genes implicados en su
automantenimiento, asi como algunas secuencias accesorias con actividad
adaptativa, donde pueden albergar uno 0 méas genes de resistencia y otros EGM.
Los plasmidos conjugativos poseen genéticamente sistemas complejos para la
transferencia horizontal, aunque también pueden ser adquiridos por
recombinacion homologa, integracion y escision. Las regiones de transferencia
codifican proteinas para la formacion de parejas de apareamiento (para que se
produzca una buena unién entre la célula donadora y receptora) y proteinas de
replicacion del DNA que se va a transferir. Se ha observado que se pueden mover
por retrotransferencia, es decir, desde la bacteria receptora a la donadora y no
Unicamente desde la donadora a la receptora. Este proceso podria tener gran
relevancia en el sistema de transferencia por plasmidos (Sultan et al., 2018).

La resistencia a los antibidticos puede ser causada por los siguientes mecanismos (Figura
4) (Iskandar, K. et al., 2022; Peterson & Kaur, 2018):
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Figura 4. Representacion de una célula bacteriana en la que se ilustran los mecanismos
de resistencia a los antibidticos mas comunes. El antibi6tico A corresponde al
mecanismo de disminucion de la permeabilidad de la membrana bacteriana; el B, a la
modificacion de sitios diana; el C, a la efluxion activa del antibiotico; y el D, a la
inactivacion del antibidtico por enzimas bacterianas (Tomado de Iskandar, K. et al.,
2022).

- Disminucion de la permeabilidad de la membrana bacteriana: este mecanismo de
resistencia dificulta la penetracion de aquellos antibidticos que necesitan unirse a dianas
bacterianas intracelulares. Es de gran interés en las bacterias gram-negativas por la
fisiologia de su membrana externa, compuesta por dos membranas lipidicas (la membrana
interna formada principalmente por fosfolipidos y la externa por lipopolisacaridos)
separadas por una fina pared celular de peptidoglucano. Esta cobertura compleja les
otorga proteccién contra antibioticos hidréfilos como la vancomicina. La susceptibilidad
de las gram-negativas a los antibidticos hidrofilos también se ve alterada por la mutacion
de los genes que codifican las porinas (poros de membrana) o por cambios en su

expresion.
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- Modificacion de sitios diana: implica cambios en la estructura, reubicacion, omisién y/o
proteccion de sitios diana, lo que disminuye o inhibe la unién del antibiotico. Actua contra
numerosas clases de antibioticos, como beta-lactamicos, glucopéptidos, macrolidos o
aminoglucosidos. Un ejemplo de este mecanismo es la sobreproduccién de proteinas PBP
(penicillin-binding proteins o proteinas de union a la penicilina), su mutacion o la
biosintesis de PBP de baja calidad. Las PBP son claves en el proceso de sintesis de
peptidoglucano (el principal componente de la pared celular) y actdan como sitio diana
de los antibioticos beta-lactamicos, pues dichos antibidticos tienen una estructura muy
similar a los sustratos de estas proteinas (Egorov, Ulyashova & Rubtsova, 2018). Por ello,
su asociacion a las PBP causa la adicion de un grupo acilo en el sitio activo que produce
su inhibicion. En relacion a los glucopéptidos, lo que se produce es la modificacién de
los precursores de peptidoglucano D-Ala-D-Ala, obteniéndose D-Ala-D-Lac o D-Ala-D-
Ser, lo que disminuye ampliamente la afinidad del antibi6tico por el sitio diana. La
metilacion del sitio diana por enzimas metiltransferasas es otro ejemplo de modificacion
que impide la unién del antibidtico, como ocurre en el caso de los aminoglucdésidos. Por
ultimo, también se ha observado la produccidn de sitios diana adicionales de baja afinidad
o la eliminacién del antibidtico en el sitio diana. La coexistencia de bacterias productoras
y no productoras ha contribuido a la evolucion de mecanismos de resistencia de este tipo.

- Efluxion activa del antibidtico: las bacterias pueden tener genes codificantes de bombas
de expulsion de antibidticos de manera intrinseca o adquirida. Estos sistemas de bombas
ayudan a limitar la concentracion del antibi6tico en el interior de la bacteria. Funciona
mediante la biosintesis de proteinas transportadoras que acttan expulsando el antibi6tico
de forma especifica. Para ello, pueden utilizar tanto proteinas que consumen ATP
(adenosin trifosfato) como fuente de energia, como proteinas que acoplan el transporte de
sustratos a gradientes ionicos.

- Inactivacion del antibidtico: este mecanismo provoca la pérdida de eficacia del
antibidtico, especialmente en el caso de los aminoglucésidos, el cloranfenicol y los beta-
lactdmicos. La inactivacion suele ocurrir por modificacion enzimatica del antibiotico
(Egorov, Ulyashova & Rubtsova, 2018), ya sea transfiriendo un grupo quimico al
antibiotico, como las N-acetiltransferasas, las O-fosfotransferasas o las O-adenil-
transferasas, que afiaden un grupo acetilo, fosfato o adenilo (respectivamente) a los
antibioticos aminoglucdsidos produciendo su inactivacion; o mediante una reaccion de

hidrolisis, como ocurre en el caso de las enzimas beta-lactamasas (que acttan sobre los



INTRODUCCION A. C. GONZALEZ ROMAN

beta-lactamicos) o de las enzimas TetX (que destruyen a las tetraciclinas mediante una
reaccion dependiente de oxigeno). Otro mecanismo de inactivacion es el secuestro del
antibiotico, que implica la unién del antibidtico a proteinas especificas antes de que se

pueda acoplar con el sitio diana.

El resistoma se puede definir como el conjunto de genes ambientales que confieren
resistencia a los antibidticos, tanto intrinseca como adquirida (Marinelli et al., 2021). La
resistencia a los antibidticos es un problema ecologico que se caracteriza por las
interacciones complejas establecidas entre las poblaciones bacterianas que afectan a la
salud humana, animal y al medio ambiente (Collignon & McEwen, 2019; Despotovic et
al., 2023).

A pesar de que numerosos estudios han demostrado la existencia de genes resistentes a
diversos antibidticos en bacterias ambientales anteriores al uso de farmacos (incluso se
han encontrado genes de resistencia de hace millones de afios), existe una gran evidencia
de que la actividad humana ha tenido y continGa teniendo un fuerte impacto sobre el
resistoma ambiental. De hecho, las mayores cantidades de genes de resistencia han sido

detectadas en ecosistemas proximos a la actividad humana.

Los desechos humanos procedentes de nucleos urbanos, hospitales, instalaciones
ganaderas, de la agricultura y la acuicultura, asi como los residuos de las plantas de
tratamiento de aguas residuales y de las industrias farmacéuticas, producen una enorme
contaminacion en el medioambiente, tanto de bacterias potencialmente patégenas como
de genes de resistencia (Figura 5). Esta contaminacion se estd propagando a otros
ecosistemas con poca o0 nula exposicion a los antibidticos, tales como suelos, aguas
superficiales (rios, océanos, ...), sedimentos, etc., incluso se han detectado genes de
resistencia en zonas polares como el Artico. El aumento de poblacion humana esta
trayendo consigo un incremento de los desechos y aguas residuales, que acaban
liberandose al medioambiente. Las bacterias dominan todos estos ecosistemas 'y,
mediante transferencia génica horizontal, se van transmitiendo los genes de resistencia de
unas a otras (Collignon & McEwen, 2019; Larsson & Flach, 2022; Yang & Grossart,
2024; Zhu et al., 2018).
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Figura 5. Descripcion general de la alta prevalencia y transferencia de genes de
resistencia a los antibidticos en el medioambiente (Tomado de Lim, Cho & Rho, 2018).

Por ello, en 2017, la Unién Europea (UE) adopt6 un nuevo Plan de Accion para intentar
controlar la propagacion de resistencias a los antibidticos, denominado “One Health”, que
considera al medioambiente en su conjunto, no solo a la salud humana y/o animal de
manera aislada, pues todo esta interconectado. Requiere la colaboracion de las ciencias
clinicas, veterinarias y medioambientales a nivel local, nacional y global para lograr la
salud de humanos, animales domésticos y salvajes, plantas y del medioambiente en
general (Manaia et al., 2020). Esta accion se centra en promover el uso adecuado de
antibioticos, focalizandose en la prevencion de la infeccion y en la vigilancia y control
del consumo de antibioticos (EFSA & ECDC, 2024).
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Resistencia a los antibioticos en instalaciones ganaderas.

El uso de antibidticos en animales ha contribuido al aumento de resistencias a los
antibidticos en los patdgenos humanos, reduciendo la efectividad de la terapia con
antibioticos y, por lo tanto, aumentando la gravedad e incidencia de la enfermedad y el
coste sanitario. En efecto, se ha comprobado que existe una fuerte asociacion entre el uso
de antibioticos y la prevalencia de resistencias. Por ejemplo, tras la prohibicion del uso
de avoparcina en Dinamarca (1995), la poblacion de Enterococcus faecium resistentes a
la vancomicina disminuy0 drasticamente del 72.7% al 5.8% en pollos y del 20.0% al 6.0%

en cerdos en solo cinco afos (Lim, Cho & Rho, 2018).

Existen algunas diferencias en el uso de antibioticos en humanos en comparacién con su
uso en otros sectores. Tanto en humanos como en animales de compafiia, la
administracion de antibidticos suele ser clinica, para el tratamiento individual de una
enfermedad infecciosa; también es habitual su uso profilactico previo o posterior a una
cirugia y, en algunos casos, como prevencién grupal de alguna enfermedad, como la
meningitis. Sin embargo, aunque en la actualidad este acontecimiento esté mas
controlado, en la ganaderia intensiva, durante afios, se han estado administrando
antibioticos en el agua de bebida y el alimento de los animales para mejorar la produccion,
tanto como profilaxis para prevenir cualquier infeccion, como metafilaxis, para impedir
que los animales sanos se contagien si una parte significativa de ellos han sido infectados
(Collignon & McEwen, 2019).

Ademaés, desde que, en 1951, la FDA (Food and Drug Administration) aprobara la
utilizacion de antibiéticos como promotores del crecimiento en animales de produccion
alimentaria, su uso subterapéutico se magnifico, mejorando la eficiencia y disminuyendo
la mortalidad y los costes de produccién. Estados Unidos y China se convirtieron en los
mayores productores y consumidores de antibidticos, tanto en la clinica como en el sector
ganadero, siendo las tetraciclinas, las penicilinas y las sulfonamidas las clases de

antibioticos mas utilizadas.

Otro problema afiadido a la adicion de antibioticos en los piensos animales es la
utilizacion de metales pesados como suplemento en la alimentacién animal con fines no
terapéuticos. Desde que en Europa se prohibieron los antibiéticos como promotores del
crecimiento, metales como el cobre y el zinc se utilizan por su efecto en la prevencion de

enfermedades y la promocion del crecimiento. No obstante, la Comision Europea decidio
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que desde 2019 se restringiera el uso de cobre en alimentos para animales y a partir de
2022 se eliminara gradualmente el uso de zinc medicinal en la produccion porcina (Zhao
et al., 2021). Como se ha comentado, la contaminacion por metales pesados en el
medioambiente esta estrechamente asociada con los genes de resistencia a antibiéticos,
por lo que el contenido en metales pesados en la alimentacién del ganado influye en la
co-seleccién de genes de resistencia y EGM, promoviendo la dispersion de estos genes
(Zhang et al., 2022a).

Durante la segunda mitad del siglo XX, se comenzaron a detectar problemas de
resistencias a los antibidticos procedentes de animales productores y, poco a poco,
muchos paises de la UE fueron prohibiendo el uso de algunos antibidticos como
promotores del crecimiento en la alimentacion animal. Sin embargo, no fue hasta 2006
que la UE los retirara por completo. No obstante, en la mayoria de paises sigue aprobado
su uso terapéutico (tratando de evitar aquellos antibi6ticos mas utilizados en la medicina
humana), pues se ha observado que prohibir por completo la administracion de
antibioticos en los animales productores puede conllevar graves consecuencias en la salud

animal, la produccion y los costes alimentarios.

Aunque el uso de antibidticos en animales productores de alimentos no es la causa de que
existan genes de resistencia en humanos, existen estudios suficientes que prueban la
correlacion entre la administracion de antibioticos en la alimentacion animal y el aumento
de resistencias en bacterias comensales y patdgenas en humanos (Xiong, Sun & Zeng,
2018). Las bacterias resistentes a los antibioticos procedentes de animales productores de
alimentos pueden trasladarse al tracto gastrointestinal humano a través de la alimentacion
(y mas teniendo en cuenta que, en la sociedad actual, el consumo de productos de origen
animal, especialmente de carne, huevo y pescado, es cada vez mayor), pero también por
medio del agua, de ambientes contaminados o por contacto directo con los animales
(EFSA & ECDC, 2024).

Por otro lado, la exposicion animal a antibidticos no es Gnicamente un problema de
seguridad alimentaria, sino un problema de salud publica que repercute también en la
contaminacion ambiental de suelo, aire y agua. La administracion de antibioticos en
ganaderia desarrolla bacterias resistentes a los antibioticos en el intestino animal, que
finalmente se liberan al medioambiente (Figura 6). A través de la orina y las heces, tanto

bacterias como genes de resistencia son excretados a las aguas superficiales y los suelos.
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Ademas, solo pequefias cantidades de antibidticos son absorbidas y metabolizadas por los
animales, la gran mayoria son excretados sin metabolizar o como metabolitos activos, por

lo que también forman parte de la contaminacion ambiental.

Afiadido a lo anterior, en muchos casos, los residuos solidos de los animales son utilizados
como abono en el sector agricola. Tanto residuos solidos como compostaje introducen en
el suelo enormes cantidades de trazas de antibioticos, de genes de resistencia y de
bacterias resistentes. También se han observado casos de utilizacion de estiércol como
alimento en acuicultura. Todo esto aumenta la abundancia y diversidad de determinantes
de resistencia a los antibioticos en el medioambiente (Rousham, Unicomb & Islam, 2018;
Xie, Shen & Zhao, 2018).

7 Antimicrobisls
Suscegpliths bactara
Artibiotic resistance bacieria (ARBs)
. Pathogank: bacteria
Haonzootal gens transfer (HGT) )

Ambrotc resistance ganes (ARGs)

Figura 6. Posibles vias de transmision de bacterias y genes de resistencia desde las

instalaciones ganadera a los humanos (Tomado de Zhao et al., 2021).
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Resistencia a los antibioticos en animales salvajes.

Segun Dolejska (2020), aungue los animales salvajes no estan expuestos directamente a
los antibioticos, se ven altamente afectados por el consumo clinico y veterinario de estos
farmacos. Por un lado, la poblacion humana domina cada vez mas hébitats naturales, y
por otro, la contaminacién de las actividades antropogénicas se ha propagado
ampliamente por todo el medioambiente. Cada vez es mas frecuente que los animales
salvajes se acerquen a entornos urbanos para conseguir alimento, y muchos de ellos, se
han acomodado a la facilidad de conseguir alimento en los vertederos, pudiendo infectarse
por bacterias resistentes a los antibioticos. Estos animales suelen migrar de un lado a otro
segun las estaciones del afio en busca de agua y alimento, actuando como vectores de
transmision de resistencias. Las aves, en concreto, son una fuente de transmision de alto
riesgo para la salud publica, pues pueden vivir en zonas proximas a los humanos y sus
actividades y viajan largas distancias, dispersando sus heces por numerosas zonas,
pudiendo contaminarlas con bacterias y genes de resistencia a los antibidticos. Este

mismo acontecimiento ocurre con los insectos.

Asimismo, las aguas residuales han contaminado las aguas superficiales, como rios, lagos
e, incluso, el agua del mar, donde se han encontrado bacterias resistentes, restos de
antibioticos, genes de resistencia y metales pesados. Esta situacion ocurre con mayor
gravedad en los paises en desarrollo, donde las aguas residuales tienen escaso o nulo
tratamiento y, ademas, existe una mayor diversidad de vida salvaje que interacciona con

las aguas contaminadas.

Como se ha comentado en el apartado anterior, los suelos abonados con estiércol
procedente de animales productores que han sido tratados con antibidticos contienen una
concentracion desmesuradamente mayor de genes de resistencia que los suelos no
abonados, asi como los que son regados con aguas residuales. Los ambientes relacionados
con la ganaderia y la agricultura (aguas, suelo, alimentos, residuos sélidos y liquidos,
abonos, ...) son una fuente de contaminacion de resistencias, afectando a los animales

salvajes que se alimentan en ellos.

Por dltimo, hay que destacar que aproximadamente un 40.0% de las enfermedades
humanas proceden de animales salvajes (Cupertino et al., 2020; Zurek & Ghosh, 2014).

Por ello, estos animales no solo pueden diseminar bacterias resistentes por el
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medioambiente, sino que pueden transferirlas de nuevo a los humanos y animales

domeésticos.

Resistencia a los antibidticos en aguas residuales y estaciones

depuradoras de aguas residuales (EDAR).

Las EDAR son una de las fuentes principales de transmision de bacterias resistentes a los
antibidticos y de genes de resistencia, que posteriormente son liberadas al
medioambiente. Reciben residuos de diferentes fuentes y, por lo tanto, bacterias de
distintos ambientes (tanto patégenas como comensales), que pueden interaccionar e
intercambiar genes horizontalmente: se combinan residuos procedentes de domicilios
urbanos, hospitales y de otras actividades antropogénicas como industrias farmacéuticas

y ganaderas (Karkman et al., 2018).

La probabilidad de que ocurra una mutacion genética espontanea es muy baja, pero la
presencia de restos antibidticos y otros contaminantes en los sistemas de aguas residuales
puede facilitar que se produzca. La gran mayoria de antibiéticos pueden promover la
produccion de ROS en las bacterias, lo cual induciria una respuesta SOS y una
mutagénesis genética. Otros contaminantes ambientales como los metales pesados, los
desinfectantes o los farmacos, también pueden aumentar la frecuencia de mutacion, asi

como la transferencia génica, mediante co-seleccion (Figura 7).

