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La aparicion y propagacion de determinantes
de resistencia — i.e bacterias resistentes (ARB,
por sus siglas en inglés) y genes de resisten-
cia a los antibidticos (ARG, por sus siglas en
inglés) —, constituye una de las amenazas mas
graves a las que se enfrenta la salud publicay
la sanidad animal hoy en dia. No obstante,
aungue los mayores problemas se observan
en el entorno clinico, el medioambiente (MA)
desempefia un papel fundamental en la emer-
gencia y diseminacion de dichas resistencias.

El medioambiente (MA) desempeia un
papel fundamental en la emergenciay
diseminacién de determinantes de
resistencia antimicrobiana

Con el objetivo de profundizar en el conoci-
miento del papel del MA en la emergencia y
transferencia de resistencias a los antibidticos,
en el afio 2019, el Plan Nacional frente a la
Resistencia a los Antibiéticos (PRAN) crea el
Grupo de Trabajo de Resistencias en el MA
(PRAN-MA) con los siguientes objetivos
especificos:

® |dentificar qué areas de conocimiento son
de interés en lo referente al papel de las
resistencias en el MA;

® Avanzar en el desarrollo de herramientas
gue permitan categorizar riesgos para la
salud publica y la sanidad animal;

@ Elaborar un informe de conclusiones que
permita desarrollar acciones futuras.

Para cumplir con los objetivos planteados, se
desarrollé un plan de trabajo que comenzd
durante el PRAN 2019-2021, y se dividié en 3
fases:

® Fase 1: Identificacion de los puntos de emi-
sion de determinantes de resistencias al
MA vy la caracterizacién del comportamien-
to medioambiental de los antibidticos de
mayor uso en salud humana y sanidad ani-
mal. Como resultado de esta primera fase
se elaboraron los siguientes informes:

— Informe 1.1: Estudio de las principales
fuentes de emisidén, rutas de dispersion
y vias de exposicidén a los antimicrobia-
nos, bacterias resistentes y genes de
resistencia antimicrobiana para perso-

nasy animales.

— Informe 1.2: Destino y comportamiento
ambiental de antimicrobianos y su rele-
vancia en la resistencia.

® Fase 2: Estudio de los datos de monitoriza-
cion ambiental y posibles mejoras de los
planes de vigilancia. Esta fase incluye los
siguientes informes, entre los que se
encuentra el presente documento:

— Informe 2.1: Objetivos y estrategias para
la vigilancia ambiental de determinantes
bidticos de resistencia a los antibidticos.

— Informe 2.2: Monitorizacién de residuos
de antibiéticos en estaciones depura-
doras de aguas residuales y aguas su-

perficiales.

® Fase 3: Evaluacion de las metodologias de
andlisis de riesgos y estudio del posible
impacto de los determinantes de resistencia
en el MA en salud publica y sanidad animal.
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Actualmente, el grupo de trabajo de resisten-
cias en el MA esta formado por personal per-
teneciente a centros de investigacién y de
otras administraciones publicas. Es un grupo
dindmico que se actualiza con expertos en la
materia de interés en cada momento. Este
informe, que se corresponde con la fase 2.1
del plan de trabajo del PRAN-MA en la que se
estudian distintas metodologias de andlisis de
determinantes de resistencia, asi como los

principales objetivos y estrategias de vigilan-
cia, se enmarca dentro de la linea estratégica
de vigilancia del PRAN. Han participado exper-
tos del Instituto Catalan de Investigacion del
Agua (ICRA), del Instituto de Investigaciéon y
Tecnologia Agroalimentaria - Centro de Inves-
tigacion en Sanidad Animal (IRTA-CReSA), de
la Universidad de La Rioja (UR) y de la Agencia
Espafiola de Medicamentos y Productos Sani-
tarios (AEMPS).
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El MA es el medio receptor al que llegan los
residuos de antibidticos, las bacterias y los
genes de resistencia fruto de las actividades
humanas y animales, interviniendo de forma
compleja en la emergencia y diseminacion de
resistencias. En este sentido, los programas
de vigilancia ambiental de determinantes de
resistencia (ARB y ARG) pueden mejorar sus-
tancialmente nuestra compresiéon de este
fenémeno.

Dichos programas de vigilancia se deben
establecer en base a unos objetivos prefijados
como son la proteccién de la salud publica, o
la conservacion de la calidad ambiental. En
funcion de estos objetivos, estableceremos la
metodologia e indicadores (ARB o ARG) mas
adecuados para cada caso.

