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RESUMEN

Actualmente la resistencia a los antimicrobianos esta considerada un serio problema
creciente de salud publica. En los ultimos 70 afios, el consumo desmesurado y/o indebido
de estos farmacos ha propiciado la aparicion de organismos resistentes, responsables de
graves enfermedades en todo el mundo. Si bien, la presencia y consecuencias de las
resistencias a antimicrobianos estan siendo ampliamente estudiadas en el ser humano y en
los animales domeésticos, existe un gran vacio de conocimiento de sus efectos sobre el
medio ambiente, y muy especialmente sobre la fauna silvestre. Cada vez son mas los
estudios que sostienen que la presencia de las resistencias a antimicrobianos en fauna
silvestre es potencialmente antropogénica, existiendo una correlacién entre los niveles de
resistencias que éstos pueden presentar y el nivel de contacto que establecen con el hombre.
El objetivo de este trabajo es obtener informacion relevante sobre el impacto de la
ganaderia en la adquisicion de genes de resistencia en especies sinantropicas. Para ello, se
ha seleccionado una poblacion de gorriones comunes (Passer domesticus) procedentes de
un entorno ganadero (granja intensiva de ovino) y otra poblacion de la misma especie de un
entorno urbano sin aparente exposicion a antimicrobianos. Se ha realizado un experimento
de jardin comin, manteniendo ambas poblaciones en cautividad en condiciones
estandarizadas de situacion, exposicion y alimentacion.

Se han seleccionado seis genes de resistencia a antimicrobianos, detectados y cuantificados
mediante PCR a tiempo real, trabajando directamente sobre el metagenoma intestinal
bacteriano. Gracias a ello, hemos podido evidenciar como los genes de resistencia
detectados con mayor frecuencia coinciden con los descritos en investigaciones previas,
poniendo de manifiesto su elevada ubicuidad. Sin embargo, es la primera vez que se
describe la deteccion del gen mecA en gorriones comunes. Un hallazgo de gran relevancia
desde el punto de vista sanitario.

Se han observado diferencias significativas en los muestreos realizados en el entorno
ganadero entre los afios 2013-2015, lo cual se atribuye a los posibles tipos de tratamientos
que se hayan suministrado al ganado ovino. Por otro lado, también se han hallado
diferencias entre el entorno ganadero y urbano en el afio 2013, poniendo de manifiesto la
importancia de la exposicion en la adquisicion y en la cuantificacion de los genes de

resistencia, sirviendo éstos como indicadores del grado de exposicion en explotaciones



ganaderas. Asi mismo, la disminucién de las resistencias durante el periodo experimental
podria estar relacionada con la ausencia de exposicion de los gorriones del entorno
ganadero, cuyo descenso alcanzaria niveles de resistencia basales.

Este es el primer estudio de genes de resistencia a antimicrobianos realizado directamente
sobre el metagenoma digestivo en fauna silvestre. Los resultados han demostrado el
impacto de la ganaderia en la presencia de dichos genes, y como éstos son capaces de
disminuir cuando la exposicién cesa. Se realizaran futuros estudios en otros escenarios
productivos (p.e. aviar, porcino), y sobre la consecuencia que los genes de resistencia a
antimicrobianos pueden ocasionar sobre la diversidad y abundancia de la microbiota

digestiva, y por ende, sus efectos en la eficacia bioldgica de sus hospedadores.

Palabras clave: ganaderia, aves sinantrépicas, PCR a tiempo real, resistoma, mecA



ABSTRACT

Currently, antimicrobial resistance is increasingly considered a serious public health
problem. In the past 70 years, the excessive and / or misuse of these drugs has led to the
emergence of resistant organisms, responsible for serious diseases worldwide. While the
presence and impact of antimicrobial resistance is being widely studied in humans and
domestic animals, there is a large gap in knowledge of its effects on the environment, and
particularly on wildlife. More and more research to argue that the presence of antimicrobial
resistance in wildlife is mainly anthropogenic, a correlation between the levels of resistance
that they can present and the level of contact they have with the man.

The objective of this work is to obtain relevant information about the impact of livestock on
the acquisition of resistance genes in synanthropic species. To achieve such goals, we
selected a population of house sparrows (Passer domesticus) from a farming environment
(intensive sheep farm) and a population of the same species of an urban environment
without evident antimicrobials exposure. A common garden experiment was performed,
keeping both captive populations under standardized conditions of situation, exposure and
food.

We have selected six antimicrobial resistance genes, detected and quantified by real-time
PCR, working directly on the intestinal bacterial metagenome. As a result, we were able to
show how the resistance genes most frequently detected in line with those described in
previous studies, demonstrating its high ubiquity. However, it is the first time the detection
of the mecA gene is described in sparrows. Such fact reveals as very important from a
health point of view.

Significant differences were observed in the samples of farming environment between the
years 2013-2015, which is attributed to the possible types of treatments that have been
delivered to the sheep. On the other hand, we have also found differences between the farm
and the urban environment in 2013, highlighting the importance of the exhibition in the
acquisition and quantification of resistance genes, serving them as indicators of the degree

of exposure in livestock farms.



Likewise, the reduction in resistance during the experimental period could be related to the
lack of exposure of the farming environment sparrows until the reach of basal levels of
resistance.

This is the first study about antimicrobial resistance genes directly analyzed on the
digestive metagenome of wildlife. Our main results have shown the impact of livestock on
the presence of the antimicrobial resistance genes and how they decrease if exposure
disappears. Further studies will be attempt in other productive frameworks (e.g. poultry,
swine), as well as the consequences about the presence of antimicrobial resistance genes on
diversity and abundance of the digestive microbiota and thus, their effects on their host’s
fitness.

Keywords: livestock, sinanthropic birds, real time PCR, resistome, mecA



1. INTRODUCCION

1.1. Historia de las resistencias a antimicrobianos.

El descubrimiento de los antimicrobianos se ha considerado desde el punto de vista
sanitario uno de los avances mas importantes en la historia de la humanidad, al reducir la
mortalidad infantil en muchas partes del mundo, salvar a millones de personas o
incrementar la esperanza de vida (Golkar et al., 2014; Blair et al., 2015; Hansen et al.,
2015; Ventola, 2015).

No obstante, en los ultimos 70 afios el consumo desmesurado y/o indebido de los
antimicrobianos por parte de la poblacion (van de Bogaard y Stobberingh, 2000; Thompson
et al., 2007; Sengupta et al., 2013; Michael et al., 2014; Hansen et al., 2015) ha originado
una era de abusos que se ha visto reflejada en la reduccion o pérdida de eficacia de los
compuestos (CDC 2013; Sengupta et al., 2013; Read y Woods, 2014). De este modo, se ha
favorecido el mantenimiento e incluso la aparicion de enfermedades cuyos agentes causales
han dejado de ser sensibles a la terapéutica convencional (Bergmans et al., 1997; Guerra et
al., 2003; Sengupta et al., 2013). Esto ha promovido, incluso hasta nuestros dias, la
bisqueda incesante de nuevas sustancias, algo cada vez mas complejo y preocupante,
especialmente si tenemos en cuenta que en los ultimos 20 afios tan solo se ha introducido
una nueva clase de antimicrobianos (oxazolidinona), y ya han tenido lugar los primeros
casos de resistencia (Sengupta et al., 2013). De hecho, en la actualidad no hay ningin grupo
de antimicrobianos que esté libre de este fendbmeno (Aarestrup et al., 1999; Levy y
Marshall, 2004; Rossolini et al., 2014; Sousa et al., 2014). Los estudios epidemioldgicos
han demostrado que hay una relacion directa entre el consumo de antimicrobianos y la
aparicion y diseminacién de cepas resistentes (CDC 2013; Nature, 2013; Luyt el al., 2014;
Ventola, 2015).