La co-seleccion es la adquisicion de genes de resistencia a los antibioticos en ausencia de
antibidticos u otros contaminantes ambientales. La co-seleccién puede ocurrir
fisiologicamente (resistencia cruzada) o genéticamente (co-resistencia). La resistencia
cruzada ocurre cuando un gen de resistencia para un antibiético o grupo de antibi6ticos
confiere resistencia frente a otros antibioticos distintos. Por ejemplo, la exposicion a
metales induce un mecanismo de resistencia mediante bombas de efluxion activa que
expulsan toxinas intracelulares al exterior de la célula; este mecanismo, a su vez,
disminuye la susceptibilidad a los metales y a los antibidticos. La co-resistencia es un
mecanismo genético en el que numerosos tipos de genes de resistencia estan localizados

en el mismo elemento genético movil (Guo et al., 2020).
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Figura 7. Proceso de co-seleccion (Tomado de Zhang et al., 2022a).

Los tratamientos que se realizan en las plantas de aguas residuales no eliminan por
completo las bacterias resistentes, los genes de resistencia ni los residuos de antibioticos.
Ademas, diversos estudios han mostrado que, aunque los residuos de las industrias
farmacéuticas sean tratados y se consiga eliminar un alto porcentaje de antibioticos, la
concentracion de antibidticos que permanece sigue suponiendo un gran riesgo para la
seleccion de resistencias. De hecho, estos residuos actGan como reservorios,

amplificadores y diseminadores de elementos de resistencia en el medioambiente.

Las mayores descargas de antibi6ticos a las aguas residuales las efectlian paises asiaticos
como China o India, donde se produce la mayor parte de los antibidticos del mundo
debido a su bajo coste y a las escasas regulaciones medioambientales (Simatovi¢ &
Udikovi¢-Koli¢, 2020). A nivel europeo, existe un mayor control legislativo. De hecho,
en los ultimos afios, el Plan de accion frente a la resistencia a antimicrobianos de la UE
(2017) reconocié la gran importancia de controlar los residuos antibiGticos en el
medioambiente y se marcé el objetivo de reforzar la monitorizacion ambiental de los
mismos. Para ello, hay que tener en consideracion la Directiva 2000/60/CE del
Parlamento Europeo y del Consejo, de 23 de octubre de 2000, por la que se establece un
marco comunitario de actuacion en el ambito de la politica de aguas, y la Directiva
91/271/CEE del Consejo, de 21 de mayo de 1991, sobre el tratamiento de las aguas
residuales por su posible impacto en la gestion de residuos de antibioticos en el

medioambiente. Ademas, en 2013, la Directiva 2013/39/UE introdujo la “Lista de
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observacion” para aguas superficiales, que incluye las sustancias quimicas que deben
analizarse peridédicamente para conocer si se encuentra dentro del limite maximo
aceptable o si es necesario establecer normas de calidad medioambiental con limites de
concentracion para esas sustancias, entre las cuales se encuentran antibiéticos de uso
humano y veterinario. Por su parte, la Directiva del Consejo 91/271/CEE establece que
todos los Estados Miembros de la UE deben tomar las medidas necesarias que garanticen

que las aguas residuales urbanas sean tratadas antes de su vertido (AEMPS, 2023).

Por otro lado, el uso de los efluentes y lodos bioldgicos tratados en las EDAR para riego
y abono en la agricultura se ha visto intensificado en los dltimos afios, provocando que
los elementos de resistencia contenidos en los mismos sean transmitidos a los productos
vegetales, ocasionando también un riesgo directo para los agricultores e indirecto para los
consumidores de dichos productos. En muchos casos, estos efluentes van a parar a las
aguas naturales (mares, rios o lagos), llegando los elementos de resistencia a los animales

acuaticos y pudiendo alcanzar de nuevo a los humanos por la cadena alimentaria.

Como objetivo para poder corregir este problema, se debe conseguir una mejora de los
procesos de depuracion de residuos. Por ejemplo, se ha comprobado que la incorporacion
de un tratamiento terciario, como la ozonizacion o la utilizacion de radiacion ultravioleta,
en las EDAR puede lograr una depuracion de las aguas residuales mucho mas efectiva
(Calabria de Araujo et al., 2020). Es més, la UE recomienda incluso incluir un tratamiento
cuaternario en las EDAR que traten cargas de agua equivalentes a 100.000 habitantes o
superior (AEMPS, 2023).

Resistencia a los antibioticos en el suelo.

La microbiota del suelo es uno de los méas antiguos origenes evolutivos de la resistencia
a los antibioticos, actuando como reservorio, debido en parte a que contiene la mayor
diversidad de microorganismos y secuencias genéticas de todos los ecosistemas, por lo
que de forma natural puede albergar una enorme cantidad de bacterias resistentes a los
antibioticos (muchas de ellas bacterias productoras de antibidticos) y genes de resistencia.
Por ello, ejerce un papel muy importante en la diseminacion de resistencias a los
antibidticos. Los humanos estamos constantemente expuestos al microbioma del suelo,

como medio de cultivo, como medio de vida. Al igual que ocurre con la microbiota
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humana, existen genes de resistencia en suelos que no han sido expuestos a ningun
antibiotico (Karkman et al., 2018; Lim, Cho & Rho, 2018).

Conjuntamente, recibe enormes cantidades de bacterias y genes de resistencia
procedentes de los residuos humanos y animales, siendo considerados actualmente como
importantes contaminantes medioambientales. Como se ha comentado, un porcentaje
muy elevado de las heces que se producen en la ganaderia son utilizadas como abono para
los campos de cultivo. El uso de antibidticos en este sector aumenta el riesgo de
transmision de resistencias desde el abono fresco y el compostaje al suelo, méas aun si
estan acompafiados o localizados en EGM. Este mismo problema ocurre con la utilizacién

de lodo activo como fertilizante y de aguas residuales para el riego de los cultivos.

Los genes de resistencia también pueden llegar al suelo transmitidos por el aire,
especialmente cuando este esta muy contaminado, ya que aumenta la concentracion de
particulas y, por tanto, el transporte de microorganismos al disponer de mas sitios de
adhesion. Las bacterias y genes procedentes de los animales productores pueden
facilmente formar aerosoles y ser posteriormente depositados en el suelo por deposicion
seca (por sedimentacién) o himeda (incorporadas al agua de lluvia). EI mayor problema
de la transmisidn por aire es que los genes de resistencia pueden propagarse por distintas

regiones y llegar a lugares muy remotos de la Tierra.

Igualmente, se ha observado que una exposicién a largo plazo de las plantas a los restos
de antibidticos y genes de resistencia disponibles en el suelo aumenta el riesgo de que se
transmitan resistencias a través de la cadena alimentaria, mediante el consumo de
vegetales contaminados que se han preparado y/o cocinado sin realizar unas correctas

practicas de higiene durante su manipulacion.

El origen, la dindmica y la propagacion de genes de resistencia en el suelo estan
relacionados con las précticas agricolas que se realicen y con las propiedades
fisicoquimicas del suelo. Los parametros fisicos, quimicos y biolégicos del suelo (como
el pH o el contenido en materia organica) se han identificado como estresores
medioambientales que pueden inducir o mantener la evolucion y transmision de
resistencias. Ademas, contribuyen junto con el clima, las especies vegetales y las
sustancias quimicas, a la diversidad, estructura y funcion de las comunidades bacterianas

que habitan el suelo, influyendo en la composicién de los genes de resistencia.
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Los metales pesados y metaloides que se adicionan a los piensos animales como
promotores del crecimiento o para controlar infecciones, también se acumulan en el suelo
y suelen ejercer estrés en las bacterias y seleccionar determinantes para la resistencia a
los antibidticos a través de la co-resistencia y la resistencia cruzada. Ademas, la presencia
en el suelo de nanomateriales, como la nanoalumina, se ha visto relacionada con una
mayor transferencia genética horizontal, debido a que promueven la adquisicion de genes

de resistencia a los antibidticos por parte de las bacterias.

La presencia de antibidticos en el suelo ayuda a mantener y enriquecer el resistoma
ambiental y, ademas, puede inhibir procesos bacterianos tan importantes como la
respiracion, la nitrificacion o la reduccion de hierro. Por otro lado, se ha observado que
los suelos que han sido expuestos a los antibidticos han mejorado el proceso de
degradacion de estos farmacos (Figura 8), pero este proceso trae consigo un aumento de
genes de resistencia (Wang & Tiedje, 2020: Xie, Shen & Zhao, 2018).
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Figura 8. Factores que influyen en la presencia de genes de resistencia en el suelo
(Tomado de Zhang et al., 2022a).

Debido a que la transmision de resistencias a los antibioticos es especialmente acusada
en paises con escasa calidad del agua y de las condiciones sanitarias, es fundamental
enfocarse en mejorar el saneamiento de los paises en vias de desarrollo. Asimismo, las
aguas residuales y residuos solidos, tanto humanos como animales, son una importante

fuente de transmisién, al igual que la utilizacion de aguas residuales sin tratar o poco
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tratadas para el riego de los cultivos, favoreciendo que la contaminacion se transmita
directamente por los alimentos. Por ello, el tratamiento de residuos es clave, asi como la

separacion de residuos de las zonas donde se realizan actividades humanas.

De igual modo, los residuos de las industrias farmacéuticas también deben ser
minuciosamente tratados, con el fin de intentar que la concentracion de restos antibioticos
que se libera a la naturaleza sea minima, pues, aunque haya bajos niveles de antibidticos
en la naturaleza, su presencia siempre va a facilitar el intercambio de plasmidos y genes

de resistencia entre las distintas bacterias.

El comercio internacional y el turismo pueden estar bastante implicados en la dispersion
mundial de resistencias. Por este motivo, el control de que todos los bienes que se
comercializan, fundamentalmente alimentos, estén libres de agentes infecciosos es otro

aspecto muy importante.

Finalmente, se debe controlar y regular el uso de antibiéticos tanto a nivel clinico como

veterinario en todos los paises.

A pesar de que controlar el uso de antibi6ticos es necesario para reducir la propagacion
de resistencias, lo mas importante es que las autoridades se impliquen en reforzar los
sistemas de tratamiento de residuos, sobre todo en los paises mas pobres (Manaia et al.,
2020).

Teniendo en cuenta lo anteriormente comentado, la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), junto con otras agencias internacionales, han desarrollado una serie de objetivos
para tratar de controlar y disminuir la diseminacion de resistencia a los antibioticos (OMS,
2016):

Objetivo 1: Mejorar el conocimiento de la resistencia a los antimicrobianos a

través de la comunicacion, educacion y formas efectivas, y la concienciacién al respecto.

Objetivo 2: Reforzar los conocimientos y la base cientifica a través de la vigilancia

y la investigacion.

Objetivo 3: Reducir la incidencia de las infecciones con medidas eficaces de

saneamiento, higiene y prevencion de la infeccion.

Objetivo 4: Utilizar de forma optima los medicamentos antimicrobianos en la

salud humana y animal.
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Objetivo 5: Preparar argumentos econémicos a favor de una inversion sostenible
que tenga en cuenta las necesidades de todos los paises, y aumentar la inversion en nuevos

medicamentos, medios de diagndstico, vacunas y otras intervenciones.

A nivel europeo.

Aunque el uso innecesario de antibioticos en la salud humana ha decrecido en los ultimos
afios, la disminucion en el consumo de antibioticos en animales productores de alimentos
ha sido mucho mas notable. De hecho, en el periodo de 2014-2020, se observé una
disminucion del 23.0% en el consumo clinico de antibidticos en la UE, mientras que las
ventas de antibidticos para animales productores disminuyeron alrededor del 43.0% en
25 paises de la UE.

Igualmente, se ha notificado que durante el primer afio de pandemia de la COVID-19, el
consumo de antibidticos en la clinica ha sido menor, probablemente porque la infeccion
por el virus SARS-CoV-2 desplazd la transmision de muchas otras enfermedades
infecciosas causadas por bacterias y, por lo tanto, no fue necesario el tratamiento
antibidtico. No obstante, el consumo de antibi6ticos de amplio espectro aument6 en
comparacion con los de espectro reducido, cuando estos deberian ser la terapia de primera

linea.

A pesar de los esfuerzos realizados para disminuir el consumo de antibioticos, las
resistencias a los antibidticos siguen siendo un enorme problema, especialmente
preocupante en los paises del sureste de Europa. Entre las cepas resistentes que se han
incrementado en los Gltimos afios, cabe destacar el porcentaje de Enterococcus faecicum
resistente a la vancomicina, desde un 9.0% en 2014 a un 17.0% en 2020, y el porcentaje
de Klebsiella pneumoniae resistente a los carbapenémicos, que ha aumentado desde un
8.0% en 2014 hasta un 10.0% en 2020. En cuanto a los niveles de resistencia a los
antibidticos en las bacterias generalmente responsables de las infecciones con mayor
asociacion al sistema sanitario, se han mantenido estables, por lo que continGan siendo
muy elevados (Figura 9); por ejemplo: la resistencia a las cefalosporinas de tercera
generacion por K. pneumoniae (34.0%) o la resistencia a los carbapenémicos por
Pseudomonas aeruginosa (18.0%) y por Acinetobacter spp. (38.0%) (OECD, 2022).
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Figura 9. Porcentaje medio ponderado por poblacion de aislados resistentes entre
aislados bacterianos invasivos (principalmente infecciones del torrente sanguineo), en
29 paises de la UE/EEE, entre 2014 y 2020 (Tomado de OECD, 2022).

En referencia a las resistencias en animales productores de alimentos, en el periodo de
2014 a 2019 se observd un aumento significativo del porcentaje de cepas de Escherichia
coli resistentes a todos los antibioticos testados en 12 paises de la UE (de los 30 paises
estudiados). Sin embargo, se han observado algunos progresos como, por ejemplo, la
disminucion de la prevalencia de E. coli productora de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) y betalactamasas AmpC en 14 paises o bajos porcentajes de resistencia

en cepas de Salmonella resistente a las fluoroquinolonas y a las cefalosporinas de tercera
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generacion y en cepas de Campylobacter resistente a las fluoroquinolonas y a los
macrolidos. A pesar de estos avances, los niveles de resistencia a los antibidticos mas

utilizados siguen siendo notablemente altos (OECD, 2022).

En el informe realizado por la European Food Safety Authority (EFSA) y el European
Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), con datos recogidos entre 2021 y
2022 en los 27 paises de la UE, Irlanda del Norte y cuatro paises no miembros (EFSA &
ECDC, 2024), se determind la resistencia a los antibiéticos en Salmonella spp.,
Campylobacter jejuni y C. coli procedentes de humanos, animales productores de
alimentos y carne fresca. Asimismo, se analizaron los datos de resistencias en E. coli
comensal (como indicador), E. coli productor de BLEE, de AmpC y de carbapenemasas
(CP), y en Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) de animales y

alimentos.

En las muestras de Salmonella spp. de origen humano, se detectaron altos niveles de
resistencia a ampicilina (25.2%), sulfonamidas (25.6%) y tetraciclinas (25.1%). No
obstante, se observé una disminucion significativa de la resistencia a ampicilina y
tetraciclina, en 15 y 12 paises respectivamente, durante el periodo 2013-2022,
especialmente por parte de S. typhimurium. Asimismo, se observd una incidencia
moderada de resistencia a la ciprofloxacina (18.7%) en 2022. Cabe destacar los
porcentajes de resistencia extremadamente altos obtenidos en S. kentucky (72.7%) vy la
tendencia creciente de resistencia a la ciprofloxacina en S. enteritidis en 12 paises durante
el periodo 2013-2022.

En el caso de Salmonella spp. aislada de animales productores y carcasas de aves de
corral, se manifestd un incremento de moderados a muy altos en los niveles de resistencia
a la ampicilina (50.2% en pavos), las tetraciclinas (40.2% en pollos de engorde y 41.4%
en pavos) Yy las sulfonamidas (42.5% en pollos de engorde y 26.7% en pavos) en la
mayoria de paises. Los aislados de Salmonella spp. procedentes de aves de corral también
manifestaron los mayores porcentajes de resistencia a las fluoroquinolonas (con un 55.5%
de los aislamientos en pollos de engorde y un 57.9% en pavos resistentes a la
ciprofloxacina y un 55.3% en pollos de engorde y un 49.1% en pavos resistentes al acido
nalidixico). Especificamente, se informé de una resistencia extremadamente alta de
resistencia a la ciprofloxacina en S. kentucky, llegando a alcanzar el 100.0% de los

aislamientos en pavos de engorde. Asimismo, E. coli mostro niveles altos de resistencia
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a la ampicilina, la tetraciclina, la trimetoprima y el sulfametoxazol en todas las categorias
animales, aunque estos valores variaron ampliamente entre los distintos paises, y
porcentajes de 51.4% y 48.0% de resistencia a la ciprofloxacina y el &cido nalidixico,
respectivamente, en los pollos de engorde. Rara vez se detectd resistencia a las
cefalosporinas de tercera generacion, con porcentajes de 1.4% a la cefotaximay 1.3% a
la ceftazidima en pollos de engorde, 2.2% a la cefotaxima y a la ceftazidima en pavos y
2.6% a la cefotaxima y 1.3% a la ceftazidima en ganado menor de 1 afio de edad en los

aislamientos de Salmonella spp., e inferiores al 1.0% en los aislamientos de E. coli.

Tanto en humanos como en animales productores de alimentos y carne fresca importada,
se detectaron bajos niveles de Salmonella spp. productora de BLEE o AmpC (1.4% en
pollos de engorde, 2.2% en pavos de engorde, 0.2% en gallinas ponedoras, 0.9% en cerdos
de engorde y 2.5% en bovinos menores de 1 afio), mientras que la prevalencia de E. coli
productor de BLEE/AmpC en ganado y alimentos resultd variable entre los distintos
paises. Aun asi, se observaron tendencias decrecientes de E. coli productora de BLEE en
pollos de engorde (de 38.0% a 34.9%), pavos de engorde (de 47.0% a 32.1%) y en carne
de pollo (de 30.6% a 29.2%). En general, se observo una mayor proporcién de presuntas
cepas productoras de BLEE que productoras de AmpC. Ademas, se identificaron algunos
aislados de E. coli productora de CP en animales productores de alimentos en Italia,
Hungria, Austria, Espafia y la Republica Checa. Por el contrario, no se notificd ningln
aislado de Salmonella productora de CP en animales durante este periodo, aunque si se

detectaron algunos casos en humanos.