Con respecto a la metodologia, las opciones
principales son el cultivo en medidos selecti-
vos, la PCR cuantitativa (gPCR, del inglés
Quantitative  real-time  Polymerase Chain
Reaction) y la metagendmica. En cuanto a los
indicadores, se refieren a cepas bacterianas
centinelas utilizadas para monitorizar la propa-
gacion de la resistencia en diversos entornos
(e.g. Escherichia coli productora de betalacta-
masas de espectro extendido -E. coli BLEE-)
asi como a genes de resistencia y estructuras
genéticas de integracion y movilizacion que
permiten la dispersién de dichos genes de
resistencia. Estos permiten a las bacterias eva-
dir o neutralizar el efecto de los antibiéticos,
por lo que su identificacién es crucial para
entender cémo se desarrollan los mecanis-
mos de resistencia y como se pueden vincular
a ciertos perfiles de resistencia. Tanto la meto-
dologia como los indicadores se deben selec-

cionar de acuerdo con los objetivos del pro-
grama de vigilancia.

A su vez, deben definirse claramente las dis-
tintas estrategias de vigilancia en funcion de
los objetivos planteados. Asi, la vigilancia de
aguas residuales, superficiales, subterraneas,
regeneradas y recreacionales constituye una
fuente de informacién muy relevante ya que:

® Los influentes de las Estaciones Depurado-
ras de Aguas Residuales (EDAR) permiten
conocer los mecanismos de resistencia cir-
culantes y caracterizar la emergencia de
nuevos mecanismos de resistencia, estu-
diar su prevalencia a nivel comunitario y
geogréfico, asi como realizar comparacio-
nes con lo observado en los efluentes de
“puntos calientes” para la emisién ambien-
tal de resistencias como hospitales, indus-
trias farmacéuticas o granjas.

® Los efluentes de EDAR junto a los influen-
tes, permiten evaluar la eficacia en la elimi-
nacién de ARB y ARG durante el proceso
de depuracién, asi como evaluar el grado
de contaminacién ambiental que se esté
emitiendo a través de los efluentes (en tér-
minos de ARB y ARG).

® Elmedio receptor de los efluentes, principal-
mente rios y otras masas de aguas, propor-
ciona informacion sobre el estado de las
aguas superficiales a las que humanos, ani-
males y MA estamos expuestos ademas de
facilitar la diseminacion de ARB y ARG.

® Las aguas regeneradas, sobre todo, las uti-
lizadas para el regadio, son Utiles para ana-
lizar la propagacion de ARB y ARG en los
ecosistemas agricolas y valorar la posible




diseminacion de los mismos a través de la
cadena alimentaria.

® Las aguas subterrédneas y recreacionales,
por su parte, son buenos indicadores de los
riesgos para la salud publica ya que pueden
constituir un punto de exposicion directa a
humanos y animales al ser ingeridas.

Por otra parte, la vigilancia de lodos de depu-
radora o biosdlidos proporciona informacién
sobre los contaminantes quimicos y bioldgi-
cos presentes en el agua residual. Su vigilan-
cia, nos puede dar informacién sobre la difu-
sion de ARB y ARG a suelos agricolas, permi-
tiendo reducir el riesgo de diseminacién de
resistencias en los mismos y asegurar un uso
seguro de los biosélidos como fertilizantes. A
su vez, los biosdlidos tienen un papel impor-
tante para realizar estudios epidemioldgicos,
ya que actlan como sumideros de contami-
nantes, bacterias y genes de resistencia, o
qgue puede ser muy Util para futuros estudios
retrospectivos.

La vigilancia ambiental de resistencias que
provienen de excretas de produccién animal
proporciona informacién de los microorganis-
mos zoonoticos (resistentes o no) con impor-
tancia critica para la salud publica, asi como de
la emision de ARB y ARG a suelos agricolas.

Para la vigilancia de transmision de resisten-
cias mediada por animales de vida libre, es
muy importante definir el objetivo de la infor-
macién que queremos obtener ya que condi-
cionara la especie centinela a utilizar. Asi, se
pueden considerar aves migratorias 0 no
migratorias que viven en ambientes antropiza-
dos segln la distancia de transmisién que
queramos abordar. Igualmente ocurre con los
mamiferos. En este caso, se puede optar por
especies que viven en ambientes antropiza-

dos/zonas de alta densidad ganadera o no.
También se pueden seleccionar especies
acuaticas de vida libre para detectar genes de
resistencia como centinelas e indicadores de
la salud del sistema. En este caso, especies
filtradoras como los bivalvos de agua dulce
son buenos candidatos.

Ademas, la vigilancia del aire como vector de
transmisién de resistencias, es de interés en
entornos cercanos a sus fuentes de emision
tales como granjas y EDAR, entre otros.