1.1.1. Retos actuales en la Salud Publica.

El CDC (Center for Disease Control and Prevention) en 2013 o investigadores como
Rossolini (2014) han hablado de la existencia de una pandemia mundial de cepas
bacterianas Gram positivas resistentes, altamente patdgenas y muy peligrosas para la salud
publica (Talebi et al.,, 2015), como son las especies de Enterococcus faecium y
Enterococcus faecalis resistentes a la Vancomicina (VRE) (Silva et al.,, 2012), y

Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina (MRSA) (Golkar et al., 2014; Sousa et al.,



2014; Avendario, 2015). En EEUU, unas 20000 personas se infectan anualmente por VRE y
mueren alrededor de unas 1300. Esta cifra se incrementa hasta las 11285 defunciones si las
infecciones estan producidas por los MRSA (Gross, 2013; Avendafio, 2015). En el caso de
las bacterias Gram negativas, su incipiente resistencia a practicamente todos los farmacos
disponibles recuerda a la era pre-antibiotico (CDC 2013; Golkar et al., 2014). De manera
habitual estan implicadas en infecciones graves, por lo que actualmente se consideran un
gran problema de salud publica a nivel mundial (Farifias y Martinez-Martinez, 2013).

1.1.2. Laresistencia a antimicrobianos en ganaderia y agricultura.
La resistencia a antimicrobianos no es solo un problema asociado a la salud publica. En
sanidad animal, es bien conocido el amplio uso de los antimicrobianos en animales de
abasto: profilaxis, tratamiento de enfermedades y promotores del crecimiento (APC)
(Marshall y Levy, 2011; Garcia-Alvarez et al., 2012; Bartlett et al., 2013; Allen y Stanton,
2014). Anualmente en EEUU, alrededor de unos 7x10° kg. de antimicrobianos son
administrados como APC en ganaderia (Levy, 2002; Golkar et al., 2014). En cambio, en la
Unidn Europa el escenario es muy diferente. EI primer pais en prohibir los APC fue Suecia.
Afios mas tarde le seguirian otros paises como Dinamarca o Reino Unido debido a los
continuos y nuevos hallazgos de cepas multirresistentes, no sélo en personas, sino también
en las canales caricas y en los purines (Cogliani et al., 2011).
El problema de las resistencias asociado al elevado uso de los antimicrobianos con fines
terapéuticos en ganaderia (Garcia-Alvarez et al., 2012), tiene un doble impacto negativo. El
primero de ellos estad relacionado con la cadena alimentaria (Levy y Marshall, 2004;
Barton, 2014; Colobatiu et al., 2015). EI hombre es capaz de incorporar las bacterias y/o
genes de resistencia presentes en los animales de granja que consume (cerdos, aves de
corral, ganado vacuno) (Wright et al., 2010; Barton, 2014; Wichmann et al., 2014). De este
modo, las resistencias son incorporadas a su microbiota intestinal (van den Bogaard y
Stobberingh, 2000), favoreciendo el desarrollo de resistencias incluso entre las bacterias
comensales, que habitualmente no son causa de infeccion (Smith et al., 2002; Bartoloni et
al., 2004; Golkar et al., 2014; Radhouani et al., 2014), pero que pueden actuar como un
potente reservorio de resistencias (Allen y Stanton, 2014).
El fendmeno de la transferencia de resistencias a antimicrobianos entre personas y animales

de granja fue demostrado por Levy (1976), a partir del experimental in situ que llevé a cabo



en una explotacion avicola. Este evidenci6 que los granjeros que suplementaban el pienso
con tetraciclinas a bajas dosis como APC, desarrollaban en su microbiota intestinal
bacterias coliformes resistentes a las tetraciclinas, de forma lenta y continuada. También las
bacterias resistentes estaban presentes en la microbiota intestinal de las aves, pero aparecian
de forma mas rapida (a la semana de suministrar el pienso suplementado), y en mayores
cargas que en los granjeros. Los resultados obtenidos de esta investigacion fueron opuestos
a los que obtuvieron de otros estudios que realizaron en granjas donde no se empleaban
APC (Levy et al., 1976; Marshall y Levy, 2011; Bartlett et al., 2013; Ventola, 2015).

El segundo impacto esta relacionado con la potencial alteracion que sufren las comunidades
microbianas del medio ambiente (Bartlett et al., 2013; Allen y Stanton, 2014). El 90% de
los antimicrobianos empleados en la ganaderia se excretan por la orina y por las heces, por
lo que la presencia de dichos compuestos o sus metabolitos pueden favorecer la presion
selectiva de las cepas resistentes en el entorno (Sayah et al., 2005; Wooldridge, 2012),
siendo eliminadas y diseminadas al medio a través de los purines (Allen y Stanton, 2014).
Se contamina el suelo y el agua (superficiales, subterraneas), que posteriormente es
utilizada en el riego de frutas y verduras, ademas de ser abonadas con las excretas
(estiércol) (Wright 2010; Wooldridge, 2012; Bartlett et al., 2013; Sousa et al., 2014;
Wichmann et al., 2014).

1.2. Mecanismos de resistencia: papel de los plasmidos.
Para comprender el comportamiento epidemioldgico de las cepas resistentes, resulta
fundamental conocer los mecanismos de la resistencia a antimicrobianos. Las resistencias
se producen por diferentes mecanismos, de ahi que diferenciemos entre las resistencias
intrinsecas y las adquiridas (Blair et al., 2015). Hay especies bacterianas que pueden
presentar en su genoma de forma inherente determinadas particularidades estructurales y/o
funcionales, que les confiere resistencia a ciertos antimicrobianos (resistencia intrinseca)
(Blair et al., 2015). En el caso de que las bacterias sean susceptibles a los antimicrobianos y
ante la presencia de dichos compuestos, se pueden producir dos eventos diferentes: que
sean eliminadas por el antimicrobiano o que desarrollen las resistencias a partir de
mecanismos de resistencia adquirida. Existen dos principales mecanismos de resistencia
adquirida: las mutaciones espontaneas (p.e. alteran la proteina diana del farmaco, expulsan

el farmaco al incrementar la actividad de las bombas celulares, etc.) (McManus, 1997;



Guerra et al., 2003; Levy y Marshall, 2004; Allen y Stanton, 2014; Read y Woods, 2014;
Blair et al., 2015); y la adquisicion de elementos génicos mdviles (plasmidos, transposones
e integrones) (Levy y Marshall, 2004; Randall et al., 2004; Middleton y Ambrose, 2005;
Sommer et al., 2009; Allen y Stanton, 2014; Read y Woods 2014; Blair et al., 2015).
Precisamente, son los elementos moviles los que permiten la adaptacion rapida de las
bacterias a los nuevos antimicrobianos, asi como la transferencia de los genes de
resistencia, especialmente a dosis subinhibitorias (Allen y Stanton, 2014). De entre los
elementos génicos moviles, los genes de resistencia a antimicrobianos asociados a
plasmidos poseen una mayor relevancia epidemioldgica, médica y practica, gracias a la
habilidad que poseen para transferirse entre las comunidades microbianas (Sommer et al.,
2009; Dantas y Sommer, 2014; Ramirez et al., 2014). Se ha comprobado que los plasmidos
hallados en especies bacterianas patdgenas, previas a la era pre-antibidtico, no poseen
genes de resistencia (Wright, 2010). Por lo que el uso abusivo e indebido de los
antimicrobianos, ha propiciado su rapido surgimiento como principales vectores de genes
de resistencia (Wright, 2010; Sousa et al., 2014). La presencia de dichos genes no resulta
esencial para la supervivencia de las bacterias en condiciones fisioldgicas, pero si lo son
cuando éstas tienen que sobrevivir bajo determinadas condiciones adversas, como por
ejemplo, ante la presencia de un antimicrobiano (Schwarz et al., 2014).