Las muestras de Campylobacter (C. jejuni y C. coli) manifestaron niveles de resistencia
de alta a extremadamente alta a las fluoroquinolonas, principalmente a la ciprofloxacina,
en humanos y animales productores, por lo que se ha prohibido su uso clinico en las
infecciones por Campylobacter. Los niveles de resistencia a la eritromicina resultaron ser
muy bajos en humanos y bajos en animales en C. jejuni; sin embargo, se observaron
niveles mas altos en C. coli, alcanzando el 43.0% en aislados de aves de corral. Este dato
es particularmente preocupante para la salud publica, pues los macrolidos se han
convertido en el tratamiento de primera linea en el tratamiento de las campilobacteriosis
humanas. La resistencia a la tetraciclina vari6 de alto a extremadamente alto (90.5%) en
animales productores, especialmente en los aislados de C. coli, al igual que ocurre en las
muestras de humanos, en las que también se han detectado niveles extremadamente altos

(71.2%). La resistencia combinada a la ciprofloxacina y la eritromicina también tuvo una
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menor manifestacion en los aislados de C. jejuni que en los de C. coli, en los que se
observo un aumento del 4.1% en 2020 al 8.2% en 2022 en muestras de pollos de engorde.
No obstante, este incremento puede deberse a un mayor nimero de paises que notificaron
resultados de resistencias para este tipo de muestra. C. coli también manifesto niveles de
multirresistencia notablemente mayores que C. jejuni, alcanzando el 39.3% en los
aislamientos de ganado menor de 1 afio y el 16.9% en los aislamientos de pavos de

engorde.

En cuanto a la deteccion de SARM en alimentos y animales sanos, se revelé que la
mayoria de aislamientos estaban asociados a animales productores, aunque también se
identificaron algunos casos de SARM adquiridos en la comunidad y en el hospital. Otra
observacion de importancia fue la deteccion de resistencia a la rifampicina en
aislamientos de ganado y carne de cerdo y de aves de corral. En cambio, ningln

aislamiento mostro resistencia a la vancomicina durante los dos afios de estudio.

A nivel nacional.

El Plan Nacional frente a la Resistencia a los Antibidticos (PRAN) destaca una
disminucion del 32.4% en el consumo de antibiéticos en la medicina humanay del 56.7%
en la venta de antibioticos veterinarios desde 2014 hasta 2020 (AEMPS, 2022). Con estos
datos, Espafia paso de ser el pais con mayor venta de antibidticos veterinarios en Europa
en 2014 a ocupar el séptimo lugar en 2020. A pesar de que estos avances fueron
extraordinarios, en los ltimos afos los informes muestran datos mucho mas exitosos. En
octubre de 2023, el PRAN, coordinado por la Agencia Espafiola de Medicamentos y
Productos Sanitarios (AEMPS), organizd una reunion de alto nivel entre representantes
de la UE para abordar los principales desafios que supone la resistencia a los antibi6ticos
para la salud publica en la perspectiva “One-Health”. En esta reunion, se demostré el
compromiso que Espafia habia adoptado en la toma de accion y el seguimiento de las
recomendaciones de la UE, actualizando los datos de consumo de antibiéticos para
alcanzar una disminucion del 69.5% en veterinaria y del 17.0% en la clinica; con ello, se
habia logrado alcanzar el primer puesto de la UE en reduccion del consumo de

antibidticos en salud animal y el tercer puesto, en salud humana.
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En lo relativo a la resistencia a los antibioticos, el informe nacional mas reciente es el
JIACRA (AEMPS, 2018), el cual muestra la evolucién de la resistencia a los antibidticos

en Espafia hasta 2016. A continuacién, se redactan los datos mas relevantes:

En las cepas de Salmonella spp. aisladas en humanos, el porcentaje de resistencia a las
tetraciclinas se mantiene bastante alto y se ha detectado un aumento en la resistencia a la
cefotaxima. En ambos casos, el porcentaje de cepas resistentes es notablemente mas alto
en S. typhimurium que en S. enteritidis. En las cepas animales de Salmonella spp. son
preocupantes los altos niveles de resistencia a las fluoroquinolonas, especialmente por
parte de S. kentucky. S. enteritidis ha resultado ser la Unica serovariedad que ha
manifestado resistencias significativas a la colistina (Figura 10). Los porcentajes de
resistencia a las tetraciclinas en los aislados animales se muestran similares a los aislados
en personas.
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Figura 10. Evolucion del porcentaje anual de resistencias frente a colistina de cepas de
Salmonella spp., S. enteritidis, S. typhimurium, S. zoondtica y S. kentucky (Tomado de
AEMPS, 2018).

En las cepas de Campylobacter spp. aisladas en humanos, se puede observar un porcentaje
de resistencia a la eritromicina relativamente alto por parte de C. coli (Figura 11). Cabe
destacar una prevalencia de resistencia a la ciprofloxacina y a la tetraciclina por encima
del 80.0% (aunque en los dltimos afios se puede apreciar un ligero descenso en los

porcentajes de resistencia a la tetraciclina). En aislados animales de este género bacteriano
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se observa un descenso significativo del porcentaje de resistencia a la eritromicina. Los
niveles de resistencia a las fluoroquinolonas y tetraciclinas se mantienen muy elevados,

(especialmente en C. coli).
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Figura 11. Evolucidn de la resistencia a eritromicina en Campylobacter spp., C. coli y
C. jejuni (Tomado de AEMPS, 2018).

Desde 2001, la prevalencia de resistencia a la ampicilina en aislados humanos de E. coli
ha sufrido un aumento hasta estabilizarse alrededor del 65.0%. También se ha observado
un aumento importante en el porcentaje de resistencia a la cefotaxima (principalmente
por produccion de BLEE) (Figura 12), al igual que a la ciprofloxacina (hasta 34.1%, de
los porcentajes mas elevados de Europa). Este mismo incremento ha ocurrido en los
aislados de K. pneumoniae. Ademas, esta Ultima especie bacteriana ha manifestado un
aumento significativo en los porcentajes de resistencia a imipenem desde 2010. En los
aislados animales de E. coli, se observan porcentajes de resistencia a la ampicilina, a las
cefalosporinas de tercera generacién y a la ciprofloxacina muy variables a lo largo de los
anos. Los porcentajes de resistencia a la tetraciclina se mantienen por encima del 60.0%

en todos los grupos animales, destacando su prevalencia en pavos y cerdos.
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Figura 12. Evolucion de la resistencia a la cefotaxima en aislamientos invasivos de E.
coli (Tomado de AEMPS, 2018).
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La resistencia a los antibiéticos es un problema de enorme relevancia en la actualidad vy,
debido al continuo intercambio de genes de resistencia entre los microorganismos
ambientales y patdgenos, las enfermedades transmisibles causadas por bacterias
resistentes a los antibidticos cada vez serdn mas frecuentes, pudiendo llegar a un punto

en el que estos farmacos no sean eficaces para el tratamiento infeccioso.

Numerosas investigaciones se basan en el estudio de resistencias en el entorno clinico,
pero hoy sabemos que este problema va mas alla, pues las bacterias ambientales
contribuyen a su extensa propagacion. Por eso, el presente trabajo es vital para reforzar
el conocimiento actual sobre la dispersion de resistencias a los antibidticos entre distintos
nichos ecologicos; partiendo de puntos criticos como las EDAR, las instalaciones
ganaderas y los entornos agricolas, a partir de los cuales las bacterias resistentes y los
genes de resistencia son liberados al medioambiente o llegan a los humanos a través de

la cadena alimentaria, el aire o el contacto directo.

Este estudio es de enorme interés para la salud publica y de gran ayuda para concienciar
a la comunidad sobre la necesidad de tomar medidas mas estrictas que permitan el control
de las resistencias a los antibidticos y disminuyan drasticamente su amplia dispersion por

todos los ecosistemas, naturales y urbanizados.
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Se puede considerar que la resistencia a los antibioticos sigue un modelo similar a la
cadena epidemioldgica: la fuente de infeccidn son las bacterias resistentes que, por
diversos mecanismos de transmision, generan nuevas cepas resistentes, teniendo especial

interés aquellas causantes de procesos patoldgicos en la poblacion humana.

El objetivo general de esta tesis doctoral es el estudio del resistoma ambiental como
agente causal de la aparicion de resistencias y, por lo tanto, como fuente de transmisién
de mecanismos de resistencia e incremento de cepas patdgenas humanas resistentes a los

antibidticos.

Para ello, nos hemos planteado el estudio del resistoma ambiental en una zona periurbana

con los siguientes objetivos especificos:

Cuantificar el porcentaje de bioma ambiental que presenta resistencia a los

antibidticos.

Determinar en este bioma los patrones fenotipicos de multirresistencia.

Estimar los genes probables que podrian estar implicados en la resistencia a

los antibioticos.
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La recoleccion de muestras para el estudio fenotipico del resistoma se ha realizado en el
ecosistema periurbano de la ciudad de Granada (Espafa), entre los afios 2020 y 2022. Se
Ilevd a cabo un muestreo de conveniencia, en funcion del gran volumen de material que
se iba a procesar. En total, se han recogido 70 muestras procedentes de diversos entornos
ambientales, con el fin de determinar las diferencias en el resistoma de los distintos

ambientes.

Los compartimentos ambientales escogidos para tomar las muestras de este estudio son

los siguientes:

- Centros educativos de educacion secundaria y superior, en los que se recogieron

muestras de aire (n=6) y superficies (n=6), tanto en aulas como en zonas comunes.

- Instalaciones ganaderas de vacas, cerdos, pollos y cabras, donde se recogieron muestras

de aire (n=6), muestras fecales (n=6) y muestras de los comederos (n=6).

- Alimentos, distinguiendo entre muestras de carne cruda (n=6) y muestras de frutas y

hortalizas (n=6).
- Aguas residuales (n=6), procedentes de un colector urbano, no sometidas a tratamiento.

- Residuos solidos urbanos (n=6), obtenidos en una planta de recogida tras su trituracion

y homogeneizacion.
- Suelos agrarios (n=6), procedentes de diversos campos de cultivo de regadio.

- Suelo natural (n=10) extraido de reservas naturales de zonas de montafia no afectadas

por actividades antropogénicas.

La toma de muestras se desarrollé de forma especifica para cada tipo de muestra:

- Muestras de aire: se han tomado utilizando un muestreador volumétrico inercial (Air
Ideal 3PTM, BioMérieux), en cuyo interior se introduce una placa de cultivo con medio
agar BHI (Panreac®, Ref. 413772), recogiendo entre 500 y 1000 L de aire.
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- Muestras de superficies: para el muestreo se han utilizado placas de contacto RODAC

(Replicate Organism Direct Agar Contact) con agar BHI.

- Muestras de alimentos: se han adquirido en distintos establecimientos comerciales de
venta al pablico localizados en el &rea periurbana de Granada.

- Muestras de aguas residuales: se han tomado muestras de 250 ml de aguas residuales
urbanas de los colectores antes de ser sometidas a ningun tratamiento. Se han utilizado
recipientes estériles, los cuales se han transportado refrigerados (8-10°C) al laboratorio,

para ser procesados en un maximo de 24 horas.

- Muestras sélidas de instalaciones ganaderas, residuos soélidos urbanos y suelos (tanto
agrarios como naturales): para la recoleccion de todas las muestras sélidas, se han
utilizado recipientes de polietileno estériles, los cuales se han transportado refrigerados
(8-10°C) al laboratorio, para ser procesados en un maximo de 24 horas. Concretamente,
las muestras de residuos sélidos urbanos, una vez trituradas y homogeneizadas, han sido
proporcionadas por distintas instalaciones municipales. Por su parte, las muestras de suelo
se han recolectado de la capa superficial (aproximadamente 10 cm de profundidad) en
distintas localizaciones, siendo las de suelo natural recogidas en zonas de montafia

alejadas del transito humano y de cualquier actividad antropica.

Aunque las muestras se procesaron directamente como se describe en los siguientes
apartados relativos al cribado y andlisis fenotipico, se realizé la extraccion y conservacion
del bioma de cada muestra, por si fuesen necesarias comprobaciones de los ensayos y

para posibles estudios posteriores.

Al llegar al laboratorio, todas las muestras solidas (alimentos, suelos y residuos solidos,
tanto urbanos como de instalaciones ganaderas) se han procesado de la misma manera.
Se han pesado 25g de cada muestra y se han afiadido 225 ml de agua de peptona
(Panreac®, Ref. 414944), para introducir posteriormente la mezcla en un
homogeneizador (Stomacher 400 Circulator) a 150 rpm durante 15 min. A continuacion,
la muestra se deja decantar y el sobrenadante (donde queda suspendido el bioma) se
utiliza para los ensayos de cribado y andlisis fenotipico. En el caso de las muestras

liquidas (aguas residuales) no es necesario ningin procesamiento.
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Para la extraccion y conservacion del bioma de las muestras sélidas y liquidas, se procedia
a una centrifugacion de 150 ml (en el caso de las muestras solidas del sobrenadante) a
4000 rpm durante 15 minutos y el sedimento obtenido (bioma) se resuspendia en 3 ml del
medio 5NBS (peptona, 25 g; extracto de carne deshidratado, 15 g; NaCl, 1 g; agua
destilada, 1000 ml. Ajustar a pH = 7. Repartir en tubos con cierre de tapon hermético, 3
ml/tubo, y esterilizar en autoclave a 120 °C durante 30 min.) y 2 ml de glicerina al 50%

estéril, para conservarlo mediante congelacién a -80°C.

En las muestras de aire y superficies, el bioma se ha obtenido directamente de las placas
de cultivo utilizadas en el muestreo. Para la extraccion y conservacion del bioma, se ha
arrastrado todo el crecimiento bacteriano de cada placa y se ha resuspendido, como en las
anteriores muestras, en un tubo con 3 ml del medio 5SNBS y 2 ml de glicerina estéril, para
conservarlo mediante congelacion a -80°C.

Tras obtener el bioma de las muestras, se ha procedido a la cuantificacion del microbioma
resistente frente al total de bacterias aerobias heterétrofas (BAH) presentes. En este
procedimiento, se han utilizado placas de 90 mm de diametro con agar BHI, siguiendo
una metodologia normalizada de recuento en superficie (AENOR, 1999; AENOR, 2014;
APHA, AWWA & WEF, 2023). Para el analisis cuantitativo, se han inoculado 0.1 ml de
cada muestra homogeneizada en la superficie de nueve placas: una sin antibiéticos, que
servira como recuento total de BAH (control); y las otras ocho placas conteniendo, cada
una, uno de los siguientes antibidticos en la concentracion adecuada: ampicilina (32
ug/ml), kanamicina (64 ug/ml), tetraciclina (16 pg/ml), ciprofloxacina (4 pg/ml),
eritromicina (8 ug/ml), gentamicina (16 ug/ml), cloranfenicol (32 ug/ml) y vancomicina
(16 pg/ml). Estos antibioticos fueron seleccionados por ser indicativos de la presencia de
genes de resistencia transferibles, utilizando las CMI (Concentracién Minima Inhibitoria)

para las cuales se considera que una bacteria es resistente (CLSI, 2022; EUCAST, 2022).

Todos los cultivos se realizaron siempre por duplicado. En las muestras con elevado
contenido de BAH se utilizaron diluciones decimales, de forma que las colonias obtenidas
no fuesen confluentes, con el fin de permitir su recuento y caracterizacion. Tras 48 horas

de incubacion de las placas de cultivo a 37°C, se realizo el recuento de BAH y se
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calcularon las unidades formadoras de colonias (UFC) por unidad de peso o volumen,
dependiendo del tipo de muestra (AENOR, 1999). Este tiempo de incubacion se considero
preferible a las 72 horas, para evitar la posible extension de colonias (AENOR, 2014).
Comparando el crecimiento de BAH en la placa control (sin antibidticos) con el
crecimiento obtenido en las placas cultivadas con cada uno de los ocho antibidticos, fue
posible obtener el porcentaje de bioma resistente de cada muestra a cada uno de los

antibioticos analizados.

De cada una de las placas con antibidticos cultivadas en la prueba de cribado, se han
seleccionado las cepas morfoldgicamente diferentes de cada muestra, obteniendo un total
de 710 cepas en las que se ha realizado el estudio fenotipico de resistencias. EI nimero
de cepas correspondientes a cada nicho ecolégico fue: 127 de aire (64 de instalaciones
ganaderas y 63 de centros educativos); 50 de superficies; 126 de alimentos (58 de carnes
y 68 de frutas y hortalizas); 137 de residuos solidos ganaderos (71 de comederos y 66 de
heces); 58 de residuos so6lidos urbanos; 86 de aguas residuales; 67 de suelos agrarios; y
59 de suelos naturales.

Para el analisis fenotipico, se ha determinado la sensibilidad a los antibiéticos mediante
el test de susceptibilidad de Kirby-Bauer o de difusion en disco, siguiendo los
procedimientos estandarizados (CLSI, 2022; EUCAST, 2022). Para ello, cada cepa
seleccionada se ha sembrado en agar Mueller-Hinton (Panreac®, Ref. 413787) y se ha
determinado su sensibilidad frente a los 32 antibidticos que se muestran en la Tabla 1, en
la cual se expone el diametro de los halos de inhibicién para cada antibidtico. Puesto que
este estudio no pretendia identificar las especies bacterianas, ni si eran gram-positivas o

gram-negativas, se ha utilizado el halo de resistencia con el diametro mas pequefio.
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Gram-negativas Gram-positivas
Antibidtico Siglas | (Enterobacterales) Criterio (Staphilococcus) Criterio
Resistencia (< mm) Resistencia (< mm)
Aminoglucésidos
Amikacina CLSI EUCAST
(30uQ) AK 14 2022 15 2022
Espectinomicina CLSI
(1000g) SH 14 2022} - -
Estreptomicina S 11 CLSI i i
(10uQ) 2022
Gentamicina CLSI CLSI
(10ug) CN 12 2022 12 2022
Kanamicina CLSI
K 13 - -
(30pg) 2022
Tobramicina CLSI EUCAST
(10uQ) TOB 12 2022 18 2022
Antagonistas
Trimetoprim-
sulfametoxazol SXT 10 CZ:(I)‘ZSZI 10 CZ:(I)‘ZSZI
(25p9)
Beta-lactamicos
Amoxicilina-
clavuléanico AMC 13 CZ:(I)‘ZSZI - -
(30p9)
Carbapenémicos
Doripenem CLSI
(10ug) DOR 19 2022 i i
. CLSI
Imipenem (10ug) | IMP 19 2022 - -
Meropenem CLSI
(10ug) MEM 19 2022 i i
Cefalosporinas I, Il, 11l 'y IV
Cefalotina (30ug) KF 14 CLSI - -
2015
. CLSI
Cefazolina (30png) | KZ 14 2022 - -
Cefepima (30ug) | FEP 18 CZ:(I)_ZSZI - -
Cefotaxima CLSI
(30ng) cTx 22 2022 i -
Cefoxitina (30pg) | FOX 14 CZ:(I)_ZSZI - -
Ceftazidima CLSI
(30ug) CAZ 17 2022 i -
Cefuroxima CLSI
(30pQ) CXM 14 2022 ) )

ICriterio para Neisseria gonorrhoeae.
2Criterio para Enterococcus spp.