En este informe se resumen las distintas meto-
dologias y dianas analiticas mas relevantes
acorde al conocimiento cientifico actual. A su
vez, se indican los objetivos clave que debe
perseguir un programa de vigilancia, asi como
las estrategias de vigilancia necesarias para
cumplir con los objetivos. Se pretende describir
las principales estrategias de vigilancia posi-
bles, aunque la relevancia relativa de cada una
de ellas no estd contemplada en el alcance de
este informe. Asi mismo, se incluyen numero-
sas tablas resumen de los distintos esquemas
de vigilancia a fin de mostrar de forma sencilla
las posibilidades de vigilancia en funcién de los
objetivos y los medios disponibles.

Por Ultimo, es importante destacar que, actual-
mente, la puesta en marcha de cualquier pro-
grama de vigilancia ambiental se puede bene-
ficiar del impulso que ha tenido estos ultimos
afios la epidemiologia de las aguas residuales
para estimar la circulacién comunitaria del
virus SARS CoV-2. Se pueden aprovechar los
sistemas creados a nivel nacional y/o local, y
buscar las sinergias para facilitar el comienzo
de programas sistematicos de vigilancia de
resistencia en aguas residuales que permitiran
anticiparse a nuevas pandemias.
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La vigilancia comprende las operaciones sis-
tematicas y continuas de recogida, compara-
cion y analisis de datos sanitarios y la difusion
de informacién en tiempo oportuno para
tomarse medidas.

La vigilancia medioambiental de
determinantes biéticos de resistencia
(ARB y ARG) puede mejorar nuestra
comprension sobre como estas
resistencias se diseminan en el MA,
siendo de utilidad para reducir las
lagunas de conocimiento

Por tanto, la vigilancia medioambiental de
determinantes bidticos de resistencia (ARB vy
ARG) puede mejorar nuestra comprension
sobre cémo estas resistencias se diseminan
en el MA, siendo de utilidad para reducir las
lagunas de conocimiento en tres ambitos de
especial relevancia:

® Mayor comprension de las dindmicas de
transmision de resistencias en el interfaz
humano —animal— MA.

® Conocimiento de la situacion a nivel comu-
nitario mediante el estudio epidemiolégico
de resistencias en aguas residuales.

® Descubrimiento de nuevas variantes de
genes de resistencias que pudieran apare-
cer en hospitales, industrias farmacéuticas
O granjas, entre otros.

Recientes iniciativas europeas acentlan la
necesidad de contar con sistemas de vigilan-
cia de ARB y ARG. Asi, la Estrategia Europea
de Medicamentos en el Medioambiente (EC
2019) y el Plan de Accién Europeo de Resis-

tencias a los Antimicrobianos (EC 2017) remar-
can la importancia de mejorar la toma de
datos, la vigilancia y la monitorizacién ambien-
tal de genes y bacterias resistentes.

Estas estrategias estan formalizandose regla-
mentariamente a través de la revisidon de varias
Directivas que han sido adoptadas o lo seran
proximamente. La actualizacion de la Directiva
de Aguas Residuales Urbanas (Directiva (UE)
2024/3019), publicada en diciembre de 2024,
establece en su articulo 17(3) que las aglome-
raciones urbanas de mas de 100.000 h-e
deben controlar la resistencia a los antimicro-
bianos en las aguas residuales urbanas. De
manera andloga, las propuestas de enmienda
de la Directiva Marco del Agua (Directiva 2000
/60/CE), de la Directiva de Aguas Subterra-
neas (Directiva 2006/118/CE) y de la Directiva
de Normas de Calidad Ambiental de la Aguas
(Directiva 2008/105/CE) estableceran una lista
de observacién de indicadores de resisten-
cias a los antimicrobianos.

No obstante, la puesta en marcha de un pro-
grama de vigilancia de resistencias en el MA
no es sencilla y requiere de un esfuerzo multi-
disciplinar para definir en qué lugares, cuando,
qué y con qué frecuencia y objetivo se debe
realizar dicha vigilancia ambiental. Ademas,
para que los datos obtenidos sean fiables,
robustos y comparables, se debe trabajar en
la estandarizacion de protocolos de muestreo
y analisis, y la definicién de indicadores y con-
centraciones aceptables. En este sentido, tan-
to la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
como la instituciéon norteamericana Water
Research Foundation (WRF), han propuesto
una serie de indicaciones y protocolos estan-
darizados para poder llevar a cabo una vigilan-




cia en los tres compartimentos que se consi-
deran en el contexto de “Una sola salud” i.e.
humanos, animales y medioambiente.