Los plasmidos no sélo portan genes de resistencia a diferentes grupos de antimicrobianos,
sino que pueden incorporar de forma simultanea ciertos factores de virulencia (Ramirez et
al., 2014) y otros grupos de genes que le proporcionan resistencia a desinfectantes, biocidas
e incluso a metales (Levy y Marshall, 2004; Baker-Austin et al., 2006; Thompson et al.,
2007; Chattopadhyay y Grossart, 2010; Ramirez et al., 2014; Schwarz et al., 2014),
confiriéndoles una ventaja adaptativa sobre el resto de la microbiota.

La adquisicién de genes de resistencia vehiculados por plasmidos y el efecto de los
mismos, asociados al consumo de antimicrobianos, esta siendo muy estudiado en humanos.
La microbiota intestinal se considera un ecosistema especialmente complejo (Suau et al.,
1999; Pérez-Cobas et al., 2013), cuyos desequilibrios pueden tener un impacto importante
en la salud (Grgnvold et al., 2010; Allen y Stanton, 2014). Un ejemplo de ello es el
ocasionado por el consumo de los antimicrobianos (Modi et al., 2013; Pérez-Cobas et al.,

2013), especialmente cuando la microbiota intestinal esta expuesta a dosis subinhibitorias



(Allen y Stanton, 2014). Se ha evidenciado que las bacterias que adquieren los genes de
resistencia a antimicrobianos se multiplican y ejercen una seleccién y presion selectiva
sobre el resto de la microbiota (van den Bogaard y Stobberingh, 2000; Dolejska et al.,
2007; Sousa et al., 2014; Roca et al., 2015). De este modo, se potencian las mutaciones
(Allen y Stanton, 2014; Suzuki et al., 2015), se incrementa la patogenicidad de las cepas
patdgenas resistentes; se convierten en cepas resistentes las bacterias comensales y
proliferan los agentes patdgenos oportunistas como Clostridium difficile (Wlodarska y
Finlay, 2010; Pérez-Cobas et al., 2013; Allen y Stanton, 2014). Esto conlleva la
perturbacion del equilibrio ecoldgico (Grgnvold et al., 2010), pues se altera la composicion,
la diversidad y por tanto, la funcionalidad de la comunidad microbiana, y por ende, de todo
el ecosistema (Wlodarska y Finlay, 2010; Pérez-Cobas et al., 2013; Allen y Stanton, 2014;
Power et al., 2014). Actualmente la microbiota intestinal se considera uno de los
reservorios de genes de resistencia a antimicrobianos mas importantes (Gosalbes et al.,
2015).
1.3. Resistencias a antimicrobianos en el medio ambiente.

Si bien, la presencia y consecuencias de las resistencias a antimicrobianos estan siendo
ampliamente estudiadas en el ser humano y en los animales domésticos, existe un gran
vacio de conocimiento de sus efectos sobre el medio ambiente, y muy especialmente sobre
la fauna silvestre (Livermore et al., 2001). Esta se ve expuesta a los microorganismos
resistentes 0 a los elementos génicos que les confieren la resistencia, principalmente a
través del alimento y el agua contaminada (Cole et al., 2005; Kozak et al., 2009; Guenther
et al.,, 2010, 2011; Radhouani et al., 2012, 2014). Son varios los estudios que han
demostrado que la frecuencia de aislamiento de bacterias resistentes a antimicrobianos son
mayores en los animales que habitan en zonas proximas al hombre o en zonas agricolas,
que aquellos que viven en regiones mas aisladas o virgenes (Cole et al., 2005; Kozak et al.,
2009). No obstante, también se han aislado cepas de E. coli resistentes en las aves del
Artico y de la tundra siberiana (Sjélund et al., 2008), por lo que se especula que el
comportamiento migratorio de las aves favorece la diseminacion de las resistencias a
lugares remotos o a zonas preservadas del planeta (Guenther et al., 2011; Radhouani et al.,
2014). A pesar de estos hallazgos, los investigadores sostienen que el origen de las

resistencias a antimicrobianos en fauna silvestre es principalmente antropogénico
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(Radhouani et al., 2009, 2014; Thaller et al., 2010; Albrechtova et al., 2014; Sousa et al.,
2014), existiendo una correlacion entre los niveles de resistencias que éstos pueden
presentar y el nivel de contacto que establecen con el hombre (Skurnik et al., 2006;
Radhouani et al., 2009, 2014; Guenther et al., 2011; Sousa et al., 2014). En este sentido, se
han publicado estudios basados en el cultivo y aislamiento de cepas patdgenas zoondsicas,
como Enterococcus sp., Salmonella sp. y E. coli en personas, en animales de granja
(cerdos, aves de corral y vacas) (Skurnik et al., 2006; Dolejska et al., 2007) y en especies
silvestres, principalmente en aves (Sjélund et al., 2008; Radhouani et al., 2009, 2014;
Sacristan et al., 2014; Sulzner et al., 2014).

Cuando las especies silvestres, sobre todo aquellas que tienen una estrecha relacion con el
hombre y el ganado, entran en contacto con cepas resistentes a antimicrobianos o con los
elementos génicos, no sélo se infectan. También pueden convertirse en reservorios de cepas
resistentes, en vectores de las mismas e incluso en organismos bioindicadores de
contaminacién microbioldgica de origen antrépico (Sayah et al., 2005; Dolejska et al.,
2007; Bonnedahl y Jarhult, 2014; Sousa et al., 2014). De manera, que pueden emplearse
como indicadores del grado de antropizacion (Bonnedahl y Jarhult, 2014; Sacristan et al.,
2014). Ya décadas atras, autores como Kanai (1981), evidenciaron que, en concreto, las
aves silvestres desempefian un papel muy importante en la diseminacion de cepas
resistentes a antimicrobianos, pues al propagarlas por el medio ambiente, otros animales
son capaces de adquirirlas (Dolejska et al., 2007; Sjélund et al., 2008).

Sin embargo, resulta imprescindible el desarrollo de estudios epidemiolégicos que ayuden a
comprender mejor cdmo se produce la transmisién de bacterias resistentes a las aves
silvestres y el papel que éstas desempefian en el ambiente (Guenther et al., 2010). Tampoco
se conoce suficientemente el papel que las bacterias comensales juegan en la adquisicion,
mantenimiento y dispersion de los elementos mdviles de las resistencias (Pérez-Cobas et
al., 2013; Allen y Stanton, 2014).