Tabla 1. Antibi6ticos utilizados en el analisis fenotipico y diametro de los halos de

inhibicidn correspondientes segun los criterios de estandarizacion.
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Gram-negativas

Gram-positivas

Antibidtico Siglas | (Enterobacterales) Criterio (Staphilococcus) Criterio
Resistencia (< mm) Resistencia (< mm)
Fenicoles
Cloranfenicol CLSI CLSI
(30uQ) c 12 2022 12 2022
Fluoroguinolonas
Acido nalidixico CLSI
(30u9) NA 13 2022 i -
Ciprofloxacina CLSI CLSI
(5u0) cip 21 2022 15 2022
Levofloxacina CLSI CLSI
(5uQ9) LEV 16 2022 13 20222
Fosfomicinas
Fosfomicina-
trometamol FOT 12 (2:(I)_282I 12 CZ:(I)‘ZSZI
(200p9)
Glucopéptidos
Teicoplanina CLSI
(30u0) TEC i i 10 20222
Vancomicina CLSI
(30ug) VA J J 14 20222
Macroélidos
Clindamicina CLSI
(2ug) DA ] ] 14 2022
Eritromicina CLSI
(15u0) E i i 13 2022
Monobactamicos
Aztreonam CLSI
(30ug) ATM 17 2022 i -
Penicilinas
Ampicilina CLSI CLSI
(10ug) AMP 13 2022 16 2022
Piperacilina CLSI
(100ug) PRL 17 20223 ) )
. . EUCAST
Ticarcilina (75ug) | TIC 20 2022 - -
Tetraciclinas
Tetraciclina CLSI CLSI
(30uQ) TE 11 2022 14 2022

ICriterio para Neisseria gonorrhoeae.
2Criterio para Enterococcus spp.
3Criterio para Pseudomonas aeruginosa.

Tabla 1 (continuacidn). Antibioticos utilizados en el andlisis fenotipico y diametro de

los halos de inhibicion correspondientes segun los criterios de estandarizacion.

La Figura 13 muestra de forma esquematizada la metodologia seguida para la realizacion

del presente trabajo.
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Figura 13. Esquema de la metodologia desarrollada.



METODOLOGIA A. C. GONZALEZ ROMAN

Basandonos en los resultados obtenidos en el andlisis fenotipico del resistoma, y tras una
exhaustiva consulta de la bibliografia cientifica existente (Jian et al., 2021; Leite et al.,
2021; Li et al., 2013; Poomchuchit et al.,2021; Zhu et al., 2021; Zhuang et al., 2021;
Zurfluh et al., 2020), se ha realizado una estimacion de los genes de resistencia probables

que han podido causar los fenotipos de resistencia detectados en el bioma.

De acuerdo con datos publicados previamente, los genes de resistencia son responsables
de numerosos mecanismos, generalmente enzimaticos, que inactivan simultaneamente un
grupo de antibidticos con una estructura similar. Cada uno de estos genes se manifiesta
en un perfil de resistencia a los antibioticos. Por tanto, en sentido contrario, el perfil de
resistencias permite plantear hipotesis sobre la presencia de un gen determinado. De esta
manera, se ha tratado de indicar la probabilidad de la presencia de genes de resistencia,
aunque para confirmarlo con certeza seria necesaria la realizacion de un estudio

genémico.

Para el analisis estadistico, toda la informacion obtenida se ha introducido en una base de
datos y ha sido procesada utilizando el programa SPSS para Windows (version 28). Este
analisis ha consistido en un estudio descriptivo, incluyendo media y desviacion estandar,
y un estudio analitico en el que se han realizado pruebas de andlisis de la varianza
(ANOVA) y de comparacion de medias independientes (t-test), con el fin de comprobar
si las diferencias entre las distintas muestras eran significativas (p<0.05). Los gréaficos

han sido generados en Microsoft Excel.

~ A4~
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5.1. Cribado de cepas resistentes.

Como se ha comentado en la metodologia, en el cribado de resistencias se han
determinado los porcentajes de BAH resistentes a cada uno de los ocho antibidticos que
se habian afiadido al medio de cultivo realizando la comparacion del recuento obtenido
en las placas con antibiotico y del recuento obtenido en las placas control sin antibiético.
La Figura 14 muestra el valor medio del porcentaje de cepas resistentes a cada antibidtico.
Como valor medio total se ha obtenido que el 12.9% de las BAH presentes en las diversas
muestras presentaban alguna resistencia a los antibiéticos utilizados en el procedimiento
de cribado. Considerando cada antibiético de manera individual, los porcentajes mas
bajos de BAH resistentes se han observado en las placas con cloranfenicol (2.7%) y
gentamicina (2.9%), mientras que el mayor porcentaje se ha obtenido en las placas que
contenian eritromicina (33.4%), seguidas por las de vancomicina (27.0%).
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Figura 14. Porcentaje de cepas resistentes a los antibidticos utilizados en el cribado de

las muestras ambientales.

Asimismo, se ha analizado la frecuencia de cepas resistentes segun la procedencia de las
muestras. Como se puede observar en la Figura 15, las diferencias entre los distintos

ambientes estudiados son significativas (ANOVA: p<0.001). En este caso, el porcentaje



- A. C. GONZALEZ ROMAN

mas alto de cepas resistentes se observd en las muestras de aguas residuales (32.3% de

las cepas), mientras que el mas bajo fue hallado en las muestras de suelo natural (3.6%).
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ANOVA: p<0.001
Figura 15. Porcentaje de cepas resistentes a los antibidticos utilizados en el cribado

segun la procedencia de las muestras ambientales.

Tal y como se detalla en el apartado 2.1, las muestras de alimentos se han dividido en dos
grupos: frutas/hortalizas y carnes. La Figura 16 muestra la comparacion de los porcentajes
de BAH resistentes entre ambos grupos. Para analizar las diferencias entre las
frutas/hortalizas y las carnes, se ha realizado un test de comparacion de medias
independientes en el que se han podido observar diferencias significativas en los
porcentajes de cepas resistentes para los antibidticos ampicilina, tetraciclina, eritromicina,
cloranfenicol y vancomicina. La diferencia del total de cepas resistentes también es
significativa. Como se puede apreciar, en el grupo frutas/hortalizas el mayor porcentaje
de cepas son resistentes a la vancomicina, la eritromicina y la ampicilina; en cambio, en

las muestras de carne predominaron las resistencias a la tetraciclina.
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Valor de p en el test de comparacion de medias: ampicilina, p=0.013; kanamicina, p=0.288;
tetraciclina, p=0.009; ciprofloxacina, p=0.255; eritromicina, p=0.002; gentamicina, p=0.491;
cloranfenicol, p=0.037; vancomicina, p<0.001; total, p=0.006.

Figura 16. Porcentaje de cepas resistentes a los antibidticos utilizados en el cribado en

las muestras de alimentos.

El analisis estadistico de la distribucion de las cepas resistentes a cada antibidtico en
funcion de la procedencia de las muestras mediante el test ANOVA, Unicamente ha
mostrado diferencias significativas para ampicilina (p=0.001), eritromicina (p<0.001),
cloranfenicol (p=0.004) y vancomicina (p<0.001). Como se muestra en la Figura 17, los
niveles mas altos de resistencia se obtuvieron para la eritromicina y la vancomicina de
todos los tipos de muestra, lo que coincide con el analisis global previamente expuesto
(Figura 14). También se puede observar que las muestras de aguas residuales
manifestaron, con diferencia, los porcentajes de BAH resistentes mas altos frente a todos
los antibidticos, a excepcion del cloranfenicol, en cuyo caso destacé el crecimiento de
BAH en las muestras de instalaciones ganaderas. Asimismo, se puede apreciar que,
aunque en la mayoria de muestras predominara la resistencia a la eritromicina, en las
muestras de alimentos y de suelo natural las mayores frecuencias de resistencia se

manifestaron en presencia de vancomicina.
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Figura 17. Porcentaje de cepas resistentes a los antibidticos estadisticamente
significativos en el test ANOVA segun la procedencia de las muestras ambientales.
Unicamente se muestran los resultados de los antibidticos que han mostrado diferencias
significativas: ampicilina (p=0.001), eritromicina (p<0.001), cloranfenicol (p=0.004) y

vancomicina (p<0.001).

El analisis del resistoma se ha realizado sobre 710 cepas de BAH aisladas de las placas
de cultivo con antibidtico utilizadas en el cribado, tal y como se indica en la metodologia.
Este andlisis ha consistido en la determinacion de los porcentajes de resistencia frente a
los 32 antibioticos presentados en la Tabla 1, diferenciandolos segln el grupo antibiético

al que pertenecen.

La resistencia a los aminoglucosidos fue detectada en un gran nimero de cepas (Figura
18), siendo la tobramicina el antibiotico de este grupo que presentd el mayor nivel de
resistencias. A nivel global, el 48.5% de las cepas bacterianas estudiadas mostrd
resistencia a la tobramicina, incrementandose hasta alcanzar el 70.9% en las cepas
procedentes de muestras de aguas residuales. La estreptomicina también presentd niveles
elevados de cepas resistentes en aguas residuales (68.6%), suelo de cultivo (61.2%) y

residuos solidos (57.3%). Los menores porcentajes de BAH resistentes se obtuvieron en
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las muestras de suelo natural, con un valor maximo de 26.3% para la tobramicina y un
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N=710; Chi cuadrado: p<0.001 para todos los antibidticos.

Figura 18. Distribucion de las resistencias a antibidticos aminoglucdésidos en las cepas

de BAH aisladas de los cultivos de la prueba de cribado.

Varios antibidticos representados en la Figura 19 también presentaron un elevado
porcentaje de BAH resistentes. El 40.7% del total de cepas aisladas resultaron resistentes
al trimetoprim/sulfametoxazol, alcanzando el 50.0% en las muestras de aguas residuales
y el 44.1% en las muestras de suelo natural. Los mayores porcentajes de BAH resistentes
a fosfomicina trometamol se obtuvieron en las muestras de suelo de cultivo (47.8%) vy las
de suelo natural (33.9%). Con respecto a la tetraciclina, los niveles méas bajos de
resistencia se detectaron en las muestras de suelo natural (3.4%) y los mas altos en las de

aguas residuales (53.5%) e instalaciones ganaderas (42.3%).
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Figura 19. Distribucion de las resistencias a varios antibioticos en las cepas de BAH
aisladas de los cultivos de la prueba de cribado.

Para el grupo de antibioticos beta-lactamicos y carbapenémicos (Figura 20), el mayor
numero de BAH resistentes se encontr0 en las muestras de suelo de cultivo:
amoxicilina/clavulanico, 57.6%; doripenem, 43.3%; imipenem, 32.8%; y meropenem,
38.8%. Cabe destacar el porcentaje tan alto de BAH resistentes a la

amoxicilina/clavulanico en las muestras de suelo natural (40.7%).
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Figura 20. Distribucidon de las resistencias a antibidticos beta-lactdmicos y

carbapenémicos en las cepas de BAH aisladas de los cultivos de la prueba de cribado.

Las resistencias a las penicilinas resultaron ser muy abundantes (Figura 21). Los valores
maximos se observaron para la ticarcilina (79.1%) y la ampicilina (77.6%) en las muestras
de suelo de cultivo, y para la piperacilina (68.6%) en las muestras de aguas residuales. En
este grupo antibiético, también destaco el elevado porcentaje de resistencias encontrado
en las muestras de suelo natural, en las cuales se obtuvieron datos del 55.9% para la

ampicilina y del 57.3% para la ticarcilina.
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Figura 21. Distribucion de las resistencias a antibiéticos penicilinas en las cepas de

BAH aisladas de los cultivos de la prueba de cribado.

Respecto al grupo de las cefalosporinas, se obtuvieron valores de resistencia
preocupantemente elevados en todos los compartimentos ambientales (Figura 22). Entre
los datos méas sobresalientes, se pueden indicar los porcentajes de BAH resistentes
obtenidos en las muestras de suelo de cultivo: cefalotina, 82.1%; cefazolinay cefotaxima,
73.1%.
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Figura 22. Distribucién de las resistencias a antibidticos cefalosporinas en las cepas de

BAH aisladas de los cultivos de la prueba de cribado.

En los monobactdmicos, el aztreonam mostrd elevados niveles de resistencia con una
amplia distribucion, superando el 70.0% en las muestras de aire, superficies y suelo, tanto
de cultivo como natural (Figura 23). En cambio, en el grupo de los fenicoles, el
cloranfenicol presentd menores niveles de resistencia, siendo el valor més elevado un

41.8% de cepas resistentes en las muestras de suelo de cultivo.
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Figura 23. Distribucion de las resistencias a antibidticos fenicoles y monobactdmicos

en las cepas de BAH aisladas de los cultivos de la prueba de cribado.

En relacion al grupo de las quinolonas y fluoroquinolonas (Figura 24), destaco el elevado
nivel de BAH resistentes al acido nalidixico en todos los compartimentos ambientales
analizados. Considerando el total de cepas estudiadas, los resultados revelaron que el
52.3% eran resistentes a este antibidtico, presentando porcentajes superiores al 60.0% de
resistencias en las muestras de aire y superficies. Ademas, cabe destacar el dato de 47.5%
de BAH resistentes en las muestras de suelo natural. Para el resto de antibioticos de este
grupo se detectaron menores niveles de resistencia, encontrdndose los valores més altos
en las muestras de aguas residuales, con un 36.1% de resistencias a la ciprofloxacina y un

27.9% a la levofloxacina.
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Figura 24. Distribucién de las resistencias a antibidticos quinolonas y fluoroquinolonas

en las cepas de BAH aisladas de los cultivos de la prueba de cribado.

En el grupo de los glucopéptidos y en el de los macrélidos también se encontraron niveles
muy elevados de resistencia (Figura 25). Considerando los glucopéptidos, las muestras
de aguas residuales manifestaron porcentajes del 80.2% de BAH resistentes a la
teicoplanina y del 81.4% a la vancomicina. Asimismo, destacan los niveles de resistencia
alcanzados en las muestras de alimentos y de suelo natural. En el caso de los macrdlidos,
el 97.7% de las cepas aisladas de las muestras de aguas residuales resultaron ser
resistentes a la clindamicina, asi como el 84.9% de las cepas procedentes de alimentos y
el 78.0% de las cepas de suelo natural. En cuanto a la eritromicina, el valor mas destacable

es un 87.2% de resistencias detectadas en las muestras de aguas residuales.
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Figura 25. Distribucion de las resistencias a antibidticos glucopéptidos y macrolidos en

las cepas de BAH aisladas de los cultivos de la prueba de cribado.

5.2.1. Genes de resistencia probables.

A partir del perfil fenotipico de resistencias a los antibiéticos, hemos podido estimar, con
elevada probabilidad, los posibles genes de resistencia que podrian estar presentes en las
cepas aisladas y ser la causa del fenotipo de resistencias obtenido. Con este propdsito,
tras una extensa consulta de la bibliografia cientifica existente, se han seleccionado los

genes de resistencia que se muestran en la Tabla 2.
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Genes Perfil fenotipico de resistencias

Referencias

bla Penicilinas, B-lactamicos, cefalosporinas,

carbapenémicos y monobactamicos

gnr/ogx Quinolonas y fluoroquinolonas
aac/ant Aminoglucésidos

str Estreptomicina
sul/dfr Sulfonamidas

flo Cloranfenicol

fos Fosfomicina

van Glucopéptidos

erm Macrdlidos

tet Tetraciclinas

Jian et al., 2021; Zhu et al., 2021; Zhuang et al., 2021

Jian et al., 2021; Poomchuchit et al.,2021; Zhu et al., 2021
Jian et al., 2021
Zhu etal., 2021
Jian et al., 2021; Zhu et al., 2021; Zhuang et al., 2021
Jian et al., 2021; Li et al., 2013
Leite et al., 2021; Zurfluh et al., 2020
Jian et al., 2021; Zhuang et al., 2021
Jian et al., 2021; Zhu et al., 2021

Jian et al., 2021; Zhu et al., 2021; Zhuang et al., 2021

Tabla 2. Perfil fenotipico de resistencia a los antibidticos de los genes de resistencia

considerados para el estudio.

Mediante este procedimiento, podemos sefialar la enorme presencia del gen bla, pues

podria estar presente en el 100.0% de las cepas aisladas de las muestras de suelo de cultivo

y en el 90.1% del total de BAH aisladas del conjunto de compartimentos ambientales

estudiados (Tabla 3). Los genes van y erm también serian muy frecuentes, con valores

porcentuales maximos en las muestras de aguas residuales. Los genes aac y ant, que

codifican los enzimas inactivantes aminoglucésido acetiltransferasa y aminoglucésido

nucleotidiltransferasa respectivamente, serian mas abundantes en las muestras de aguas

residuales (83.7%), residuos solidos (77.4%) y suelo de cultivo (77.6%). En las muestras

de suelo natural, los genes probables mas frecuentes serian bla (88.1%), van (78.0%) y

erm (79.7%).
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bla gnr/ogx aac/ant str sul/dfr flo fos van erm tet
Aire 92.13 66.14 70.87 4567 4016 2283 2283 4094 8110 37.01
Superficies 95.92 65.31 48.98 26.53 2041  18.37 18.37 28.57  83.67 16.33
Alimentos 93.65 36.51 50.00 3333 3651 1349 3175 80.95 86.51 16.67
Aguas residuales 87.21 59.30 83.72 68.60 50.00 23.26 6.98 8140 98.84 53.49
Residuos sélidos 79.03 55.65 77.42 57.26 44.35 19.35 18.55 67.74 85.48 31.45
Suelo de cultivo 100.00  53.73 77.61 61.19 3582 41.79  47.76 76.12  86.57 20.90
Inst. ganaderas 91.55 46.48 69.01 52.11 46.48 19.72 29.58 69.01 88.73 42.25
Suelo natural 88.14 47.46 32.20 1356 4407 3051 33.90 77.97  79.66 3.39
Total 90.13 53.46 65.59 46.40 40.62 2243  25.39 66.01  86.32 29.20
Chi cuadrado <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.04 0.001 <0.001 <0.001 0.016 <0.001

Tabla 3. Porcentaje probable de cepas portadoras de genes de resistencia a los

antibidticos segun se deduce en el perfil fenotipico.