Para que los datos obtenidos de los
programas de vigilancia de
resistencias en el MA sean fiables,
robustos y comparables, se debe
trabajar en la estandarizaciéon de
protocolos de muestreo y andlisis

La OMS, a través del protocolo “Tricycle” (WHO
2021) propone la monitorizacién de E. coli
BLEE como indicador de las resistencias a
antibidticos tanto en salud humana (hospita-
les), animal (granjas y cadena alimentaria) y
ambiental (rfos impactados). Este protocolo
destaca por la relativa facilidad del analisis
que plantea, 1o que permite su implementa-
cién en programas de vigilancia ambiental lle-
vados a cabo globalmente, incluido en paises
de renta media-baja. Por su parte, la WRF ha
publicado recientemente un extenso docu-
mento en el que se revisan y examinan los
pros y contras de los diferentes métodos ana-
liticos disponibles, y se propone una serie de
microorganismos y genes indicadores para la
monitorizacion fiable del nivel de resistencias
en sistemas acuaticos (Liguori K. et al. 2023).

Con el objetivo de sentar las bases para desa-
rrollar futuros programas de vigilancia ambien-
tal en el marco de la linea estratégica de vigi-
lancia del PRAN, este informe detalla los dis-
tintos objetivos de vigilancia que pueden plan-
tearse, asi como las estrategias necesarias
para alcanzarlos. Se describen las metodolo-
gias disponibles para analizar los determinan-
tes bidticos de resistencia, junto con su utili-
dad, ventajas y limitaciones. Ademas, se pro-
ponen las bacterias y genes de resistencia a
analizar para cada estrategia, basandonos en
el conocimiento actual.

Decidir cudl es la estrategia mas adecuada es
un proceso complejo que requiere evaluar
factores como los objetivos especificos, los
recursos econéomicos disponibles y las fuen-
tes de datos accesibles. En este contexto, se
plantea un enfoque de muestreo estratificado
para cada uno de los objetivos definidos en
este informe, considerando distintos puntos
de muestreo.

El trabajo desarrollado en este informe preten-
de describir las principales estrategias de vigi-
lancia disponibles actualmente, dejando la dis-
cusién sobre su relevancia relativa para la
implementacién de un sistema de vigilancia
ambiental en la fase 3 del PRAN-MA.




4. METODOS Y DIANAS

ANALITICAS
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Métodos y dianas analiticas

Para vigilar de forma eficiente y comparable el
perfil de resistencias a antibidticos de un
ambiente determinado, se requiere disponer
de una metodologia analitica lo méas especifi-
ca y estandarizada posible, asi como identifi-
car aquellos microorganismos o genes que
puedan ser analizados de manera precisa y
rutinaria, y que sean Utiles como indicadores.
A continuacion, se explican brevemente las
ventajas y limitaciones de los principales méto-
dos analiticos en relacion con la vigilancia
ambiental de dianas de elevado interés.

41. METODOS BASADOS EN CULTIVO

BACTERIANO

El cultivo bacteriano esta dirigido a la detec-
cion y evaluacion de la presencia de bacterias
resistentes en diferentes entornos, asi como a
su posterior caracterizacién. Su principal ven-
taja es que permite confirmar la viabilidad de
los microorganismos presentes en la muestra,
ademas de ofrecer la posibilidad de obtenery
almacenar las bacterias aisladas para poste-
riores estudios avanzados desde una pers-
pectiva de “Una sola salud” (Tabla 1). Estos
estudios mas avanzados pueden ofrecer infor-
macién fenotipica y genotipica relevante
mediante la investigacién de los perfiles de
resistencia, el cribado de los genes de resis-
tencia de interés, el estudio de los linajes
genéticos de las bacterias aisladas o la
secuenciacion de sus genomas completos.
Por ejemplo, se pueden llevar a cabo estudios
de correlacién o concordancia entre fenotipo
y genotipo, realizar estudios epidemioldgicos
y filogenéticos entre aislados provenientes de
diferentes ambientes dentro del contexto de
“Una sola salud”, u obtener evidencias de nue-

vos mecanismos de resistencia o informacion
sobre la transmision de los genes de resisten-
cia (si estos se encuentran en elementos movi-
les, bien sean pldsmidos, transposones o
secuencias de insercién, entre otros). Por el
contrario, las limitaciones de los métodos
basados en cultivo estén relacionadas con la
gran diversidad bacteriana en el MA, no dispo-
niendo de medios de cultivo especificos para
todas las especies posibles.