El andlisis de la microbiota gastrointestinal se ha basado tradicionalmente en los métodos
de cultivo y microscopia (Clapper y Meade, 1963; Power et al., 2014). Dado que en torno al
80% de la microbiota no es cultivable (Hamady y Knight, 2009), se han desarrollado
técnicas moleculares, como las derivadas de la PCR a tiempo real, que proporcionan

resultados maés fiables al detectar de forma directa, y cuantificar los genes de resistencia
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presentes en el metagenoma bacteriano, por lo que se considera una herramienta muy 0til
en estudios ambientales (Radhouani et al., 2014). Las técnicas no dependientes del cultivo
bacteriano pueden ser herramientas fundamentales a la hora de valorar con una mayor
precision la presencia de genes de resistencia a antimicrobianos en el resistoma (conjunto
de genes de resistencia a antimicrobianos) (Patterson y Singer, 2006; Cantdn, 2009).
Lamentablemente, hasta la fecha, no se ha realizado ningun estudio del resistoma en
especies silvestres.

Disponer de un buen conocimiento de la relacion entre hombre, animales domésticos y
fauna silvestre, es necesario y valioso, pues nos permite adquirir una mejor compresion de
la problematica existente, asi como de la dinamica que siguen las cepas resistentes en
nuestro medio ambiente. La intensificacion en la produccién ganadera y con ello, la del
empleo de los antimicrobianos y la rapida propagacion de bacterias resistentes, ha generado
muchos interrogantes respecto al impacto que éstas pueden ocasionar sobre la fauna
silvestre (Dolejska et al., 2008; Sacristan et al., 2014).

El objetivo de este trabajo es comprender mejor el impacto que las actividades ganaderas
ejercen sobre la presencia de genes de resistencia a antimicrobianos, asi como la evolucion
de dichos genes a lo largo del tiempo en ausencia de la fuente potencial de exposicion,
empleando para el estudio, una especie sinantrdpica, el gorrion comin (Passer domesticus).
Para ello, se han elegido dos poblaciones procedentes de dos escenarios (urbano y
ganadero) y se han seleccionado los siguientes genes de resistencia a detectar contenidos en
plasmidos: sull, sulll, gnrS, tetA, tetQ y mecA (Chopra y Roberts, 2001; Bryan et al., 2004;
Pallecchi et al., 2012; Jiang et al., 2014; Schwarz et al., 2014; Colobatiu et al., 2015).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Obtencidn de las muestras
- Muestras de campo (to):
Con el fin de obtener informacién relevante sobre la influencia de los entornos
ganaderos en la adquisicion de genes de resistencia en gorriones comunes, se
selecciond una poblacidn de estudio y una de control.
- Poblacion de estudio: gorriones procedentes de una granja de ovino, en
intensivo, en la localidad de Olmeda de las Fuentes (Madrid) (40.21N, 3.120).
- Poblacion control: gorriones procedentes de una zona urbanizada, sin
contacto con explotaciones ganaderas, en la localidad de Las Rozas (Madrid)
(40.33N, 3.540).
Se capturaron mediante redes japonesas y se realizd un marcaje mediante anillas
oficiales del MAGRAMA. De todos los ejemplares se tomaron muestras de lavado
cloacal, mediante enema, empleando PBS estéril y pipetas Pasteur de plastico
estériles. El enema se realiz6 con un volumen aproximado de 0,5 mL y se deposit6 en
un microtubo estéril de 1,7 mL. Los muestreos se realizaron en el periodo post-
reproductor del afio 2013 (8 individuos adultos de cada entorno).
Con el fin de identificar patrones de persistencia de genes de resistencia a
antimicrobianos en los individuos de los mismos entornos a lo largo del tiempo, se
replico el muestreo en la misma época del afio 2015 (9 individuos adultos del entorno
ganadero y 13 individuos adultos del entorno urbano).
- Muestras del estudio experimental (t; y t,):
Tras la toma de muestras en la temporada del 2013, los animales fueron capturados,
trasladados a aviarios con condiciones controladas y sometidos a un estudio
experimental. Antes de que éste se iniciase, l0s gorriones se mantuvieron en el aviario
para aclimatarse a las instalaciones durante una semana. Pasado dicho periodo, los 16
individuos se dividieron en cuatro grupos experimentales siguiendo un modelo de
jardin comun, consistente en el mantenimiento de los ejemplares en aviarios.
La duracién del experimento fue de tres semanas. Tras este periodo, los animales

recibieron un suplemento vitaminico durante una semana para recuperarse de los
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posibles efectos de la dieta y para mejorar su condicion fisica antes de su liberacion;
posteriormente fueron devueltos a su lugar de origen.
Los aviarios disponian de agua y comida ad libitum; posaderos, refugio y bandejas de
arena con gastrolitos, asi como de espacio suficiente para que los animales pudiesen
desplazarse sin dificultad (la densidad poblacional estimada del aviario es de 2.25 m*
por individuo). Debido al caracter gregario de esta especie, los gorriones se
mantuvieron durante 21 dias en grupos de 4 individuos compuestos por machos y
hembras, para facilitar el mantenimiento de su conducta social habitual.
Se tomaron muestras antes de iniciar el experimento (to) a los 11 (t;) y a los 21 dias
(t2). Las muestras se refrigeraron y fueron transportadas al laboratorio conservandolas
a -80°C hasta su posterior analisis, realizado en el Centro de Investigacion en Sanidad
Animal (INIA-CISA), Valdeolmos (Madrid).
2.2. Extraccion del ADN
Se procedi6 a la extraccion del ADN mediante filtracion por presion (QuickGene DNA
tissue kit S, Fujifilm®), de cada una de las muestras, siguiendo las instrucciones del
fabricante. EI ADN extraido fue posteriormente analizado mediante PCR a tiempo real.

2.3. Seleccion de genes de resistenciay PCR a tiempo real

Las muestras se validaron mediante la deteccién del gen 16S por PCR a tiempo real,
empleando el protocolo descrito por Jiang (2013). Tras la validacion, se llevd a cabo la
deteccidn de 6 genes de resistencia a antimicrobianos:

- Los genes sully sulll (resistencia a las sulfonamidas), tet(A) y tet(Q) (resistencia a
las tetraciclinas) y gnrS (resistencia a las fluoroquinolonas) por el amplio uso de
estos antimicrobianos en el tratamiento y profilaxis de enfermedades infecciosas en
ganaderia.

- El gen mecA (resistencia a la meticilina), por el impacto que conlleva su presencia
para la salud publica.

Para la deteccién de los genes de resistencia, se empled la PCR a tiempo real. Esta técnica
molecular permite trabajar directamente sobre el metagenoma intestinal bacteriano de las
aves. Puesto que el 80% de la microbiota intestinal no es cultivable, nuestro estudio no se
ha limitado a una pequefia fraccion de bacterias que solo pueden ser estudiadas a través del

procedimiento clésico, el cultivo (Power et al., 2014).
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Los genes y las pruebas realizadas figuran en la tabla 1 y anexo (pag. 37).

Tabla 1. Genes de resistencia a antimicrobianos para el estudio y técnicas que se han realizado.