No obstante, cabe destacar que la gran mayoria de cepas aisladas no presentan un Gnico

gen de resistencia, sino que portan una gran carga de genes de resistencia que les confiere

multirresistencia. De las 710 bacterias aisladas, solo 3 serian portadoras de un solo gen:

aac/ant, van y bla, respectivamente; el resto contendrian un amplio y variado nimero de

genes de resistencia en su genotipo (Tabla 4), los cuales se combinan de forma diversa

conformando el resistoma ambiental (dado que las combinaciones genéticas potenciales

son muy diversas, Unicamente se han incluido las de mayor significacion por su

frecuencia en el microbioma o por el gran nimero de genes que podrian estar presentes

en una misma cepa).
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Genes presentes en una misma cepa Numero de cepas
bla van erm 51
bla aac/ant str van erm 28
bla aac/ant str sul/dfr van erm 22
bla sul dfr van erm 19
bla gnr/ogx aac/ant str sul/dfr flo van erm tet 19
bla aac/ant van erm 19
bla gnr/ogx aac/ant str erm tet 18
bla gnr/ogx sul/dfr flo van erm 16
bla gnr/ogx aac/ant str sul/dfr erm tet 16
bla aac/ant str sul/dfr van erm tet 16
bla gnr/ogx aac/ant str sul/dfr van erm tet 12
bla gnr/ogx aac/ant str sul/dfr van erm 12
bla gnr/ogx aac/ant str sul/dfr flo van erm 8
bla gnr/ogx aac/ant str sul/dfr flo erm tet 7
bla gnr/ogx aac/ant str sul/dfr fos van erm tet 4
bla gnr/ogx aac/ant str sul/dfr flo fos van erm 3

Tabla 4. Perfiles genéticos potenciales mas frecuentes o con mayor nimero de genes de

resistencia.

Como se puede observar, la combinacién bla van erm seria la mas frecuente, estando
presente en el 7.2% de las cepas. Otras combinaciones genéticas destacables por su
abundancia son bla aac/ant str van erm (3.9%), bla aac/ant str sul/dfr van erm (3.1%) o

bla gnr/ogx aac/ant str sul/dfr flo van erm tet (2.7%).



6. DISCUSION
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La diversidad genética en el resistoma es muy amplia y refleja miles de millones de afios
de evolucion de los microorganismos en estrecho contacto con moléculas toxicas de muy
diversos origenes, la mayoria producidas por ellos mismos para su defensa.
Efectivamente, el resistoma contiene genes de resistencia de productores de antibiéticos
y genes precursores que, bajo una presion selectiva apropiada, evolucionan para actuar
como elementos de resistencia. Por ende, tanto los antibioticos como los mecanismos de
resistencia han estado presentes en el medioambiente desde mucho antes de que los
antibioticos fueran descubiertos por el ser humano, aunque el empleo masivo de estos
medicamentos haya originado una presion de seleccion de bacterias resistentes (Canton,
2009). De hecho, se han encontrado genes de resistencia en la naturaleza no asociados a
productores de antibidticos, como gnr y blaCTX, que afectan a las quinolonas y a las
cefalosporinas de espectro extendido, respectivamente, que posiblemente se originaron
como consecuencia de la mutacion de genes existentes previamente (Canton, 2009); gnrA
en la bacteria marina Shewanella algae (Martinez, 2012) y blaCTX en el género Kluyvera
sp. (Finley et al., 2013).

La enorme variedad del resistoma representa una importante barrera para el uso habitual
de antibidticos en el tratamiento de las enfermedades transmisibles. Esto se debe a que
todos los antibidticos son susceptibles a la resistencia, dejando de ser efectivos para la
practica clinica, lo cual supone una gran amenaza para la medicina en los ultimos tiempos
y la necesidad de fabricacién continua de nuevos candidatos para el control de las
infecciones (Hobson, Chan & Wright, 2021). El enorme pool de elementos de resistencia
presente en las bacterias ambientales, acumulados durante milenios por el continuo
intercambio genético, proporciona una reserva profunda de nuevos elementos de
resistencia que pueden ser capturados y movilizados a bacterias patdgenas. Como se ha
comentado en la introduccién, la mayoria de los genes de resistencia que se encuentran
en patdgenos se adquieren mediante transferencia horizontal de genes a través de EGM,
como plasmidos. Diversos estudios han encontrado plasmidos bacterianos anteriores a la
era de los antibioticos que no contienen genes de resistencia, pero que, tras el amplio uso
de estos farmacos, se convirtieron rapidamente en vectores de genes de resistencia a
antibiéticos (Wright, 2010). Existen dos tipos de evidencias de que los pat6genos
humanos han adquirido genes de resistencia de bacterias ambientales: evidencia
filogenética mediante el andlisis de secuencias genéticas y evidencia epidemiologica

directa de lugares con saneamiento deficiente (Finley et al., 2013).
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Existe certeza de que la seleccion de resistencias en entornos contaminados por la
fabricacion de antibidticos es mayor que la de antibidticos excretados por humanos y
animales. En medios solidos o semisolidos, como sedimentos, suelos y lodos activados,
las concentraciones de bacterias resistentes y genes de resistencia suelen ser mucho mas
elevadas que en medios acuosos; aunque, generalmente, Unicamente una pequefa
fraccion es biodisponible. Los metales y biocidas antibacterianos pueden co-seleccionar
cepas resistentes a los antibioticos a través de la resistencia cruzada o co-resistencia. Sin
embargo, la evidencia sugiere que es la exposicion histérica a los antibioticos lo que ha
Ilevado a la actual concurrencia de genes de resistencia a metales y biocidas y genes de
resistencia a antibioticos situados en plasmidos, pues esta concurrencia esta restringida a
comunidades bacterianas que han sido moldeadas por fuertes presiones de seleccién de
antibidticos. Aun asi, metales y biocidas posiblemente tengan un papel importante en el
mantenimiento de cepas que han desarrollado co-resistencia previamente. Asimismo, la
contaminacion ambiental con bacterias fecales proporciona contacto fisico y, por lo tanto,
mayor oportunidad de intercambio genético entre las bacterias ambientales y las bacterias
del tracto intestinal humano y animal, ademés de que muchas de ellas portan EGM que

facilitan la adquisicion de genes y su transferencia a patégenos (Larsson & Flach, 2022).

Entre los afios 2000 y 2015, el consumo mundial de antibioticos aumentd un 65.0%
(Zhang et al., 2022a). Este excesivo uso de antibidticos a nivel mundial, ha obligado a
organizaciones como la OMS, Naciones Unidas y UE a tomar medidas para reducir y
restringir el uso antibiético en animales destinados al consumo humano y animales
domésticos de compafia. Sin embargo, estos controles pueden ser dificiles de
implementar, especialmente en paises en desarrollo como la India, donde existe una de
las tasas mas altas de enfermedades infecciosas del planeta, incluidas aquellas causadas
por bacterias multirresistentes. En estos paises existen distintos factores de riesgo que
contribuyen al aumento de la resistencia a los antibioticos: el control deficiente de la
regulacién de los antibidticos, la vigilancia insuficiente de la aparicidn de resistencias, el
uso inadecuado de los antibidticos en entornos clinicos y veterinarios y el control
inadecuado de la calidad de los antibidticos suministrados. Ademas, en estos paises suele
haber una mayor accesibilidad a estos medicamentos para la poblacion general y una gran
desinformacidn sobre su correcta utilizacién. Por el contrario, en los paises desarrollados,

los factores principales de riesgo incluyen el uso excesivo de antibioticos en la agricultura



DISCUSION A. C. GONZALEZ ROMAN

y la ganaderia y la prescripcion excesiva en entornos clinicos (Tang, Millar & Moore,
2023).

La resistencia a los antibioticos se expresa en un fenotipo que puede ser determinado
estudiando la inhibicién del crecimiento microbiol6gico en ensayos realizados por medio
del método de difusion en disco o la inhibicién mediante la CMI en medio liquido, y se
interpreta como cepa sensible o resistente a un determinado antibidtico. Los métodos
fenotipicos de deteccidn de resistencias son, por lo general, faciles de ejecutar, interpretar
e implementar en la rutina de laboratorio, a la vez que aportan informacién de gran
relevancia (Hartinger et al., 2021; Papajova et al., 2022; Selvarajan el al., 2023). Por este

motivo, este método ha sido seleccionado para la realizacion de la presente investigacion.

Este estudio se ha llevado a cabo en un medioambiente periurbano, extrapolable a otros
ecosistemas con caracteristicas similares. Para realizarlo, hemos diferenciado entre
distintos nichos ecoldgicos o compartimentos (aire, superficies, alimentos, agua residual,
residuos solidos, instalaciones ganaderas, suelo de cultivo y suelo natural), para poder
comparar los fenotipos de resistencia que se expresan en cada uno de ellos y, de esta
forma, poder deducir el resistoma ambiental. Hay que tener en cuenta que no se trata de
compartimentos cerrados, sino que entre ellos existe un intercambio de mecanismos de
resistencia, que en su conjunto definen el resistoma del ecosistema considerado. Ademas,
el estudio se ha llevado a cabo con BAH por ser el grupo mas representativo y con mayor
capacidad de intercambio genético, ya que las bacterias anaerobias poseen una mayor
limitacion.

Por tanto, en este trabajo se ha pretendido conseguir dos aspectos fundamentales del
resistoma. En primer lugar, la cuantificacion de los porcentajes de BAH resistentes en
comparacion con el total de BAH que se desarrollaron en el ecosistema analizado,
teniendo en consideracion los diferentes compartimentos, mediante una prueba de
cribado. En segundo lugar, el analisis y la cuantificacion del fenotipo de resistencia a 32
antibidticos de distinta naturaleza, en un amplio nimero de cepas bacterianas (n=710)
aisladas al azar de las placas de cultivo analizadas en la prueba de cribado. Finalmente, a
partir de los datos de multirresistencia fenotipica, de acuerdo con los datos aportados por
la literatura cientifica existente, se han estimado los genes de resistencia potenciales que

podrian ser causa del perfil fenotipico resultante.
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Los resultados de la prueba de cribado muestran un microbioma con un elevado
porcentaje de resistencias, especialmente a eritromicina y vancomicina. Asimismo, se
puede observar un importante porcentaje de bacterias resistentes en la cuantificacion de
resistencias en los diferentes nichos ecoldgicos del ecosistema periurbano, siendo las
aguas residuales el nicho ecoldgico donde el crecimiento de BAH resistentes ha sido
mayor, seguido de las instalaciones ganaderas, los alimentos y los residuos sélidos. Todos
ellos son medios en los que habitualmente hay presencia de residuos antibioticos, metales
pesados y biocidas, y una elevada proliferacion microbiologica, lo cual favorece el
intercambio de material genético (Anthony et al., 2020; Kunhikannan et al., 2021;
Uluseker et al., 2021).

Nuestros resultados muestran que los genes bla, aac/ant, van y erm (que causan
resistencia a penicilinas, betalactamicos, cefalosporinas, carbapenémicos Yy
monobactamicos, el primero de ellos, y a aminoglucoésidos, glucopéptidos y macrélidos,
respectivamente, los tres restantes) aparecen con mayor frecuencia en el total de las cepas,
lo que coincide con el gran consumo de antibi6ticos betalactamicos y aminoglucdsidos
desde hace tiempo y, mas recientemente, con el consumo de glucopéptidos (vancomicina)
y macroélidos (eritromicina). Ademas, estos mismos genes se encuentran ampliamente
distribuidos por todos los compartimentos ambientales, especialmente en las aguas

residuales, los residuos sélidos y los suelos agricolas.

Es necesario destacar que, muy frecuentemente, las bacterias albergan varios genes de
resistencia en su genoma, como se ha podido observar en nuestros resultados. Es el caso
del genotipo bla van erm, el més frecuente encontrado, 0 genotipos tan extensos como
bla gnr/ogx aac/ant str sul/dfr flo van erm tet. Este acontecimiento tiene una enorme
transcendencia, pues implica que la utilizacién de un Gnico antibidtico puede seleccionar
una cepa de resistencia multigénica, lo cual conducira a la resistencia a maultiples
antibidticos (Yang & Grossart, 2024). Los EGM también pueden incluir genes de
resistencia para mas de un antibiotico, haciendo que un mismo gen pueda ser seleccionado
para una amplia gama de antibioticos. Al mismo tiempo, estos EGM pueden contener un
gen de resistencia para un desinfectante o un metal, seleccionando ain mas la resistencia

a los antibidticos (Karkman et al., 2018).
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Las muestras de instalaciones ganaderas ocupan el segundo lugar de mayor porcentaje de
cepas resistentes a los antibioticos utilizados en la prueba de cribado. Zhao et al. (2021)
coinciden en que la dispersion de bacterias y genes de resistencia a los antibioticos desde
puntos criticos como las instalaciones ganaderas, es el contribuyente mas significativo
para la diseminacién ambiental de genes de resistencia. Una de las causas de la amplia
distribucion de resistencias en este medio se debe a que los animales absorben o
metabolizan tan solo una pequefia proporcion de los antibidticos que se les administran,
y alrededor del 58.0% de ellos se excretan en las heces y la orina animal al medioambiente
(Xie, Shen & Zhao, 2018). Una revision mencionada de Zhao et al. (2021) expone que el
74.0% de los estudios analizados proporciona evidencias de la transferencia de
resistencias a los antibidticos desde los animales destinados al consumo hasta los
humanos; fundamentalmente, mediante la exposicion directa por parte de los granjeros,
veterinarios, trabajadores de mataderos y manipuladores de alimentos procedentes de
animales, la cadena alimentaria y la aplicacion de estiércol en los suelos para mejorar el

crecimiento de los cultivos agricolas.

Aunque en la prueba de cribado el porcentaje méas elevado de resistencia se detect6 frente
a la eritromicina, este medio alcanz6 los mayores porcentajes de cepas resistentes al
cloranfenicol (a pesar de estar prohibido en la UE desde 1994 por sus efectos adversos).
Esta resistencia se puede producir por tres mecanismos principales: cloranfenicol
acetiltransferasas, exportacion de cloranfenicol mediada por transportadores de multiples
farmacos o transportadores especificos y mediante la metilasa de RNA ribosémico
(rRNA) mediada por el gen cfr. Li et al. (2013) realizaron un estudio sobre los riesgos
potenciales de transferencia de genes de resistencia al cloranfenicol en granjas de engorde
de cerdos y su entorno y, en sus analisis, detectaron genes de resistencia al cloranfenicol
como floR, cfr, ... ademas de cmlA, fexA y fexB, tanto en las aguas residuales originadas
en estas instalaciones como en los suelos agricolas que se regaban con dichas aguas. Por
lo tanto, coincidiendo con nuestros datos, este estudio valora las granjas de cerdos como
fuente de contaminacion de genes de resistencia al cloranfenicol a través del uso de
residuos en campos agricolas, asi como por su liberacion a rios naturales (aunque las

concentraciones de residuos de cloranfenicol en el ambiente sean bajas).



DISCUSION A. C. GONZALEZ ROMAN

Por otra parte, en nuestros resultados cabe destacar un 42.3% de BAH resistentes a la
tetraciclina, un 46.5% al trimetoprim/sulfametoxazol y un 57.8% al aztreonam. No
obstante, glucopéptidos y macrdlidos mostraron las resistencias mas elevadas en este
nicho ecoldgico, resaltando un 70.4% a la vancomicina y un 84.5% a la clindamicina.
Estos porcentajes coinciden con los antibi6ticos mas utilizados en las instalaciones
ganaderas a nivel mundial: tetraciclinas, penicilinas, betalactamicos, macrolidos,
sulfonamidas y aminoglucosidos; y en menor concentracion, cefalosporinas,

lincosamidas, fenicoles y fluoroquinolonas (Cameron & McAllister, 2016).

La OMS ha declarado que los aminoglucdésidos, tetraciclinas, quinolonas, macrolidos y
carbapenémicos son grupos de antibidticos criticos para el tratamiento de enfermedades
infecciosas resistentes potencialmente mortales en humanos y, por tanto, su uso en
ganaderia debe estar muy controlado (Zhao et al., 2021). No obstante, como se ha podido
observar en nuestros resultados, los niveles de resistencia a estos grupos de antibioticos
son muy elevados. A pesar de las advertencias expuestas por esta organizacién, un equipo
de investigacion espafiol que Ilevo a cabo un estudio transversal desde 2009 hasta 2018
en el que aislaron microorganismos SARM de 300 muestras recogidas en 15 granjas de
cerdos de Tenerife (Espafia), pudo observar que, desde el comienzo del estudio, las
resistencias a gentamicina, tobramicina, trimetoprim/sulfametoxazol, clindamicina,
fosfomicina y tigeciclina habian sufrido un aumento considerable en las cepas estudiadas
(Abreu et al., 2019).

Algunos antibioticos, como la amikacina o el acido nalidixico, si han sido aprobados para
su uso veterinario, aunque el empleo de estos antibiéticos en animales puede aumentar la
posibilidad de aparicion de patdgenos humanos resistentes (Zhao et al., 2021). En efecto,
en nuestros analisis, casi la mitad de las cepas procedentes de granjas animales mostraron

resistencia a ambos antibioticos (40.9% a la amikacina y 42.3% al acido nalidixico).