La OMS recomienda el aislamiento por
cultivo de E. coli BLEE como bacteria
indicadora de resistencia clave en el

contexto de “Una sola salud"

Los medios de cultivo convencionales estan
principalmente disefiados para el aislamiento
de microorganismos patdégenos u oportunis-
tas en los dmbitos clinicos y alimentarios, por
lo que, la mayoria de las especies bacterianas
de origen ambiental son dificilmente cultiva-
bles. Por este motivo, la vigilancia basada en
cultivo deberia centrarse en bacterias comen-
sales y patdgenas oportunistas capaces de
sobrevivir en el MA (e.g. E. coli, Enterococcus
spp., Acinetobacter spp., Pseudomonas spp.,
y/0 Aeromonas spp.).

Considerando estas limitaciones, la OMS, a tra-
vés del Sistema Mundial de Vigilancia de la
Resistencia a los Antimicrobianos (conocido
como GLASS, por sus siglas en inglés) reco-
mienda el aislamiento por cultivo de E. coli
BLEE como indicador de relevancia en el con-
texto de “Una sola salud” (WHO 2021). Ademas,
se propone el aislamiento de Enterococcus
faecalis/faecium como bacteria Gram positiva




indicadora de resistencia, especialmente de
aguellos microorganismos resistentes a la van-

cultivo para estos dos microorganismos estan
debidamente estandarizados (Liguori K. et al.

comicina o al linezolid (Tabla 2). Los medios de 2023).

Tabla 1. Ventajas e inconvenientes de la utilizacion de métodos basados en cultivo

(adaptada de Liguori K. et al. 2023)

rwn s

Ventajas

Confirmacion de la viabilidad de los microorganismos presentes en la muestra.
Bacterias de relevancia clinica.

Caracterizacion fenotipica estandarizada.

Caracterizacion de cepas con diversas aplicaciones como:
- Estudio de linajes,

- Estudios epidemioldgicos,

- Estudio de genes de resistencia,

- Estudio de elementos genéticos mdviles,

- Estudios de correlacion fenotipo-genotipo.

Introduccién directa en modelos de evaluacion de riesgo.
Bajo coste.

Inconvenientes

Limitado a bacterias comensales y patdgenas oportunistas dada la carencia de medios de cultivo especifi-
cos para la mayoria de las especies de bacterias de origen ambiental.

Falta de puntos de corte para interpretar el resultado de la caracterizacion fenotipica estandarizada en un
elevado nimero de combinaciones bacteria / antibidtico.

Aumento del coste si es necesario realizar analisis gendmicos posteriores.

Tabla 2. Bacterias indicadoras recomendadas en la utilizacion de métodos basados en

cultivo*

Clase Grupo

E. coli BLEE. diseminada por humanos, animales y MA, ii) su tasa de aparicion se

Alineada con la recomendaciéon de la OMS como indicador en el
contexto de “Una sola salud” debido a que i) es una bacteria resistente

reduce al reducir el consumo de antimicrobianos vy iii) las BLEE confieren
resistencia a antibidticos de importancia critica (WHO 2021).

Enterococcus faecalis/faecium comensal en el intestino de personas y animales, muy frecuente en el
resistente a vancomicina y MA e importante patdgeno oportunista, y ii) Las resistencias sefialadas
linezolid. se han descrito en el ecosistema humano, animal y ambiental y son de

Debido a que i) Enterococcus faecalis/faecium es una bacteria G+

gran relevancia clinica (Alister et al. 2020).

*Para la deteccién y cuantificacion de estas bacterias resistentes se deben usar medios de cultivo selectivos suple-
mentados con antibiéticos o medios cromogénicos especificos.

Objetivos y estrategias para la vigilancia ambiental de determinantes biéticos de resistencia a los antibiéticos




4.2. METODOS MOLECULARES

A diferencia de los métodos basados en culti-
vo, los métodos moleculares estan dirigidos a
la deteccion, identificacion y cuantificacion de
los genes que codifican la resistencia a los anti-
bidticos y aportan informacién sobre su abun-
dancia y prevalencia en una muestra concreta.

Los métodos moleculares estan
dirigidos a la deteccion,
identificacién y cuantificacion
de los genes que codifican
la resistencia a los antibioticos

La principal ventaja de los métodos molecula-
res es que permiten obtener esta informacién
sin necesidad de cultivar los microorganismos
en el laboratorio, lo que soluciona el problema
de la baja cultivabilidad de la mayoria de los
microorganismos (Tabla 3).