Gen Resistencia a Método Referencia

sull Sulfonamidas rtPCR (Sybr Green) (Jiang et al., 2013)
sulll Sulfonamidas rtPCR (Sybr Green) (Jiang et al., 2013)
gnrS Fluoroquinolonas rtPCR (Sybr Green) (Marti y Balcazar, 2013)
tet(A) Tetraciclinas rtPCR (Sybr Green) (Jiang et al., 2013)
tet(Q) Tetraciclinas rtPCR (Sybr Green) (Jiang et al., 2013)
mecA | Meticilina (cepas MRSA) rtPCR (sonda TagMan) (Francois et al., 2003)

2.4. Establecimiento de curvas patroén.
Para la cuantificacion de los genes de resistencia se han elaborado controles estandares a
partir de los amplicones obtenidos de las PCRs para cada gen de resistencia y para el gen
16S. Se clonaron en E. coli mediante kits comerciales (Belliere et al., 2011), para a
continuacion purificarse y cuantificarse mediante espectofotometria. EI nimero de copias
se obtuvo mediante la division entre la concentracién obtenida y el peso molecular del
plasmido (vector mas inserto), obtenido mediante la secuenciacién del mismo. Se realizd
una curva patron, mediante diluciones en base 10, hasta alcanzar concentraciones inferiores
a una copia por reaccién. Se obtuvo la sensibilidad de la técnica, el coeficiente de
correlacion, la eficiencia y el rango de cuantificacion.

2.5. Cuantificacion de las muestras.
Las formulas de cuantificacion se obtuvieron a partir del ciclo umbral (Ct) de las curvas
patrén de cada uno de los genes de resistencia, incluyendo el 16S, que se emple6 como
cuantificacion bacteriana. EI Ct se define como el ciclo a partir del cual una muestra
presenta una variacion de la fluorescencia (AF/AC), considerandose dicha muestra como
positiva a la deteccion. Para normalizar el estudio, el Ct se ha obtenido en todos los casos

con el valor de AF/AC de 0,02. A continuacion, se calcularon los coeficientes de la curva

patrdn, siendo la formula:
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logx = —ay + b, donde
x es la concentracién del control positivo, e
y es el Ct del mismo.

Para el calculo del nimero de copias de cada uno de los genes de resistencia (incluyendo el
gen 16S) en las muestras positivas se tomé el Ct de las mismas, obtenido con el valor
AF/AC de 0,02. Para la comparacion de las cargas de genes de resistencia entre distintas
muestras se relativizd con el nimero total de bacterias, tal como figura en la formula

siguiente:

n® de copias del gen X

concentracion relativa del gen X = -
g n® de copias de 16S

La cuantificaciéon solo ha sido posible en los genes sull y sulll al estar presentes en la
mayor parte de los individuos (ver resultados). Dado el reducido nimero de individuos
positivos al resto de genes (gnrS, tet(A), tet(Q), mecA), solo se ha valorado la presencia-

ausencia de los mismos.

2.6. Estadistica

Para evaluar las diferencias entre las poblaciones de gorriones del entorno ganadero y
urbano se ha realizado un test- de la T para comparar los porcentajes de copias, asi como la
prevalencia de los genes sull y sulll y el niUmero promedio de genes y establecer si hay
diferencias en dichos emplazamientos entre los afios de muestreo 2013-2015 y entre
emplazamientos en cada una de las fases del estudio experimental. Ademas, para evaluar la
variacion en la prevalencia de cada gen de resistencia a lo largo del estudio experimental, se
ha realizado el test de Kruskal Wallis.

Todos los datos se han analizado mediante el programa STATISTICA®. Se han

considerado los datos estadisticamente significativos a partir de p<0,05.
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3. RESULTADOS

Los resultados se hallan resumidos en las tablas 2, 3 y 4. Cabe destacar que los seis genes

estudiados se han detectado en al menos una muestra.

Tabla 2. Resultados de la deteccién de genes de resistencia en gorriones comunes (Passer
domesticus).

o % %
. ~ . % % % % % % . copias copias
Origen | Afio | Tiempo | 0 | o | gyt gnrs' | tet(A)! | tet(Q)* | mecA® gmm"d'% delgen | del gen
e genes 3 3
sull sulll
] 0 8 | 100 75 38 25 13 0 2,5 8,5x10° | 10x10°?
Ge%rtg?:? 2013 1 8 | 100 37 13 0 13 0 1,6 1,4x107 | 7,0x10°
-3 5
Ganadero 2 8 | 100 25 13 0 0 0 1,4 1,4><10_1 1,9><10_1
2015 0 9 | 22 33 0 22 22 0 1,0 7,5x10 1,2x10
) 0 8 | 75 0 0 0 0 0 0,75 2,8x10° n/a’
Ge?]"tg?r?gs 2013 1 8 | 88 25 13 13 38 13 1,9 3,0x10° | 3,6x10°
2 8 88 12 0 0 0 0 1,0 3,3x10° | 1,3x10*
Urbano - =
2015 0 13| 0 8 0 8 23 8 0,46 n/a 4.2x10

! porcentaje de individuos positivos a la deteccién del gen.

Zmedia de genes detectada por individuo.

% porcentaje medio de cepas con el gen de resistencia con respecto al total bacteriano (gen ARNr 16S).
“n/a (no aplicable); por debajo del limite de deteccion.

Segun los resultados obtenidos, observamos que tanto en el 2013 como en el 2015, las
resistencias a las sulfonamidas (sull y sulll) y tetraciclinas (tet(A) y tet(Q)) son las mas
frecuentes en los gorriones del entorno ganadero. A diferencia de las resistencias a las
fluoroquinolonas (qnrS), que s6lo estan presentes en el 2013. El porcentaje de individuos
positivos a genes de resistencia, el nimero promedio de genes detectados y el porcentaje de
copias de sull y sulll, decrecen a lo largo del estudio experimental.

Los gorriones del entorno urbano solo presentan resistencias a las sulfonamidas en el 2013
a to y al resto de genes en el t;. En el 2015, también presentan resistencias a las
sulfonamidas, ademas de resistencias a las tetraciclinas y meticilina (mecA). Esta Gltima de

gran relevancia en salud publica al estar involucrada en graves enfermedades nosocomiales.
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Tabla 3. Resultados del estudio estadistico (I). Comparacion entre entornos y afios.

Gorriones entorno Gorriones entorno Gorriones entorno
Ganadero Urbano Ganadero y Urbano 2013
2013-2015 2013-2015 (t=0)
% sull t=4.970 p=0.000 t=5.941 p=0.000 n.s.
% sulll n.s. n.s. t=-4.583 p=0.000
% copias del gen sull t=-2.499 p=0.037 n.s. n.s.
n° promedio de genes t=3.195 p=0.006 n.s. t=-5.584 p=0.000

n.s. no significativo

Se observan diferencias significativas interanuales dentro de una misma localidad. Entre los

afios de muestreo 2013-2015, los gorriones del entorno ganadero presentan diferencias

significativas en el porcentaje de individuos positivos al gen sull, asi como en el porcentaje

de copias de éste y en el

nimero promedio de genes.

Los gorriones del

urbano solo

diferencias en el porcentaje de ¢

individuos positivos al gen 3

sull.

También se

diferencias significativas en el

porcentaje  de

entorno

H
muestran %

observan

individuos

0

1

=@~ gorriones entomo urbano

== gorriones entomo ganadero

21 Dias

Gréfica 1. Numero promedio de genes de resistencia a antimicrobianos
presentes en los gorriones de ambos entornos durante el estudio

experimental. *diferencias significativas (p<0.05).

positivos al gen sulll y en el

namero promedio de genes al comparar los gorriones de ambos escenarios en el afio 2013 a

tiempo 0.