Al igual que en nuestros resultados, en la mayoria de estudios revisados, la tetraciclina
supone un porcentaje importante de la resistencia a los antibiéticos detectada en este
ecosistema (Bassitta et al., 2022; Ma, McAllister & Guan, 2021; Mencia-Ares et al.,
2020). Ya desde los inicios de uso de la tetraciclina en los afios cuarenta se observaron
resistencias a este antibidtico. Aun asi, estos farmacos siguen siendo muy utilizados para
tratar multitud de infecciones, tanto humanas como veterinarias, e incluso, para la

proteccién de cultivos. (Markley & Wencewicz, 2018).
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Ma, McAllister & Guan (2021) realizaron una revision sobre el resistoma presente en el
tracto digestivo de animales destinados a la produccion de alimentos y, en la mayor parte
de los estudios, también predominaron las resistencias a la tetraciclina. En uno de los
estudios considerados sobre ganado porcino determinaron que los genes de resistencia
més abundantes en las heces de los cerdos fueron tetW, tetQ, tet44, tet37 y tet40, todos
implicados en la resistencia a la tetraciclina (Joyce et al., 2019). En la industria avicola,
la tetraciclina supone las dos terceras partes de los antibioticos suministrados en este
sector en Estados Unidos, mientras que en la UE actualmente solo alcanza el 37.0%. Aun
asi, en un estudio realizado con 178 muestras de heces de pollos recolectadas en 9 paises
europeos expusieron que la tetraciclina y los macrdlidos representaban la mayoria del
resistoma (Ma et al., 2016). En otra investigacion incluida en esta revision, determinaron
que, tras la resistencia a la tetraciclina, los aminoglucésidos y los macrdlidos fueron los

grupos de antibidticos predominantes (Hu et al., 2020).

En Espafia, un estudio realizado por Mencia-Ares et al. (2020) también destacd las
resistencias a la tetraciclina y los betalactdmicos mediante una investigacion del resistoma
de 38 granjas de cria porcina, distinguiendo entre sistemas de produccion intensiva y
extensiva. En sus anélisis, las resistencias halladas fueron significativamente mas
abundantes en las muestras fecales de las granjas intensivas en comparacion con las de
cria extensiva, ademas de poseer una menor diversidad. Los genes predominantes fueron

tetQ, tetW, tet32 y tetO en las muestras de heces y tetM y tet36 en los purines.

Todos estos estudios contradicen ligeramente los resultados obtenidos en nuestros analisis
pues, aunque los niveles de resistencia a la tetraciclina fueron elevados, la resistencia a
los macrélidos predomind con casi un 85.0% de resistencias a la clindamicina.
Igualmente, al comparar estos resultados con nuestras estimaciones, podemos observar
que, aunque el gen tet se encontraria en el 42.3% de las cepas aisladas de las muestras de

instalaciones ganaderas, estaria lejos de ser el gen de resistencia mas abundante.

La cria porcina y las aves de corral son los principales sectores ganaderos de produccion
de carne y productos carnicos a nivel mundial. Osorio, Mezquita & Balcazar (2023)
realizaron una revision en la que llevaron a cabo una comparacion de estudios
metagenomicos entre el resistoma presente en las heces de distintos animales de
produccién alimentaria (aves de corral, cerdos y vacas) y observaron que las aves de

corral predominaron en abundancia de genes de resistencia totales, obteniendo valores de
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resistencia significativamente més altos que el resto de las especies estudiadas. Las heces
de aves manifestaron una mayor abundancia de genes de multirresistencia a multiples
farmacos, ademas de genes mcr-1, de resistencia a la polimixina, y de genes
pertenecientes a la familia de los betalactdmicos (blaPER, blaOXA, blaSHV y blaTEM),
fluoroquinolonas (mfd) y fosfomicina (fosB). No obstante, la resistencia a la tetraciclina
fue mas abundante en las demés especies que en las muestras avicolas. La abundancia de
genes bla coincide con las estimaciones realizadas en nuestros resultados, en los que se
ha calculado que este gen podria estar presente en el 91.6% de las cepas aisladas de
instalaciones ganaderas; sin embargo, en nuestro estudio, el gen fos tan solo se hallaria
en el 29.6% de estas cepas y los genes de resistencia a las quinolonas (en nuestro caso

gnr/ogx) en el 46.5%, difiriendo de las abundancias encontradas en el estudio comentado.

En el ganado bovino destinado a la produccidn de leche, las penicilinas, las cefalosporinas
y otros betalactdmicos son usados para prevenir y controlar la mastitis. En cambio, en el
ganado vacuno de produccion carnica son mas frecuentes antibioticos como la
clortetraciclina y la oxitetraciclina para tratar infecciones hepaticas, mientras que
macrdlidos y tetraciclinas se utilizan habitualmente para las infecciones respiratorias.
Aun asi, en las heces de los rumiantes, los genes de resistencia a la tetraciclina también
suelen ser los mas abundantes, seguidos de macrdlidos y aminoglucésidos (Ma,
McAllister & Guan, 2021). Un equipo de investigacion espafiol (Lopez-Catalina et al.,
2021) demuestra estos patrones de resistencia en sus andlisis del rumen de 416 vacas
procedentes de 14 granjas espaiiolas, en los que hallaron 998 genes de resistencia a
antibidticos, siendo el 57.0% de los genes pertenecientes al grupo de las tetraciclinas,
macrolidos y lincosamidas (destacando la elevada prevalencia de genes tetA, tetB, tetW
y tetQ), y el 43.0% restante al grupo de las fluoroquinolonas, cefalosporinas de tercera y
cuarta generacion, glucopéptidos y estreptograminas. Estos datos contrastan con nuestros
resultados, en los que la resistencia a los glucopéptidos (vancomicina y teicoplanina)
predomina sobre la resistencia a tetraciclina y el macrélido eritromicina; aunque, como
se ha expuesto anteriormente, la resistencia al macrélido clindamicina si destaco sobre

los demas antibioticos.

La reduccién del consumo antibidtico en la ganaderia mediante una mejor gestién del
ganado, una mayor higiene en los entornos agricolas y el uso de vacunas preventivas es
una de las principales actuaciones para mitigar la diseminacion de resistencias a los

antibidticos (Zhao et al., 2021). Por ello, en los ultimos afios, numerosos equipos de
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investigacion han tratado de conocer como varia el resistoma animal en ausencia de
antibioticos. Luiken et al. (2019) manifestaron que, a pesar de que un 38.0% de las 176
granjas avicolas investigadas (procedentes de distintos paises europeos) garantizaron no
haber utilizado antibioticos en el ganado de muestreo, la cantidad y diversidad de genes
de resistencia a los antibioticos solo se vio ligeramente reducida en comparacion con las
granjas que si habian utilizado estos farmacos. Asimismo, en China, se realizé un estudio
para determinar el resistoma en dos granjas avicolas en las que no se habian administrado
antibidticos en los ultimos cinco afios. En la primera granja, destinada a la puesta de
huevos, en cada muestra se detectaron entre 80 y 89 genes de resistencia a los antibioticos,
entre los que se encontraron genes de resistencia a los aminoglucésidos (aadA, aadAl,
aadAZ2 y strB), las sulfonamidas (sul2) y la tetraciclina (tetM, tetK y tetX). En la segunda,
destinada a la cria de pollos de engorde, se detectaron un total de 34 genes en mas del
80.0% de las muestras, siendo los mas abundantes el gen strB, de resistencia a los
aminoglucosidos, y los genes tetL, tetM y tetX, de resistencia a la tetraciclina, ademas de
los genes sul2, ermB, aadA y aadA2 (Liu et al., 2020). A pesar de no haber utilizado
antibidticos, los genes de resistencia detectados en ambas granjas coinciden con las
estimaciones realizadas en nuestras muestras, donde se calcul6 un porcentaje del 69.0%
de cepas probables portadoras de genes de resistencia aac/ant (asociados a la resistencia
a los aminoglucosidos), un 52.1% de genes str, un 46.5% de genes sul, un 88.7% de genes

ermy un 42.3% de genes tet (como ya se ha comentado).

Igualmente, Zhou et al. (2022) quisieron conocer en qué medida afectaba la
administracion de antibioticos al desarrollo de resistencias y, para ello, compararon
muestras de cerdos de crianza en ocho granjas chinas con jabalies salvajes que nunca
habian recibido tratamiento antibidtico y, al igual que en otros estudios mencionados, en
el andlisis general, el 71.4% de los genes conferian resistencia a tetraciclina,
aminoglucoésidos y macrolido-lincosamida-estreptogramina (MLS). No obstante, como
era de esperar, esta abundancia de genes de resistencia fue notablemente mayor en los
cerdos criados en granjas que en los jabalies. De forma similar, Wang et al. (2021)
realizaron un estudio en el que se comparo el resistoma fecal de ganado vacuno (tanto
lechero como destinado a la produccion de carne) con el de yaks salvajes, obteniendo un
total de 734 subtipos de genes de resistencia a los antibiéticos. Como resultado, el namero
de genes y su abundancia relativa fue menor en los yaks y, ademas, el tipo de genes

también era diferente, lo que indica una fuerte presion de seleccion del consumo de
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antibioticos. Mientras que, en el ganado vacuno para carne y leche, méas del 50.0% de los
genes otorgaban resistencia a las tetraciclinas y los betalactamicos, en los yaks
predominaron los genes de multirresistencia. Por consiguiente, aunque los animales no
estén sometidos a la exposicion de antibidticos, es preocupante observar como, aun asi,

contienen genes de resistencia a los antibioticos susceptibles de ser transferidos.

Los altos porcentajes de resistencia a tetraciclinas y betalactamicos en las muestras de
instalaciones ganaderas, coincide con los resultados publicados correspondientes a suelos
que han sido abonados con estiércol de animales de granja (Chen et al., 2019a; Osorio,
Mezquita & Balcazar, 2023; Qi et al., 2023; Xiong, Sun & Zeng, 2018), debido
principalmente a la presion de seleccidn del elevado consumo de estos antibioticos en
ganaderia. Considerando que el suelo de manera natural alberga diversos genes de
resistencia intrinsecos debido a la amplia diversidad microbiana y a la presencia de
microorganismos productores de antibidticos, la aplicacion de estiércol no solo favorece
la introduccidn de nuevos genes de resistencia a partir de la contaminacion fecal, sino que
también promueve la transferencia génica horizontal entre las bacterias resistentes del
suelo y las bacterias introducidas mediante el abono (Zhao et al., 2021). En efecto, Radu
et al. (2021) observaron que, al analizar heces y estiércol procedentes de cerdos, las
abundancias absolutas de los genes de resistencia sull, vanA, ermB y blaTEM-1
(estimados con elevada frecuencia en nuestras muestras de instalaciones ganaderas)
mostraron un aumento de 100 a 10000 veces desde la maduracion de las heces frescas
hasta la formacidn del estiércol.

Las investigaciones de Han et al. (2021) fueron més all, pues determinaron la resistencia
a los antibioticos en muestras de heces frescas, estiércol, suelo estercolado, suelo control
sin fertilizantes, agua residual cruda y agua residual tratada, de tres granjas intensivas de
cerdos en el norte de China e hicieron un seguimiento durante un afio para estudiar la
transferencia de genes de resistencia desde los desechos porcinos hasta los ambientes
receptores. Para ello, se analizé la presencia de genes de resistencia a seis clases de
antibioticos: sulfonamidas, tetraciclinas, quinolonas, macrolidos, betalactamicos y
colistina. A pesar de que los genes mas frecuentemente detectados (sull, sul2, tetO, tetQ
y tetW) no son los que mas abundarian en nuestras cepas, tanto los genes erm como bla
(blaOXA-1, blaTEM-1 y blaampC) alcanzaron tasas de deteccion superiores al 90.0%,
lo cual si coincide con los resultados obtenidos en el presente estudio. Como dato

complementario, se determiné que, en general, la diversidad de genes de resistencia en
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los desechos porcinos fue mayor en primavera y menor en invierno, lo cual puede deberse
al uso de antibioticos variable segun las distintas estaciones y a una mayor supervivencia
de las bacterias en el clima primaveral. Ademas, se confirmo la eficiencia del compostaje
natural y los tratamientos de las aguas residuales para la eliminacion de genes de
resistencia a la tetraciclina, pero no surtié el mismo efecto para los genes de resistencia a

las sulfonamidas y los betalactdmicos.

Tanto nuestros resultados, como los datos obtenidos por los estudios comentados en este
apartado, corroboran el enorme problema de resistencias asociado a las instalaciones
ganaderas. Por consiguiente, se puede sefialar que, junto con la regulacion de la
administracion de antibidticos en este sector, el control y adecuado tratamiento de los
desechos ganaderos se considera de vital importancia para lograr frenar la amplia

diseminacion de resistencias a los antibioticos.

En las muestras de alimentos analizadas en el presente trabajo, se ha observado que las
carnes presentaban una mayor frecuencia de cepas resistentes a la tetraciclina, antibiético
ampliamente utilizado en ganaderia como se ha indicado; mientras que, en frutas y
verduras, se han observado porcentajes muy elevados de resistencias a la vancomicina, la
eritromicina y la ampicilina, posiblemente por una mayor abundancia de bacterias gram-

negativas en los suelos de cultivo (Al-Kharousi et al., 2019).

En el andlisis del resistoma resalta que un 31.8% de las cepas eran resistentes a la
fosfomicina trometamol, un 24.6% a la amoxicilina/clavulanico, un 57.9% a la ampicilina
y un 64.3% a ticarcilina; ocupando el tercer lugar de mayor resistencia a estos antibidticos
entre los distintos medios analizados. El grupo de las cefalosporinas también ha obtenido
las resistencias mas elevadas en las muestras de alimentos, especialmente frente a la
cefalotina (61.9%) y la cefotaxima (57.1%). El dato de un 84.9% de cepas resistentes a la

clindamicina también es muy relevante.

Existe un gran nimero de investigaciones que demuestran la propagacion de resistencias
a traves de la contaminacion de la superficie de los alimentos (Akram, Imtiaz & ul Haq,
2023). Las verduras consumidas crudas pueden ser una ruta potencial de transmision de

bacterias resistentes y genes de resistencia a los antibioticos a los seres humanos. A través
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del suelo de cultivo, los microorganismos resistentes pueden ingresar en el microbioma
de la planta colonizando tanto las raices como las partes aéreas. Asimismo, el resistoma
de los vegetales se puede ver influenciado por varios factores como el tipo de verdura, el
suelo en el que estén cultivados, el agua utilizada para el riego y los fertilizantes
empleados; pues el riego con aguas residuales, aunque estén previamente tratadas, v el
uso de abono organico, participan en la modificacion tanto del resistoma del suelo como
de la planta (Fernandez-Trapote et al., 2024; Gentile et al., 2024).

Al igual que nuestro trabajo, diversos estudios realizados en vegetales muestran la
abundancia y diversidad del resistoma en estos alimentos. Un ejemplo es el estudio
realizado por Yin et al. (2022), en el que se analizd la filosfera de seis tipos diferentes de
verduras (espinacas, dos variedades de lechuga, ajo, cilantro y amaranto). Considerando
el tipo de vegetal, la lechuga present6 la mayor abundancia de patdgenos potenciales y
genes de resistencia a antibioticos, mientras que la espinaca mostré la mayor diversidad;
en cambio, el ajo manifestd los resultados méas bajos tanto en abundancia como en
diversidad bacteriana y genética. En total, se hallaron 205 genes de resistencia, siendo los
mas abundantes los genes de resistencia a multiples farmacos, los aminoglucésidos, los
betalactamicos y los MLS. La abundante resistencia a macrélidos y betalactamicos
coincide con los resultados obtenidos en nuestras cepas de alimentos; sin embargo, en
nuestro caso, las resistencias a los aminoglucosidos no resultaron ser de las mas

destacables.

Por su parte, Al-Kharousi et al. (2019) analizaron la presencia de enterobacterias en frutas
y verduras frescas (banana, repollo, pimiento, zanahoria, pepino, détiles, lechuga, mango,
papaya, granada, rdbano, tomate y sandia) y las resistencias a los antibidticos que estas
bacterias presentaban. Los porcentajes de resistencia obtenidos en sus resultados,
ampicilina (66.0%), cefalotina (57.0%), amoxicilina/clavulanico (33.0%), cefoxitina
(31.0%), tetraciclina (9.0%), acido nalidixico (7.0%), trimetoprima (6.0%) y kanamicina
(5.0%) son similares a los porcentajes alcanzados en nuestros analisis, aunque nuestros
resultados muestran niveles de resistencia aun mas elevados. Al igual que en nuestro
estudio, estos investigadores también determinaron que un porcentaje considerable de las

cepas eran multirresistentes.

En un estudio realizado por Sun et al. (2021) evaluaron las resistencias a los antibioticos

en bacterias aisladas de cinco variedades de tomates frescos adquiridos en supermercados
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de China, tres de ellos tratados con fertilizantes organicos. Los tomates organicos
mostraron mas cantidad y diversidad tanto de genes como de EGM, destacando los genes
de resistencia a los aminoglucdésidos (strA y strB), el gen de resistencia a las sulfonamidas
sully el gen de resistencia a maltiples farmacos gacA1-01. En nuestros andlisis, también
se estimé que un 33.3% de las cepas aisladas de alimentos serian portadoras del gen str y
un 36.5% del gen sul; no obstante, estos genes no son los que mas abundarian en nuestras
cepas. Asimismo, en este estudio se encontraron diferencias significativas en funcion del
tipo de fertilizante utilizado, pues, mientras que en los tomates en los que se habia
utilizado fertilizante inorganico predominaron genes de resistenciaa MLS y vancomicina;
en los que se habia utilizado estiércol abundaron los genes de resistencia a
aminoglucoésidos,  sulfonamidas, cloranfenicol, betalactdmicos, tetraciclina y
multifarmacos, lo cual coincide con las resistencias a estos antibidticos encontradas en
nuestras muestras de instalaciones ganaderas, probablemente debido a la transferencia
genética desde el abono animal a los cultivos.

Seyoum et al. (2022) también investigaron los niveles de genes de resistencia en cultivos
de tomates regados con dos tipos de agua residual tratada (una con tratamiento secundario
y otra con tratamiento terciario) en comparacion con el riego con agua dulce.
Contrariamente a lo que se podria pensar, la superficie de los tomates presentd un
resistoma especifico no detectado ni en el agua ni en los suelos irrigados, con predominio
de los genes ermB, ermF y gnrS. Estos genes también se encontrarian en un elevado
porcentaje de nuestras cepas, siendo erm el segundo gen de resistencia (después de bla)
que estaria presente con mayor frecuencia en las muestras de alimentos, con una
estimacion del 86.5%. Ademas de los genes mencionados, en sus analisis se detecto
abundancia relativa de los genes intl1, sull, tetW y blaCTX-M32 en la superficie de los
tomates, pero no se encontraron diferencias significativas entre los tomates regados con

agua dulce y agua tratada.