Sin embargo, el principal inconveniente de
estos métodos es que no permiten, en la
mayoria de los casos, identificar ni a qué
microorganismo pertenece el gen identificado
(@ no ser que se lleve a cabo una secuencia-
cion hibrida que conlleva un coste elevado), ni
si dicho microorganismo es viable o no. Ade-
mas, la aplicacion de cualquiera de estos
métodos necesita de una serie de pasos pre-
vios, entre ellos la extraccion del ADN de la
muestra problema. Esta extraccién no siempre
es facil y, dependiendo del tipo de muestra,
puede requerir de una optimizacion previa
para obtener la suficiente cantidad y calidad
de acidos nucleicos (ADN, ARN, o ambos) para
abordar con éxito los analisis previstos. Por
otra parte, muchas muestras —sobre todo las
ambientales— contienen substancias que pue-
den interferir o inhibir los analisis posteriores
(por ejemplo, la PCR) con lo que una purifica-
cién adecuada es imprescindible. En este sen-
tido, la oferta de kits comerciales para la
extraccion del ADN o del ARN de todo tipo de
muestras (cultivo, heces, esputo, suelos, sedi-

mentos, aguas, etc.) es muy variada y el uso
de uno u otro depende del tipo de muestra,
del tipo de andlisis y de las preferencias del
analista en base a su experiencia previa. Hoy
en dia, el abanico de herramientas molecula-
res disponibles para identificar y cuantificar un
gen diana es amplio y podemos escoger la
herramienta que mejor se adapte a los objeti-
vos de nuestro estudio.

Los diferentes métodos moleculares presen-
tan a su vez ventajas e inconvenientes, algu-
nos transversales a todas las técnicas y otros
mas especificos (ver apartados siguientes).

4.2.1. Analisis moleculares dirigidos (PCR,
qPCR y HT-qPCR)

Los analisis basados en PCR permiten detec-
tar (PCR estandar) o cuantificar (PCR cuantitati-
va, 0 gPCR) los genes de una muestra determi-
nada, aun encontrdndose a concentraciones
muy bajas, dado que cada ciclo de reaccién
duplica el nimero de copias del gen diana,
amplificando exponencialmente su abundan-
cia. Esta capacidad de amplificacion dota a la
técnica de una gran sensibilidad que se suma
a la gran especificidad de la misma debida a la
complementariedad de bases entre el ADN
diana (el gen en cuestion) y los cebadores
(pequefios oligonucledtidos complementarios
a las regiones que flanquean el fragmento del
gen a amplificar) utilizados para éste. Hay que
destacar que ambas propiedades también
afladen un elevado riesgo de contaminaciéon e
inhibicion de la reaccién (Roux 2009).

La deteccion o cuantificacion de genes de
resistencia mediante PCR requiere de un dise-
flo previo y optimizacién del test para el gen
diana a estudiar, lo que incluye tanto el disefio
de los cebadores como de las condiciones de
la reaccion (temperatura de hibridacion, nime-
ro de ciclos, limites de deteccion y cuantifica-
cion, etc.). La optimizacién de estas variables
no es facil y puede llevar tiempo. En todo caso,
el nimero de protocolos de PCR (o gPCR) ya
desarrollados para muchos de los genes de
resistencia de mayor relevancia clinica y



ambiental es elevado, lo que ofrece un poten-
cial analitico enorme sea cual sea el objetivo
del estudio (Tabla 3).

Recientemente se ha desarrollado una técnica
de PCR de alta resolucién (HT-gPCR, del inglés
High-Throughput gPCR) basada en microfluidi-
ca que permite la deteccidon y cuantificaciéon
de centenares de genes en un solo anélisis
(Lamas et al. 2016; Sandberg et al. 2018;
Waseem et al. 2020; Ishii 2020). Estos siste-
mas constituyen una herramienta revoluciona-
ria por su versatilidad y adaptabilidad, ademas
de por el ahorro de tiempo de analisis, pero
requieren una considerable experiencia para
adecuar el disefio del analisis (n°® de genes x
n° de muestras) y un equipamiento sofisticado.
El mercado ofrece varias opciones para este
tipo de instrumental y, lo que es mas intere-
sante, algunas compafiias ya ofrecen platafor-
mas de analisis de genes de resistencia a la
carta para cualquier tipo de muestra. Como
ejemplo, hay compafiias que ofrecen una pla-
taforma de analisis de genes de resistencia
por HT-gPCR adaptable a las necesidades del
usuario, tanto en numero de genes diana
como en nuimero de muestras. En este caso, el
usuario solo envia las extracciones de ADN de
las muestras problema, y la compafiia devuel-
ve la abundancia relativa de los genes analiza-
dos en cada muestra para su interpretacion.