No se han encontrado diferencias significativas entre las poblaciones de gorriones urbanos

y ganaderos a tiempo 1y 2 del estudio experimental.
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Tabla 4. Resultados del estudio estadistico (I). Variacion a lo largo del estudio experimental de

cada variable.

% tet(Q) % copias del gensull | n° promedio de genes
. H=8.735 H=9.706
Gorriones entorno Ganadero 2013 n.s. 0=0.013 p=0.008
. H=6.571
Gorriones entorno Urbano 2013 0= 0037 n.s. n.s.

n.s. no significativo

Se observan diferencias significativas en el porcentaje de copias del gen sull y en el nimero
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Gréfica 2. Porcentaje de cepas con el gen sull con respecto al total

bacteriano durante el estudio experimental. *diferencias

significativas (p<0.05).

promedio de genes en los gorriones
del entorno ganadero, cuyos
valores descienden a lo largo del
estudio experimental hasta alcanzar
valores similares a los presentados
por los gorriones del entorno
urbano.

No se han encontrado diferencias
significativas en los porcentajes de
prevalencia en las fluoroguinolonas
(gnrS), tetraciclinas (tet(A), tet(Q))

y meticilina (mecA) en los gorriones del entorno ganadero en el afio 2013. Los gorriones

del entorno urbano solo presentan diferencias en el porcentaje de individuos positivos al

gen tet(Q).
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4. DISCUSION

El presente estudio es el primero en el que se han detectado, cuantificado y evaluado a lo
largo del tiempo la presencia y concentracion de genes de resistencia a antimicrobianos,
trabajando directamente sobre el metagenoma bacteriano intestinal de aves sinantrépicas
(gorriones comunes). Para ello, se ha empleado una técnica molecular altamente sensible y
fiable como es la PCR a tiempo real. Gracias a ésta, ha sido posible profundizar algo méas
en un mundo tan complejo como es de las resistencias a los antimicrobianos.
Investigaciones previas han evidenciado que la tasa de resistencias a antimicrobianos en
gorriones comunes que habitan en entornos ganaderos es baja (Dolejska et al., 2008;
Sacristan et al., 2014). Dichas evidencias estan en linea con las observadas en este trabajo
(p.e. los porcentajes de bacterias positivas a sull y sulll no han superado en ninguno de los
casos el 0,12% del total bacteriano).

Entre los genes estudiados, los mas frecuentes en ambos entornos son los responsables de
resistencias frente a las sulfonamidas (sull, sulll) y a las tetraciclinas (tet(A), tet(Q)). El
marcado uso de estos compuestos en medicina humana (Chopra y Roberts, 2001; Lanz et
al., 2003; Dolejska et al., 2007; Thompson et al., 2007; Jurado-Rabadan et al., 2014; Suzuki
et al., 2015) y en veterinaria (Bywater et al., 2004; Dolejska et al., 2007; Pallecchi et al.,
2012; Suzuki et al., 2015), tanto en animales domésticos (Chopra y Roberts, 2001; Lanz et
al., 2003; Dolejska et al., 2007; Costa et al., 2008) como en animales de abasto, habria
favorecido la aparicion, la dispersién y el mantenimiento de dichas resistencias, siendo
actualmente las mas abundantes en todo el mundo (Guenther et al., 2010; Pallecchi et al.,
2012).

Multitud de estudios realizados en explotaciones ganaderas han constatado que las
resistencias a las sulfonamidas y a las tetraciclinas son las mas frecuentes en ganado
vacuno, aves de corral, cerdos (van den Bogaard et al., 2000; Guerra et al., 2003; Lanz et
al., 2003; Bywater et al., 2004; Dolejska et al., 2007; Jurado-Rabadan et al., 2014) e incluso
en pequefios rumiantes (Filioussis et al., 2013; Cheney et al., 2015), a pesar de que el
empleo de estos compuestos es mas reducido en estos animales. Tales hallazgos coinciden

con los obtenidos en este trabajo.
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A pesar de que las sulfonamidas y las tetraciclinas contintan siendo los antimicrobianos de
primera eleccion en ganaderia, se ha venido observando como en los Gltimos afios parece
haber una tendencia en el empleo de nuevos farmacos. Este es el caso de las
fluoroguinolonas (van den Bogaard et al., 2000; Filioussis et al., 2013). Probablemente la
deteccién del gen gnrS en los gorriones del entorno ganadero se deba a que han sido
expuestos al mismo.

Otro de los hallazgos mas interesantes que ha tenido lugar en este estudio, ha sido la
deteccién del gen mecA (resistencia a la meticilina). Su presencia suele estar ligada a la
bacteria Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA, por sus siglas en inglés).
Actualmente es el agente causal de numerosas enfermedades nosocomiales (Grundmann et
al., 2006) y responsable de hasta 11285 defunciones al afio en EEUU (Gross, 2013; Sousa
et al., 2014; Avendafio, 2015). Investigaciones previas han evidenciado la presencia de
cepas de Staphylococcus spp. portadoras del gen mecA en aves silvestres como el ratonero
comun (Buteo buteo) (Sousa et al., 2014), buitre leonado (Gyps fulvus) (Porrero et al.,
2013) o grajos (Corvus frugilegus) (Loncaric et al., 2013), sin embargo no ha sido hasta
ahora cuando se ha descrito por primera vez su presencia en gorriones comunes. La
detecciéon del gen mecA en los gorriones del entorno urbano, nos hace sospechar que
pueden actuar como diseminadores y reservorios del gen (Porrero et al., 2013; Sousa et al.,
2014), contribuyendo a su permanencia en un entorno que no es el hospitalario. Las
hipdtesis planteadas para explicar su presencia son dos. La primera de ellas es que podria
deberse a una excrecién intermitente, y la otra, que lo hubieran adquirido a partir del
personal encargado del estudio experimental (Sousa et al., 2014). Esta Gltima es descartada
por las condiciones controladas en las que se realizd el experimento. A pesar de que hay
poca informacidn disponible sobre su epidemiologia y se estima que la prevalencia de las
Cepas MRSA en fauna silvestre es baja (Porrero et al., 2013; Sousa et al., 2014), seria de
gran interés la realizacion de estudios que ahondasen en el conocimiento de estas
resistencias debido al riesgo potencial que representan para la salud publica (Porrero et al.,
2013).

A pesar del bajo nivel de resistencias a antimicrobianos presentes en los gorriones del
entorno ganadero de este estudio, se ha comprobado como hay diferencias en las mismas

entre los afios de muestreo 2013-2015, lo que parece indicar niveles de exposicion
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diferenciales entre dichos afios en la poblacion estudiada. Esta interpretacion se ha basado
principalmente en las diferencias significativas halladas en el nGmero promedio de genes,
evidenciando que los niveles de resistencia presentes en los gorriones muestreados del afio
2013 son superiores a los muestreados en el afio 2015. Este hallazgo seria un reflejo de
cémo la exposicion a los antimicrobianos y por ende, los niveles de resistencia, estarian
determinados por las necesidades de uso de estos compuestos en la explotacion ganadera
(Cole et al., 2005; Kozak et al., 2009; Dolejska et al., 2008; Sacristan et al., 2014) bien
como tratamientos profilacticos en las distintas fases productivas de las ovejas o bien, como
tratamientos en casos clinicos, que a su vez condicionan el tipo y la dosis de los farmacos a
utilizar. Por ejemplo, se sabe que el consumo de antimicrobianos es mayor durante la
entrada de animales nuevos a la explotacion ganadera. Lamentablemente, no hemos
dispuesto para cada fecha de muestreo de la informacion relativa a los tratamientos
realizados en la explotacion, asi como los referidos a la entrada de nuevos animales.