La lechuga es de los cultivos vegetales que mas se asocia a la transmision de resistencias
a los antibioticos por sus altas concentraciones de genes de resistencia y porque,
generalmente, se consume cruda. Por ello, existen numerosos estudios que investigan el
resistoma de esta verdura. Por ejemplo, Wind et al. (2021) analizaron el efecto de la
aplicacion de estiércol procedentes de vacas lecheras (distinguiendo en si se les habia
suministrado antibioticos o no), tanto crudo como compostado, a suelos en los que se

habian cultivado lechugas. Sus analisis mostraron que la superficie de las hojas de lechuga
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cultivadas con el abono organico manifest6 las mayores abundancias relativas de genes
de resistencia, compartiendo 55 subtipos de genes de resistencia a los antibioticos con el
estiércol utilizado. Estos resultados demuestran que los genes de resistencia originados
en el estiércol se podian transmitir a las superficies de los cultivos. En todos los casos,
los niveles de abundancia relativa de genes de resistencia de las superficies de lechuga
fueron hasta 50.0% superior que en los suelos en los que se cultivaron. Ademas, en el
total de muestras, de los 854 genes de resistencia aislados, 123 resultaron ser clinicamente
relevantes, principalmente blaCARB-14, blaOXA-322 y vanA, lo cual coincide con los
elevados porcentajes de cepas que portarian genes bla (93.7%) y van (81.0%) en nuestras

muestras de alimentos.

La carne es el segundo grupo de alimentos analizados en el presente estudio. Otros
estudios han investigado las resistencias a los antibidticos en la carne con resultados
similares a los obtenidos en este trabajo. Un ejemplo es el estudio de Lowe et al. (2024),
en el que se analizo carne de cerdo cruda procedente de 11 establecimientos minoristas
de Sudafrica y se encontrd una gran prevalencia de genes de resistencia a la tetraciclina,
los betalactdmicos y los multifarmacos; aunque en nuestro caso, aun estimando su
presencia en el 16.7% de las cepas aisladas en alimentos, los genes tet serian de los menos

abundantes.

Por su parte, Doster et al. (2020) analizaron muestras de carne picada comprada en
supermercados minoristas en Colorado (Estados Unidos), distinguiendo entre aquellas
etiquetadas como provenientes de sistemas de produccion convencional y aquellas criadas
sin antibiodticos. Contrariamente a lo esperado, no encontraron diferencias significativas
entre los productos de ganado criado sin antibi6ticos frente a aquellos que si habian sido
expuestos. En los analisis genéticos, al contrario que en nuestros resultados, la presencia
de genes de resistencia a la tetraciclina fue predominante en todas las muestras,
constituyendo el 91.8% de los resultados. Ademas, se obtuvo un 3.4% de genes de
resistencia a MLS, un 2.3% a multifarmacos y un 1.4% a betalactdmicos. Estos datos
difieren de los elevados porcentajes de resistencia a macrolidos y betalactdmicos hallados

en nuestro estudio.

La carne proporciona un entorno con un alto contenido de agua y nutrientes que puede
servir de reservorio de diversos microorganismos. Etapas de procesamiento como el

desollado o la evisceracién de los animales de produccion de carne son muy susceptibles
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de colonizacion microbiana, fundamentalmente de contaminacion cruzada. Aunque los
protocolos de saneamiento tienen la funcion de eliminar los microorganismos que se
encuentran en los mataderos y en las plantas de procesamiento de carne y productos
carnicos, una pequefia fraccion puede permanecer viable y contaminar el alimento
(Fernandez-Trapote et al., 2024). Un estudio espafiol analiz6 distintas superficies de una
planta de procesamiento de carne de cerdo y detectaron abundancias significativas de
genes de resistencia a betalactamicos, tetraciclinas, aminoglucoésidos y sulfonamidas,
ademas de EGM, procedentes de la carne procesada (Cobo-Diaz et al., 2021). Con este
estudio se puede concluir que las muestras de carne, especialmente si esti picada o
envasada, ademas de portar sus genes de resistencia propios, pueden contaminar y ser

contaminadas en las instalaciones de la planta de procesado.

Por tanto, toda la informacion que aqui se presenta acentda la importancia de llevar a cabo
una buena higiene alimentaria y una adecuada manipulacion y procesamiento de los
alimentos, tanto vegetales como carnicos, para evitar que las bacterias resistentes se

transmitan al ser humano a través de la cadena alimentaria.

Las aguas residuales y las EDAR se consideran puntos criticos para la proliferacion de
bacterias resistentes a los antibio6ticos y el intercambio de genes de resistencia (Ma et al.,
2024; Selvarajan el al., 2023; Shen et al., 2023), tal y como se ha podido demostrar en
nuestros resultados, en los que las aguas residuales superaban ampliamente los
porcentajes de resistencia hallados en los andlisis realizados. Esta acumulacion de
resistencias no solo es causada por las aguas residuales hospitalarias, pues las aguas
residuales urbanas contienen residuos de todos los antibidticos que las personas
consumen en sus hogares. Al igual que los residuos ganaderos, ademas de las trazas de
antibidticos, las aguas residuales incluyen restos de desinfectantes y metales pesados que
pueden causar presion de seleccion para la resistencia a los antibioticos, incluso a
concentraciones bajas. De igual manera, la alta densidad de bacterias en las EDAR
proporciona un entorno 6ptimo para la transferencia horizontal de genes de resistencia
entre las bacterias ambientales y los patdégenos humanos (Karkman et al., 2018; Kim &
Cha, 2021). Como agravante de este problema, en las aguas residuales de diferentes
etapas de una EDAR de Polonia se han identificado bacterias multirresistentes que estan
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incluidas en la lista de patogenos prioritarios de la OMS y, 12 de estos patdgenos se
hallaron en las aguas naturales que recibian el efluente tratado, probablemente, debido a
la confluencia de restos antibioticos y genes de resistencia comentada (Jatowiecki et al.,
2021).

Considerando nuestros resultados en la prueba de cribado, las aguas residuales
manifestaron porcentajes extremadamente altos de resistencia a la eritromicina (89.2%)
y la vancomicina (85.3%), y bastante mas altos que el resto de muestras en el caso de la
ampicilina (29.3%). Los andlisis fenotipicos revelaron valores muy altos de resistencia a
los aminoglucdsidos, principalmente a la tobramicina (70.9%), la estreptomicina (68.6%)
y la gentamicina (61.6%). Asimismo, en este medio se encontraron los mayores
porcentajes de resistencia a la tetraciclina (53.5%) y al trimetoprim/sulfametoxazol
(50.0%). Aun asi, resalta un porcentaje de tan solo el 7.0% de cepas resistentes a la
fosfomicina trometamol, el més bajo de todos los medios estudiados. Los porcentajes de
resistencia a las penicilinas alcanzaron valores muy elevados, siendo el ecosistema con
mayor resistencia a la piperacilina (68.6%). Las aguas residuales fueron, asimismo, el
medio con mayor nimero de cepas resistentes a las fluoroquinolonas (con un 36.1% de
resistencias a la ciprofloxacina y un 27.9% a la levofloxacina), a los glucopéptidos (con
un 80.2% de cepas resistentes a la teicoplanina y un 81.4% a la vancomicina) y a los
macrolidos (alcanzando el 97.7% de resistencias a la clindamicina y el 87.2% a la
eritromicina). Por ello, los genes bla, aac/ant, van y erm serian los mas frecuentes en las
muestras de aguas residuales y aparecen con mucha frecuencia en estudios realizados en

este medio ecoldgico (Rodriguez et al., 2021).

En 2019, se realizd un estudio en el que se pretendia caracterizar el resistoma bacteriano
en las distintas regiones del mundo, tomando muestras de aguas residuales urbanas sin
tratar de 60 paises y pudieron observar que la diversidad y abundancia de genes de
resistencia a los antibioticos globales variaba enormemente segun la region y el
continente. Mientras que en Europa y Norteamérica predomin0 la resistencia a los
macrdlidos (tal y como se corrobora en nuestros resultados), en Asia y Africa destaco la

resistencia a sulfonamidas y fenicoles (Hendriksen et al., 2019).

En comparacion con las aguas residuales, las muestras de residuos solidos obtuvieron
porcentajes de resistencia notablemente mas bajos en la prueba de cribado. Asimismo,

destacan los porcentajes de resistencias tan bajos obtenidos frente al grupo de las
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cefalosporinas. Sin embargo, en el grupo de los aminoglucésidos, este medio alcanzé un
57.3% de resistencias a la estreptomicina y un 45.2% de resistencias a la kanamicina,
ocupando el segundo puesto de los medios analizados, después del suelo agrario. Al igual
que en el agua residual, un porcentaje elevado de cepas resultaron ser resistentes al
trimetoprim/sulfametoxazol (44.4%). Ademas, sigue a las aguas residuales siendo el

segundo ecosistema con mayor resistencia a la eritromicina (64.5%).

Un equipo de investigacion espafiol también quiso comparar las comunidades bacterianas
y los genes de resistencia presentes en aguas residuales y residuos sélidos. Para ello,
analizo una EDAR (que incluia fuentes hospitalarias y comunitarias) y, coincidiendo con
nuestros resultados, se observd que los residuos solidos tenian una riqueza de genes
significativamente menor que los efluentes en fase liquida. Se cuantificaron un total de
255 genes de resistencia que conferian predominantemente resistencia a
aminoglucoésidos, betalactamicos, multifarmacos, tetraciclina y MLS, dispuestos de
mayor a menor abundancia; resultados bastante similares a nuestras muestras, aunque, en
nuestro caso, las resistencias a los macrélidos sean predominantes. Se expuso, ademas,
que los efluentes de la EDAR en fase liquida contribuyeron a la cantidad de genes de
resistencia detectados en el rio donde se liberaban, pues se encontraron 122 genes de

resistencia en los sedimentos del ambiente fluvial (Quintela-Baluja et al., 2019).

Otro estudio quiso conocer la prevalencia de genes de resistencia a los antibiéticos y
bacterias resistentes en cinco procesos distintos realizados en una EDAR y observaron
que los genes de resistencia a sulfonamidas (sull) y aminoglucésidos (aadAl, aadAl13 y
aadAZ2) prevalecieron en todos los procesos ejecutados (Kang et al., 2022). Estos genes
de resistencia también serian muy abundantes en nuestras muestras de aguas residuales
sin tratar, alcanzando los porcentajes méas elevados de todos los nichos ecoldgicos
analizados en nuestra investigacion, con una estimacion del 83.7% de cepas probables

portadoras de genes aac/ant y un 50.0% de genes sul.

Al comparar las resistencias a los antibiéticos de los afluentes y los efluentes de una
EDAR en Singapur, los datos mostraron que tanto las aguas residuales sin tratar como las
ya tratadas compartian 21 genes que les conferian resistencia a multifarmacos,
aminoglucosidos, MLS, quinolonas, sulfonamidas y tetraciclinas; coincidiendo con los
genes de resistencia probablemente mas abundantes en nuestras muestras. Ademas, las

aguas residuales sin tratar contenian una enorme abundancia de genes bla clinicamente
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relevantes, siendo extremadamente altas las concentraciones de genes blakKPC2, que
otorgan resistencia a los carbapenémicos (Ng et al., 2017); lo cual podria explicar los
porcentajes de resistencia a doripenem (22.1%) y meropenem (20.9%) tan elevados que
se han determinado en nuestros analisis fenotipicos. En relacién a estos resultados, otro
estudio de aguas residuales realizado en Colombia también detectd con frecuencia genes
de resistencia clinicamente importantes, como blakKPC-2 y blaCTX-M (Rodriguez et al.,
2021). Ademas, cabe destacar que, mientras que en sus resultados abundaron las
resistencias a la fosfomicina, nuestros analisis estimaron que el gen fos seria el gen de
resistencia que se presentaria en un menor nimero de cepas procedentes de las muestras
de aguas residuales (7.0%), obteniendo el porcentaje mas bajo de todos los ecosistemas

considerados en nuestro estudio.

De acuerdo con los estudios anteriores, se llevé a cabo una investigacion que recogid
muestras de los efluentes de 16 EDAR urbanas de 10 paises europeos diferentes y, aunque
las aguas residuales habian sido tratadas, los genes de resistencia que se detectaron en
mayor abundancia en todas las muestras (intl1, sull, tetM, blaOXA-58, blaTEM,
blaOXA.48, blaCTX-M-32, mcr-1, blaCTX-M-15 y blaKPC-3) fueron similares a los
hallados con mas frecuencia en estudios como el nuestro o los recientemente comentados
(Cacace et al., 2019).

Datos similares a los obtenidos en nuestros resultados los obtuvieron Zielinski et al.
(2022) al analizar las aguas residuales durante distintos procesos llevados a cabo en una
EDAR de Polonia, pues determinaron que, en todas las etapas del proceso de tratamiento
de aguas residuales, los genes de resistencia a maltifarmacos, MLS, betalactamicos,
tetraciclinas, aminoglucésidos, sulfonamidas y bacitracina fueron los méas abundantes.
Como era de esperar, las aguas residuales sin tratar se caracterizaron por la mayor
diversidad de genes de resistencia y fueron la principal fuente de los mismos en las etapas
posteriores de tratamiento. Igualmente, en un estudio realizado en una EDAR
convencional de residuos urbanos en Virginia (Estados Unidos), también destacaron las

resistencias a multifarmacos, MLS y betalactdmicos (Majeed et al., 2021).

Al igual que en los estudios anteriormente comentados, Wang et al. (2022) realizaron una
revision en la que se corroboran los genotipos de resistencia estimados en nuestra
investigacion, pues, segun los estudios revisados, en los afluentes de las EDAR los genes

de resistencia predominantes confieren resistencia a los macrolidos (ermB y ermF),
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tetraciclinas (tetW, tetA y tetC), sulfonamidas (sull y sul2) y betalactdmicos (blaOXA y
blaTEM), destacando especialmente los genes ermB, tetW y sull, lo cual concuerda con
los datos obtenidos en nuestros resultados. Como problema afiadido a la enorme
prevalencia de genes de resistencia en las aguas residuales, Shen et al. (2023) observaron
que estos genes tan abundantes son muy persistentes, pues prevalecen en las aguas

residuales, incluso tras la realizacion de un proceso de ozonizacion.

A pesar de que todos los datos expuestos muestran la importancia del tratamiento de las
aguas residuales y los residuos solidos para mitigar la propagacion de resistencias a los
antibioticos, también confirman la necesidad de investigar e implementar nuevos
procesos que consigan eliminar por completo los genes de resistencia y las bacterias
resistentes presentes en los residuos, para que puedan ser liberados al medioambiente sin

suponer un problema para la salud publica.

Es importante sefialar que el suelo natural es un ecosistema seleccionado por no tener
aporte de antibidticos ni accion humana, y que Unicamente recibe agua de lluvia. Sin
embargo, en este medioambiente ya se detecta un 3.6% de cepas resistentes a alguno de
los antibidticos utilizados en la prueba de cribado, incrementandose hasta el 8.9% en las
muestras de suelo de cultivo, lo que corrobora que los genes de resistencia estan en los

ecosistemas naturales.

Muchas bacterias localizadas en el suelo pueden contener genes de resistencia que les
confieren diferentes mecanismos de resistencia frente a los antibidticos naturalmente
presentes en el medioambiente. Estos genes incluyen los responsables de las metilasas
ribosémicas que afectan a los aminoglucosidos (armA, rtmB), metiltransferasas que
afectan a linezolida (cfr), o bombas de eflujo mediadas por plasmidos que confieren
resistencia a las fluorogquinolonas (quepA); todas estas enzimas asociadas a bacterias
productoras de antibioticos (Canton, 2009). Sin embargo, existe un aumento constante de
la presencia de genes de resistencia a antibidticos en suelos desde 1940, lo que es una
prueba clara de la contaminacién de los ecosistemas naturales y la resiliencia de estos
elementos de resistencia para su eliminacion (Martinez, 2012). Asimismo, se ha visto que
la perdida de diversidad bacteriana autoctona del suelo afecta negativamente a la
abundancia de genes de resistencia a los antibioticos, pues facilita la proliferacion y
~ g0~
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dispersion de bacterias resistentes. Por el contrario, una alta diversidad bacteriana puede
actuar como barrera bioldgica contra estas bacterias resistentes y, por lo tanto, contribuir

en la salud del ecosistema (Chen et al., 2019b).

Los genes de resistencia naturales del suelo se conocen como el resistoma intrinseco y es
muy diverso, superando en nimero a los genes de resistencia considerados clinicamente
relevantes. Las concentraciones subinhibitorias de antibidticos aumentan las tasas de
mutacién, recombinacion y transferencia horizontal de genes entre las poblaciones
microbianas. Asi, los microorganismos del suelo pueden adquirir resistencias con mayor
facilidad (Finley et al., 2013; Zhu et al., 2019). La abundancia de genes de resistencia a
antibidticos en el suelo tiene implicaciones directas para la salud humana y la practica
clinica, debido, fundamentalmente, al vinculo entre los suelos y la produccion de
alimentos (Zhu et al., 2019).

En efecto, resulta impactante los porcentajes tan altos de resistencia a los antibidticos
estudiados obtenidos en los analisis fenotipicos de las muestras de suelo agrario, siendo
el medio con mayor nimero de cepas resistentes a numerosos grupos antibioticos. Entre
ellos se encuentran los aminoglucdsidos amikacina (44.8%), espectinomicina (49.3%),
estreptomicina (61.2%) y kanamicina (52.2%); la fosfomicina trometamol (47.8%); los
carbapenémicos (con un 43.3% de cepas resistentes al doripenem, un 32.8% al imipenem
y un 38.8% al meropenem); el aztreonam (83.6%); y las penicilinas ampicilina (77.6%)
y ticarcilina (79.1%). Asimismo, supera notablemente a los demas nichos ecolégicos en
los valores de resistencia obtenidos frente a la amoxicilina/clavulanico (56.7%), la
ampicilina (77.6%), el grupo de las cefalosporinas (cefalotina (82.1%), cefazolina
(73.1%), cefepima (44.8%), cefotaxima (73.1%) y la cefuroxima (65.7%)) vy el
cloranfenicol (41.8%). Por ello, no es de extrafiar que se halla estimado que el 100.0% de

las BAH aisladas de las muestras de suelo de cultivo sean poseedoras de genes bla.