La principal limitacion de todas las técnicas
basadas en la PCR es que, al tratarse de un
analisis dirigido, requiere de la seleccion previa
del gen o genes a analizar de entre todos los
posibles. Esto implica no solo tener claros los
objetivos del estudio, sino también disponer de
un conocimiento previo sobre la muestra a ana-
lizar. Este conocimiento previo puede ser com-
pleto, si la muestra en cuestion es una cepa
bacteriana aislada de la que ya conocemos su
perfil de resistencias, o muy limitado si se trata
de una muestra ambiental (por ejemplo, un tra-
mo de rio o un suelo agricola) donde descono-
cemos no sdlo la diversidad bacteriana de la

misma sino también la contaminacion que reci-
be el sistema. En este Ultimo caso, tanto la
diversidad total de genes de resistencia en la
muestra (el llamado “resistoma”) como su abun-
dancia puede llegar a ser muy alta, con lo que
cualquier seleccioén a priori de los genes a ana-
lizar ofrecerd una imagen limitada - y quizas
sesgada - de la situacion real del sistema.

Por tanto, la seleccién de los genes a analizar
debe responder a criterios cientificos (qué
genes tienen mas interés en el contexto del
estudio), logisticos (capacidad analitica y tiem-
PO) Yy, por supuesto, econdmicos (presupuesto
disponible). En este sentido, la ausencia de
referencias claras a las que dirigirse para rea-
lizar dicha seleccion — no existen hasta la
fecha genes de resistencia que puedan consi-
derarse indicadores éptimos para el diagndsti-
co ambiental (en clara analogia a lo que seria
E. coli como indicador de contaminacion fecal
en el control de la calidad microbioldgica de
aguas) — es una seria limitacion a la hora de
realizar un diagndstico preciso del perfil de
resistencias del ambiente muestreado.

Los andlisis moleculares dirigidos
ofrecen un enorme potencial analitico
en el diagnoéstico ambiental de genes

de resistencia

Asimismo, tampoco estan definidas las con-
centraciones de genes de resistencia a partir
de las cuales un ambiente determinado (agua
o suelo) pueda representar un riesgo para la
salud animal o humana. Esto deriva del hecho
de que un resultado positivo para un gen con-
creto, sea por PCR o metagendmica (ver a
continuacién), no aporta informacion acerca
de la viabilidad del microorganismo que con-
tiene ese gen, con lo que el riesgo de infec-
cion es dificil de evaluar (Manaia 2017).




Tabla 3. Principales ventajas e inconvenientes de las técnicas moleculares basadas en PCR

aplicadas a las muestras ambientales

Ventajas

Alta sensibilidad y especificidad.
Rapidez.
Equipamiento asequible (PCR esténdar).

o0 s wN S

dancia bacteriana en la muestra).

Problemas de inhibicién y contaminacion.
Falta de informacion sobre viabilidad.

Necesidad de equipamiento especializado.
Necesidad de experiencia avanzada.
Ausencia de métodos estandarizados.
Dificultad para evaluar el riesgo de infeccion.

©ENOGO MW S

Independencia de la baja cultivabilidad de la mayoria de los microorganismos.

Cuantificacién precisa (en términos absolutos, qPCR).
Abundancia relativa (QPCR y HT-gPCR permiten cuantificar el gen 16S rRNA, como indicador de la abun-

7. Amplia capacidad y versatilidad analitica (anélisis de 250-350 genes en una sola carrera (HT-qPCR).

Inconvenientes

Anélisis dirigido (requiere seleccion previa de los genes diana a analizar).
Mayor coste en comparacion con los métodos basados en cultivo.
Dependencia de la disponibilidad de métodos optimizados para cada gen diana.

4.2.2. Andlisis moleculares no dirigidos
(metagenomica)

A diferencia de los métodos basados en PCR,
los analisis por metagendmica ofrecen dos
ventajas: i) no es necesario seleccionar previa-
mente las dianas a analizar y ii) se identifican
todos los genes de resistencia presentes en la
muestra si la profundidad de la secuenciacién
es suficiente (Tabla 4). Ademas, como la
secuenciacién se realiza, sobre todo, en el
ADN de la muestra sin preseleccion, las
secuencias resultantes (entre decenas y cien-
tos de millones en funcién de la técnica utiliza-
da) pueden analizarse las veces que se desee
en funcién del objetivo del andlisis (genes de
resistencia a antibidticos, resistencia a meta-
les, elementos genéticos méviles, marcadores
filogenéticos, etc.). Por otra parte, y aunque las
secuencias resultantes (“reads”) son cortas
(entre 100 y 300 nucledtidos en funcién de la
técnica), el andlisis bioinformatico posterior
permite obtener secuencias de mayor longi-
tud (“contigs”) a partir de la alineacion y sola-