En el caso de los gorriones del entorno urbano, tan s6lo se han hallado diferencias
significativas en el porcentaje de individuos positivos al gen sull. Esto pondria de
manifiesto que los niveles en entornos urbanos se hallan de forma estable en las
poblaciones.

También se ha comprobado como hay diferencias significativas en el nimero promedio de
genes al evaluar las cargas de resistencia en los gorriones de ambos entornos en el afio
2013, siendo mas elevado en los gorriones del entorno ganadero que en los del entorno
urbano. La explicacion mas plausible a este hecho seria que los gorriones del entorno
ganadero tienen una mayor exposicion a los antimicrobianos, pues el tratamiento y la
profilaxis de muchas enfermedades que sufren los animales de abasto, estan basados en el
amplio uso de estos compuestos. En base a ello, podriamos suponer que los
antimicrobianos que se hayan dado a las ovejas, habrian favorecido la aparicion de cepas
resistentes (van den Bogaard y Stobberingh, 2000; Dolejska et al., 2007; Sousa et al., 2014;
Roca et al.,, 2015). Dichas cepas serian eliminadas junto con la orina y las heces,
diseminandose en el entorno y contaminando desde el suelo (Bartlett et al., 2013), que
puede actuar como un potente reservorio de cepas resistentes o genes de resistencia, hasta
el agua y el alimento (Wright 2010; Wooldridge, 2012; Bartlett et al., 2013; Sousa et al.,

2014; Wichmann et al., 2014), al que tienen acceso los gorriones de manera continua. Estos
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también podrian haber adquirido las resistencias a través del contacto con sus propias
excretas. De un modo u otro, las cepas 0 genes de resistencia pasarian a formar parte de su
microbiota intestinal, favoreciendo el mantenimiento y por ende, la diseminacion y
persistencia de las resistencias dentro de la poblacion y del propio entorno (Allen y Stanton,
2014).

La realizacion del estudio experimental ha permitido conocer por primera vez la evolucién
de las resistencias a antimicrobianos en animales, en ausencia de exposicion. El dato mas
significativo es la reduccion de las cargas de resistencia en los gorriones del entorno
ganadero durante dicho estudio, hasta igualarse a los que presentan los gorriones del
entorno urbano. Esta suposicion esta basada en las diferencias significativas halladas en el
porcentaje de copias del gen sull y en el nimero promedio de genes en los gorriones del
entorno ganadero. Aunque no se hayan encontrado diferencias significativas en el resto de
variables, se ha observado cdmo el porcentaje de copias del gen sulll decrece a lo largo del
experimental, al igual que también lo hace el porcentaje de individuos positivos a los
diferentes genes (a excepcion del gen sull), hasta no detectarse en ningn gorrion los genes
que codifican las resistencias a las fluoroquinolonas (qnrS) y a las tetraciclinas (tet(A),
tet(Q)) al finalizar el experimento. Esto podria deberse a que en el momento en el que deja
de haber exposicidn, los genes contenidos en los plasmidos y que proporcionan una ventaja
adaptativa a las bacterias que los presentan para no ser sensibles al antimicrobiano
(Schwarz et al., 2014), serian eliminados y con ello, las resistencias.

En cambio, los gorriones del entorno urbano presentan diferencias significativas en el gen
tet(Q) durante el estudio experimental. Esto podria deberse a excreciones intermitentes del
gen, como ocurre con cepas bacterianas (Van Immerseel et al., 2004; Stenzel et al., 2014;
Laurin et al., 2015).

Hasta la fecha, son cada vez mas los estudios que reiteran que la fauna silvestre puede
actuar como un potente reservorio ambiental de resistencias a antimicrobianos (Jamborova
et al., 2015), contribuyendo a la dispersion de las mismas a través de su comportamiento
migratorio (Guenther et al., 2011). Las aves migratorias desempefian un papel crucial en la
circulacion y el mantenimiento de las bacterias y/o genes de resistencia (Jamborova et al.,
2015). Es por ello, la necesidad de crear estudios centinela que monitoreen el impacto que
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éstas pueden ocasionar, no solo sobre el medio ambiente, sino también sobre la propia
fauna silvestre (Guenther et al., 2011).

Actualmente, los estudios de resistencia que se han realizado en fauna silvestre estan
basados en la deteccion e identificacion de bacterias resistentes y sus repercusiones para la
salud publica (Jamborova et al., 2015), ignorando las repercusiones que pueden tener para
los propios animales que los vehiculan. Si bien en medicina humana y en animales
domésticos se ha comprobado como la presencia de genes de resistencia en la microbiota
intestinal es capaz de alterar la funcionalidad de la misma (Grgnvold et al., 2010;
Wilodarska y Finlay, 2010; Pérez-Cobas et al., 2013; Power et al., 2014), teniendo serias
consecuencias para la salud (Allen y Stanton, 2014), podriamos pensar que de igual modo
puede afectar a la de la fauna silvestre. Desafortunadamente, existe un gran
desconocimiento a cerca de la composicion y la funcionalidad de la microbiota intestinal de
las aves silvestres (Guenther et al., 2011), asi como las consecuencias que puede tener la
alteracion de ésta sobre su eficacia bioldgica.

En esta investigacion se ha trabajado con una especie que actualmente esta en detrimento
poblacional en muchas ciudades del mundo (De Laet y Summers-Smith, 2007; Shaw et al.,
2008), el gorrion comdn. Los factores de riesgo relacionados con el descenso poblacional
contintian siendo un vivo debate, sin que se haya logrado dar una respuesta satisfactoria.
Algunos de ellos son: fuerte expansién de la ciudad y la pérdida simultanea de zonas verdes
(parques Yy jardines) (Murgi y Macias, 2010), el aumento de las edificaciones (Shaw et al.,
2008), el incremento de vehiculos (atropellos) (CODA 1993), la competencia por los
recursos con otras especies (palomas), el incremento de depredadores (gatos) (Shaw et al.,
2008) o la presencia de contaminantes en el medio (Koivulay Eeva, 2010).

Asi mismo, se ha intentado relacionar el declive poblacional con alteraciones en los
parametros fisioldgicos e inmunoldgicos de estos animales, corroborandose que este Gltimo
estd intimamente relacionado con el éxito reproductivo y la supervivencia de las aves
(Parejo y Silva, 2009; Herrera et al., 2015). Dada la importancia que la microbiota digestiva
posee en los organismos, que empiezan a tener una consideracion de “superorganismos”
(Gill et al., 2006), seria fundamental estudiar el impacto que estos genes tienen en la
diversidad, abundancia y funcionalidad de dicha microbiota, como un parametro fisioldgico

mas.
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Para ello resulta esencial la creacién de nuevos estudios que esclarezcan el papel que
desempefian los genes de resistencias, asi como las potenciales repercusiones que puede
suponer su presencia en la salud de la fauna silvestre.