En contraste, se debe sefialar que, aunque las muestras de suelo natural sean el medio
ecoldgico con menor porcentaje de resistencias en general (tal y como cabria esperar), se
han detectado valores realmente preocupantes en un amplio nimero de antibiéticos
utilizados, como un 26.3% de cepas resistentes a la tobramicina, un 44.1% al
trimetoprim/sulfametoxazol, o un 33.9% a la fosfomicina trometamol, alcanzando,
incluso, el segundo lugar (tras las cepas aisladas de suelo de cultivo) en el caso de la

amoxicilina/clavulanico (40.7%) y el cloranfenicol (30.5%). Otros grupos de antibiéticos
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en los que se han obtenido porcentajes de resistencia alarmantes son las penicilinas, con
un 55.9% de cepas resistentes a la ampicilina y un 61.0% a la ticarcilina; las
cefalosporinas, con un 61.0% de resistencia a la cefalotina y la cefazolina, un 54.2% a la
cefotaxima y un 55.9% a la cefuroxima; los glucopéptidos, con un 67.8% de resistencia
a la teicoplanina y un 78.0% a la vancomicina; y los macrolidos, con un 78.0% de
resistencia a la clindamicina y un 57.6% a la eritromicina. De hecho, un estudio confirma
la abundante presencia en suelos de genes erm, junto a genes PKS, que estan implicados
en la sintesis de diversas sustancias antibioticas, entre ellas la eritromicina, tanto en suelos
con influencia antropogénica como en suelos sin impacto humano (Yi, Wang & Zhou,
2019).

Numerosos estudios han constatado la presencia de genes de resistencia a betalactamicos,
quinolonas, macrolidos y tetraciclinas en zonas sin impacto antropogénico; aungue,
evidentemente, estos son mas abundantes en zonas que presentan cualquier tipo de accién
humana (Centurion et al., 2022; Gentile et al., 2024). En Alemania, se ha realizado un
estudio en el que se ha determinado la carga de bacterias resistentes y los genes de
resistencia en suelos de cultivo regados con aguas residuales tratadas (al igual que
nuestras muestras), comparandolos con suelos no irrigados. Los genes de resistencia sull,
gnrS, blaOXA-58 y tetM Unicamente se encontraron en los suelos regados con aguas
residuales, mientras que los suelos no irrigados manifestaron una mayor abundancia de
genes blaCTX-M-32 y blaTEM (Kampouris et al., 2021) Aunque este estudio coincide
con nuestras estimaciones del 100.0% de cepas portadoras de genes bla, los genes sul,

gnr y tet no serian los méas abundantes en nuestras muestras de suelo agrario.

Como dato complementario, Zhu et al. (2020) también analizaron suelos agricolas
regados con aguas residuales tratadas, en las que se habia conseguido reducir un 84.0%
de la abundancia relativa de genes de resistencia durante los procesos de tratamiento. Sin
embargo, en el suelo receptor se detectdo un enriquecimiento de genes de resistencia

persistentes, posiblemente por la propagacion de bacterias resistentes.

Pese a conocer esta informacion, todavia existen paises, generalmente de ingresos bajos,
en los que se utilizan aguas residuales sin tratar para el riego de los cultivos. Un ejemplo
de ello es el estudio llevado a cabo por Bougnom et al. (2019) en tres ciudades africanas

en las que se tomaron muestras de suelo y se observé que el riego con aguas residuales
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crudas habia afectado significativamente a la diversidad microbiana y genética resistente

del suelo, incluidos los genes de resistencia a BLEE.

Por otro lado, existen numerosos estudios que investigan el efecto de la utilizacién de
estiércol como fertilizante para los suelos de cultivo. Asi, un estudio realizado en China
analizo las comunidades bacterianas y los genes de resistencia presentes en suelos de
campo con distintos cultivos a los que se les habia aplicado estiércol (de vacas lecheras y
cerdos) y, observé que, tanto en las muestras de estiércol como en las de suelo abonado,
los genes de resistencia mas frecuentes otorgaban resistencia a multiples farmacos,
tetraciclina, MLS, aminoglucosidos, vancomicina y betalactamicos (Chen et al., 2019a);
lo cual concuerda con los elevados porcentajes de resistencia a estos antibioticos hallados
en nuestras muestras de residuos ganaderos y suelos agrarios, demostrando, asi, laenorme
transferencia de genes de resistencia desde las bacterias presentes en los abonos hasta los
suelos de cultivo. Otros estudios (Liu et al., 2021; Wang et al., 2020; Zhang et al., 2022b;
Zhang et al., 2023a) coinciden en que la aplicacion de estiércol al suelo de cultivo
aumenta significativamente la concentracion de los genes de resistencia mas abundantes
en los residuos animales, especialmente los genes de resistencia a tetraciclina, macrolidos
y sulfonamidas (siendo los genes tetW, ermB, ermT y sul2 los méas frecuentemente

detectados).

Al igual que en nuestra investigacion, un estudio austriaco analiz6 tanto muestras de
suelos agricolas como de suelos forestales con bajo impacto antropogénico y
determinaron que, aunque fueron mayores las resistencias encontradas en los suelos de
cultivo, el suelo forestal también mostro6 altas concentraciones de genes de resistencia a
los antibidticos. Sin embargo, al contrario que en nuestras estimaciones, tanto en los
suelos naturales como en los agricolas, los genes detectados con mayor frecuencia fueron
tetW y sull; aunque coinciden con nuestro trabajo en la gran abundancia del gen ermB
(Radu et al., 2021).

Igualmente, Qian et al. (2021) analizaron muestras de suelo natural procedentes de tres
entornos distintos: la tundra de Alaska, la pradera del medio oeste de Estados Unidos y la
selva amazonica y muestras de suelo de pasto y suelo cultivado. En todos ellos,
predominaron los genes de resistencia a multiples farmacos (57.1%), con 67 subtipos
diferentes, seguidos de los genes de resistencia a MLS (11.2%), con 28 subtipos;

corroborando, junto a nuestro trabajo, la enorme cantidad de resistencias a los macrolidos
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presente en los suelos. Coincidiendo con nuestras estimaciones, también detectaron 71
subtipos de genes de resistencia a betalactamicos (2.6%), 24 a tetraciclinas (3.0%) y 20 a
aminoglucosidos (1.6%). Cabe destacar que en los suelos naturales se detectaron genes
exclusivos de resistencia a la vancomicina, lo cual concuerda con nuestras estimaciones
de un 78.0% de cepas probables portadoras del gen van en nuestras muestras de suelo

natural.

Nuestros resultados, al igual que los de los estudios comentados en este apartado, nos
permiten concluir que el suelo, como reservorio natural de genes de resistencia, es un
ecosistema en el que el intercambio genético se ve promovido, amplificando
considerablemente la diseminacion de resistencias a los antibioticos; aun mas si se le
afiaden residuos que puedan contener restos de antibioticos y bacterias resistentes. Por lo
tanto, todos los desechos que se vierten a los suelos deberian ser correctamente tratados,
prohibiendo por completo el riego o abono de los suelos agricolas con residuos sin tratar

0 con un tratamiento insuficiente.

Existen evidencias recientes sobre el transporte de resistencias a los antibiéticos mediante
el microbioma presente en el aire (Gwenzi et al., 2022). La presencia de genes de
resistencia es superior en los aerosoles de ambientes de interior comparados con los
aerosoles de exterior, debido a una menor ventilacion y, por lo tanto, una mayor

concentracion de microorganismos por centimetro cubico.

Nuestras muestras de aire se tomaron en ambientes de interior y procedian la mitad de
centros educativos y la otra mitad de instalaciones ganaderas, por lo que no es de extrafiar
el dato de un 37.0% de cepas resistentes a la tetraciclina (ocupando el tercer lugar entre
los medios analizados). Aunque en nuestros resultados no abundan demasiado las
resistencias a los carbapenémicos, las muestras de aire son el tercer nicho ecologico con
mayor numero de cepas resistentes al doripenem (15.8%) y al meropenem (17.3%). En
relacién con el grupo de las cefalosporinas, este ecosistema mostro el valor méas elevado
de resistencia a la ceftazidima (48.8%). Asimismo, presento el mayor porcentaje de BAH
resistentes al acido nalidixico (65.4%) entre todos los medios analizados. En el total de
resistencias, los porcentajes de resistencias mas elevados se detectaron frente al
monobactamico aztreonam (79.5%) y la clindamicina (69.3%).
~ga -~
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En los diversos estudios previamente realizados, el resistoma del aire incluye una gran
variedad de genes de resistencia a los antibioticos, entre ellos bla, erm, van, tet y aac
(Banchon et al., 2021; Gao et al., 2023; Gwenzi et al., 2022); coincidiendo por completo
con los resultados de las estimaciones genéticas realizadas en nuestra investigacion, en
las que bla (92.1%), erm (81.1%) y aac/ant (70.9%) serian los genes de resistencia méas
frecuentes. Similar a nuestros resultados, un estudio analizé muestras de aire de aulas y
zonas comunes de dos centros educativos de Polonia, de las que aislaron las cepas de
Staphylococcus aureus presentes y determinaron las resistencias a los antibioticos,
hallando que el 62.5% de las cepas presentaban resistencia a la eritromicina, el 25.0% a
la cefoxitina, el 20.8% a la tetraciclina y el 100.0% a la penicilina (Matecka-Adamowicz,
Koim-Puchowska & Dembowska, 2020).

De igual modo, en un estudio realizado en la Universidad de Agricultura de Cracovia
(Polonia) encontraron que, de los estafilococos aislados en el aire, mas del 50.0% eran
resistentes a la eritromicina y alrededor del 33.0% a la tetraciclina (Wolny-Kotadka et al.,
2019). En cambio, otro estudio sobre bioaerosoles transportados por el aire en
dependencias universitarias de Ibadan (Nigeria), detectd que el 75.0% de las cepas era
resistentes a la tetraciclina (Giwa & Ogunjobi, 2017), valores mucho mas elevados que

los hallados en nuestro trabajo.

En relacion con nuestras muestras de aire procedentes de instalaciones ganaderas, Xu et
al. (2022) analizaron muestras de aerosoles tanto en el interior como en el exterior de una
granja avicolay sus resultados manifestaron la presencia de patégenos zoonéticos y genes
de resistencia en ambos tipos de muestra, siendo los genes de resistencia predominantes
blaTEM, tetQ, ermB y sull, muy elevados tambiéWOLNYnN en nuestras estimaciones.
Continuando con la comparacién entre muestras de aire de interior y exterior de
instalaciones ganaderas, Zhao et al. (2021) describieron una mayor abundancia de
resistencias a los betalactamicos y a la tetraciclina en los aerosoles de interior, mientras
que en los aerosoles de exterior predominan las resistencias a los aminoglucosidos y a la

tetraciclina.

Asimismo, Song et al. (2021) también determinaron que, en muestras de heces y aire
recogidas en una granja porcina de cria intensiva china, predominé la resistencia a la
tetraciclina, siendo tetM el gen de resistencia dominante entre todos los subtipos de

resistencia, tanto en aire como en heces. Como posible explicacion, un estudio realizado
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en una granja porcina del sur de China (Gao et al., 2023) demostro que las heces de los
cerdos eran responsables de la transmisidn de la mayoria de bacterias resistentes a través
del aire, aportando el 77.0% de las bacterias del aire de la granja y el 35.0% de las
bacterias que se encontraron en los entornos cercanos a la granja (&reas agricolas y
publicas). Ademas, estas bacterias eran portadoras principalmente de genes dfrA,
blaTEM1, tetM, mcrl, ermB y sull, estimados con alta frecuencia en nuestras muestras
de aire. En el polvo presente en el aire del interior de granjas europeas también se ha
determinado la presencia de genes tetW, aph(3”)-1ll, ermB y sul2 asociados a las heces
animales (Luiken et al., 2022). Contrastando los resultados de estas investigaciones con
nuestros andlisis, aunque se ha estimado que el gen tet podria estar presente en el 37.0%
de las cepas de aire (tal y como se ha comentado), los genes bla, erm, sul y dfr serian

notablemente méas abundantes.

Finalmente, algunos autores han analizado el resistoma en muestras de aire procedentes
de otros ambientes diferentes a los considerados en el presente estudio, pero con patrones
de resistencia parecidos. Un ejemplo es un estudio en el que se recolectaron muestras de
aire de 11 entornos urbanos diferentes de China, entre los que se incluyeron calles,
parques, hospitales y un area rural, en el que determinaron que los genes de resistencia
detectados estaban principalmente asociados a aminoglucdsidos, betalactamicos,
fluoroquinolonas, glucopéptidos, MLS, fenicoles, sulfonamidas, tetraciclinas y
trimetoprima; todos ellos muy presentes en nuestras cepas, aunque los fenicoles en menor
medida (Zhou et al., 2023).

Consiguientemente, todos los resultados indican que el aire es un medio de riesgo en la
transmision de resistencias a los antibidticos, lo cual se potencia aun mas en las
proximidades de los nichos ecoldgicos mas contaminados (como es el caso de las

instalaciones ganaderas).

Las muestras de superficies son el nicho ecoldgico mas cercano al contacto humano de

todos los ecosistemas estudiados y cabe destacar que, junto con las muestras de suelo

natural, obtuvieron los porcentajes mas bajos de resistencia en la prueba de cribado;

presentando los porcentajes de resistencia a ampicilina y cloranfenicol mas bajos de todos

los nichos ecoldgicos. En el analisis fenotipico, los datos mas relevantes son un 38.0% de
~ g6 ~
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cepas resistentes a la ceftazidima (ocupando el tercer puesto), un 82.0% al aztreonam y
un 64.0% al acido nalidixico (siendo, en ambos antibidticos, el segundo medio con mayor

resistencia).

En nuestro estudio, las muestras de superficies proceden exclusivamente de centros
escolares y universitarios. Actualmente, no existen muchos estudios que hayan
investigado el resistoma en muestras de superficies. Ademas, entre los estudios
realizados, muy pocos analizan las superficies de entornos educativos y, en ellos, los
resultados no son concluyentes. No obstante, existen algunos estudios realizados en
muestras de superficies procedentes de otros ecosistemas que pueden compararse con

nuestra investigacion.

Un estudio analizd6 muestras de distintas superficies de un gimnasio y encontraron
abundancia de los genes intl, sull y blaTEM, presentando diferencias entre los equipos
ubicados en el interior del gimnasio y aquellos que se hallaban en las zonas de exterior,
como una mayor abundancia de sull en los equipos de interior (Zhang et al., 2023Db).
Comparando con nuestros resultados, estos datos coinciden en que bla seria el gen de
resistencia mas abundante, pudiendo estar presente en el 96.0% de las cepas aisladas de
las muestras de superficies; sin embargo, en nuestro estudio, los genes de resistencia a las

sulfonamidas tan solo se hallarian en un 20.4% de las cepas.

Por su parte, Gupta et al. (2019) analizaron las superficies de suelos de distintos edificios
(centros médicos, veterinarios y un centro que contiene clases, oficina y laboratorios),
detectando genes de resistencia especificos en todos los edificios, entre los que
predominaron tetQ y sull, lo cual contrasta con los bajos porcentajes de estos genes que
presentarian nuestras cepas de estudio. Por otro lado, cabe sefialar que la concentracion
del gen tetQ se relacion6 con el nivel de trafico del edificio, es decir, se hallé6 una mayor
abundancia de este gen en los ambientes en los que habia un mayor transito de personas
al dia.

Como se ha comentado anteriormente, la pérdida de diversidad bacteriana influye en la
presencia de genes de resistencia a los antibioticos en el ambiente. Mahnert et al. (2019)
confirman este acontecimiento, pues realizaron un estudio en el que compararon muestras
de superficies de suelo en entornos clinicos y no clinicos (edificios publicos y casas
privadas), obteniendo que aquellas superficies en las que se habia realizado una limpieza

mas profunda conducian a una pérdida de la diversidad bacteriana y un aumento de la
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diversidad de genes de resistencia. Entre los genes de resistencia detectados, en las
muestras de entornos clinicos predominaron las resistencias a las fluoroquinolonas y el
triclosan; en cambio, en las muestras urbanas, los genes de resistencia mas representativos
otorgaban resistencia a los aminoglucésidos, diaminopirimidinas y macrolidos. Los genes
de resistencia tanto a quinolonas como a aminoglucésidos y macrélidos también se han
estimado con elevada frecuencia en nuestras muestras de superficies, con valores del
65.3%, el 49.0% y el 83.7%, respectivamente; siendo superadas Unicamente por los genes
bla.

A pesar de proceder de entornos distintos, tanto nuestra investigacion como los estudios
comentados muestran la enorme prevalencia de resistencias en las superficies de los
edificios publicos (centros de estudios, hospitales, gimnasios, ...), constituyendo una
peligrosa fuente de transmision de bacterias resistentes y genes de resistencia, debido al
enorme transito de personas que estas instalaciones presentan. Esta informacion ratifica
la importancia de la higiene personal y el lavado de manos para prevenir la dispersion de

bacterias resistentes.
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Del estudio del resistoma ambiental en el entorno periurbano de la ciudad de Granada, se

pueden obtener las conclusiones que se exponen a continuacion:

En la cuantificacion del bioma resistente, se ha determinado que el 12.9% de

las bacterias aerobias heterotrofas presentes en las diversas muestras presentaban

resistencia a los antibidticos utilizados en la prueba de cribado.

La eritromicina y la vancomicina han sido los antibidticos con mayores

porcentajes de bacterias aerobias heterdtrofas resistentes en la prueba de cribado,

obteniendo un 33.4% y un 27.0%, respectivamente.

El andlisis fenotipico ha mostrado elevados porcentajes de resistencia a los

grupos antibiéticos de aminoglucosidos, penicilinas, glucopéptidos y macroélidos,
e, individualmente, al aztreonam, el acido nalidixico y la tetraciclina, en

practicamente la totalidad de los nichos ecoldgicos estudiados.

Las aguas residuales y las instalaciones ganaderas son los ecosistemas en los

que se han detectado mayores niveles de resistencia, considerdndose puntos
criticos de propagacion de bacterias resistentes y genes de resistencia a los

antibioticos.

En la estimacién de genes de resistencia probables se ha observado que la

mayoria de las cepas bacterianas aisladas portaria mas de un gen de resistencia,
confiriéndoles multirresistencia, siendo bla van erm la combinacion de genes méas

frecuente, pudiendo estar presente en el 7.2% de las cepas.

La solucion a la propagacion de resistencias a los antibidticos es compleja, pero

debe incluir: una mayor regularizacion de la utilizacion de antibioticos en entornos
clinicos y veterinarios y una disminucion drastica de los residuos antibidticos y

bacterias resistentes que se liberan al medioambiente.
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