La realizacidn de este trabajo, nos ha permitido conocer un poco mejor el comportamiento
de las resistencias en ambos escenarios a través de una especie sinantropica, el gorrion
comun. A pesar de que se seleccionaron las condiciones mas conservadoras, tanto por ser
una especie reconocida como de baja incidencia de resistencias (gorrion comun) (Dolejska
et al., 2008; Sacristan et al., 2014), como por tratarse de una especie productiva con bajo
indice de intensificacion de la produccion (produccion ovina) (Morris y Kenyon, 2014), se
observaron diferencias significativas en ciertos parametros. Por ejemplo, el nimero
promedio de genes, puede servir de indicador de contacto con ganaderia, de tal forma que
se pueden aplicar en multitud de estudios de calidad de habitat. Se espera que dicho valor
sea todavia mayor en otros escenarios ganaderos de mayor intensificacién en la produccion,
como el avicola o el porcino, que seran estudiados proximamente.

También es necesario estudiar la relacién entre los tratamientos realizados en las
explotaciones y la adquisicion de las resistencias en la fauna sinantrdpica, habida cuenta de
las diferencias que se han hallado en las aves que habitan en la explotacion de ovino entre
2013 y 2015. Ademas de servir como un indicador de contacto con ganaderia, la presencia
de genes de resistencia podria tener consecuencias potenciales en la composicion y en la
diversidad de la microbiota, que, si bien no han sido estudiadas en el presente trabajo, seran
incluidas en los proximos estudios.

Este trabajo también incluye una fase experimental que no fue disefiada con el propdsito de
estudiar los genes de resistencia a antimicrobianos. Sin embargo, dado la carencia de
estudios sobre este tema en fauna silvestre y por la complejidad que supone la captura de
los animales, se ha considerado de gran valia la utilizacion y el analisis de las muestras
obtenidas a lo largo del experimental. Gracias a ello, se ha podido comprobar como el
namero de genes de resistencia y la concentracion de los mismos desciende en los gorriones
del entorno ganadero hasta niveles similares a los del entorno urbano, que podrian
considerarse basales. Este resultado tiene un gran impacto, ya que por primera vez se
aportan datos sobre la persistencia de genes en el resistoma intestinal, abriendo paso a

futuros estudios epidemioldgicos sobre la dispersion de los mismos en el medio ambiente.
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5. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones obtenidas de este estudio son:

1. Los genes de resistencia a antimicrobianos detectados con mayor frecuencia coinciden
con los observados en estudios previos, poniendo de manifiesto su elevada ubicuidad.

2. Se ha detectado por primera vez en gorriones comunes el gen mecA, de elevada
importancia en salud publica.

3. Se han observado diferencias significativas entre los muestreos ganaderos de 2013-
2015, hecho atribuido a las posibles diferencias de tratamiento en el ganado ovino
para cada época de muestreo.

4. Las diferencias observadas en los entornos ganadero y urbano de 2013 ponen de
manifiesto la importancia de la exposicion en la adquisicion y cuantificacion de genes
de resistencia; sirviendo éstos como indicadores del grado de exposicion a
explotaciones ganaderas.

5. El descenso de las resistencias durante el periodo experimental, puede estar
relacionado con la ausencia de exposicion de los gorriones de entornos ganaderos, lo

que conlleva un descenso hasta niveles considerados basales de resistencia.
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7. ANEXO. PROTOCOLOS DE rt-PCR GENES DE RESISTENCIA A

ANTIMICROBIANOS

Genes:

1. ARNr 16S

16S-F: 5’-ATGGCTGTCGTCAGCT-3’
16S-R: 5’-ACGGGCGGTGTGTAC-3’

REACTIVOS VOLUMEN (20 ul reaccién) CONCENTRACION FINAL
Kappa Master Mix 2x 10 pl 1x
16S-F (20 uM) 0,1l 0,2 uM
16S-R (20 uM) 0,1l 0,2 uM
H,0 58 |.l| -

PCR: 95°C 6min, 40x (95°C 30s, 62°C 30s, 72°C 60s)

2. sull

sul I-F: 5’-CGCACCGGAAACATCGCTGCAC-3’
sul I-R: 5’-TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG-3’

REACTIVOS VOLUMEN (20 ul reaccién) CONCENTRACION FINAL
Kappa Master Mix 2x 10 pl 1x
sul(1)-F (20 uM) 0,1 pl 0,2 uyM
sul(1)-R (20 uM) 0,1 pul 0,2 uM
H,0 58 |.l| -

PCR: 95°C 6min, 40x (95°C 10s, 68°C 30s)

3. sulll

sul 1I-F: 5’-TCCGGTGGAGGCCGGTATCTGG-3’
sul 1I-R: 5’-CGGGAATGCCATCTGCCTTGAG-3’

REACTIVOS

VOLUMEN (20 pl reaccion)

CONCENTRACION FINAL

Kappa Master Mix 2x 10 pl 1x
sul(11)-F (20 uM) 0,2 ul 0,2 uM
sul(1)-R (20 uM) 0,2 ul 0,2 uM

H,0 5,6 |.l| -

PCR: 95°C 6min, 40x (95°C 30s, 62°C 30s, 72°C 60s)

4. tet(A):

tet(A)-F: 5’-GCGCTNTATGCGTTGATGCA-3’
tet(A)-R: 5’-ACAGCCCGTCAGGAAATT-3’

REACTIVOS VOLUMEN (20 ul reaccién) CONCENTRACION FINAL
Kappa Master Mix 2x 10 pl 1x
tet(A)-F (20 uM) 0,2 pl 0,2 UM
tet(A)-R (20 uM) 0,2 ul 0,2 UM
H,0 5,6 |.l| -

PCR: 95°C 6min, 40x (95°C 30s, 62°C 30s, 72°C 60s)
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5. tet(Q):
tet(Q)-F: 5’-~AGAATCTGCTGTTTGCCAGTG -3’

tet(Q)-R: 5’-CGGAGTGTCAATGATATTGCA -3°

REACTIVOS VOLUMEN (20 ul reaccién) CONCENTRACION FINAL
Kappa Master Mix 2x 10 pl 1x
tet(Q)-F (20 uM) 0,2 pl 0,2 UM
tet(Q)-R (20 uM) 0,2 ul 0,2 uM
H,0 5,6 |.l| -

PCR: 95°C 6min, 40x (95°C 30s, 62°C 30s, 72°C 60s)

6. qnr(S):
gnrSrt-F1: 5’- GACGTGCTAACTTGCGTGAT -3’
gnrSrt-R1: 5’- TGGCATTGTTGGAAACTTG -3’

REACTIVOS VOLUMEN (20 ul reaccién) CONCENTRACION FINAL
Kappa Master Mix 2x 10 pl 1x
gnrSrtF (20 uM) 0,2 pul 0,2 uM
gnrSrtR (20 uM) 0,2 ul 0,2 UM
H,0 5,6 |.l| -

PCR: 95°C 6min, 40x (95°C 30s, 62°C 30s, 72°C 60s)

7. mecA
mecA-F2: 5’-CATTGATCGCAACGTTCAATTT-3’
mecA-R2: 5’-TGGTCTTTCTGCATTCCTGGA-3’

mecA-probe: 5’-6FAM- TGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCAT -BHQ-1-3’

REACTIVOS

VOLUMEN (20 ul reaccién)

CONCENTRACION FINAL

2x Quantiprobes 10 pl 1x
mecA-F2 (20 uM) 0,1 ul 0,2 UM
mecA-R2 (20 uM) 0,1 ul 0,2 UM
mecA-probe (10 uM) 0,15 ul 0,3 uM
H,O 3,65 ul -

PCR: 95°C 5min, 50x (95°C 15s, 60° C 60s).
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