pamiento de los “reads” originales. El analisis
de estos “contigs” permite identificar el entor-
no genético de los genes diana e identificar su
origen (por ejemplo, si es cromosémico o plas-
midico) e, incluso, el microorganismo origen.
Actualmente, existen tecnologias de secuen-
ciacién que producen secuencias de mayor
longitud que facilitan el ensamblaje de geno-
mas completos. La combinacién de ambas
tecnologias (secuencias cortas y largas, tam-
bién denominada secuenciacion hibrida) per-
mite completar con precision genomas y plas-
midos de muestras ambientales.

El desarrollo de protocolos
estandarizados basados en
metagendmica podria revolucionar el
estudio de los genes de resistencia en
muestras ambientales

La metagendmica, sin embargo, tampoco esté
exenta de limitaciones (Tabla 4), algunas pro-

Objetivos y estrategias para la vigilancia ambiental de determinantes biéticos de resistencia a los antibiéticos




pias de las técnicas moleculares y otras mas
especificas. Entre estas (ltimas destacan:

® |la necesidad de disponer de bases de
datos de referencia con las que comparar
las secuencias problema;

® la cuantificacion, aunque posible, no deja
de ser relativa en funcion del nimero total
de “reads”, del nimero de genes de copia
Unica o bien del nimero de genes del 16S
rRNA (una manera de relativizar en funcion
de la abundancia bacteriana);

® la necesidad de equipamiento sofisticado
(secuenciadores) y de una capacidad de
computacién notable para realizar el anali-
sis bioinformatico posterior, y

® la necesidad de poseer conocimientos
avanzados en bioinformatica para el anali-
sis e interpretacion de los datos.

Aligual que en el caso de la HT-gPCR, muchas
compafifas ofrecen servicios de secuencia-
cién a la carta (diferentes plataformas, profun-
didad de analisis, etc.) que permiten a un
usuario que no dispone del instrumental nece-
sario analizar sus muestras mediante metage-
ndémica o metatranscriptémica (secuenciacién
de los ARN mensajeros para estudios de
expresion génica) solo enviando el ADN (o
ARN) de sus muestras. En todo caso, el coste
es muy superior a un analisis tradicional por
gPCR vy varia en funcién de la profundidad del
analisis y la técnica aplicada. No obstante, la
informacién que se obtiene supera en varios
6rdenes de magnitud la de los métodos basa-
dos en PCR v, por tanto, la relacién informa-
cién-precio es favorable. Por lo tanto, la utiliza-
cion de una u otra técnica debe estar en fun-
cion de los objetivos del estudio a abordar.

Otra de las limitaciones de la metagendmica
es su dificultad para detectar genes que se
encuentran en cantidades muy bajas si no se
utiliza una profundidad de analisis muy alta (es
decir, muchos millones de secuencias por
muestra). Para superar este problema se han
desarrollado algunas técnicas que se basan
en la captura de las secuencias problemay su
amplificacion previa para incrementar su abun-
dancia antes de secuenciar (Lanza et al. 2018).

La informacién que se obtiene supera en
varios érdenes de magnitud la de los
métodos basados en PCR y, por tanto, la
relacion informacién-precio es favorable

Finalmente, hay que destacar también que
otra de las limitaciones de la metagendmica
para el diagndstico ambiental es la ausencia
de métodos estandarizados que permitan un
analisis homogéneo de las muestras y una
comparativa robusta entre los resultados obte-
nidos por diferentes laboratorios. La gran
diversidad en cuanto a técnicas de secuencia-
cion (lllumina, PacBio, Nanopore), flujos bioin-
formaticos para el analisis posterior, asi como
las diferentes bases de datos de referencia
(CARD, ResFinder, DeepArg-db, entre otras),
son variables que se deben uniformizar para
conseguir un protocolo estandarizado de tra-
bajo que permita obtener resultados compara-
bles. Este es un factor clave a la hora de abor-
dar un programa de vigilancia del resistoma
ambiental que sea Util desde el punto de vista
de la salud publica. En la actualidad, son varios
los grupos de investigacion que estan traba-
jando en este sentido (Liguori et al. 2022;
Davis et al. 2023).




Tabla 4. Principales ventajas e inconvenientes de las técnicas moleculares basadas en
metagendmica para muestras ambientales

1. Independencia de la baja cultivabilidad de los microorganismos.
2. Anadlisis no dirigido (sin necesidad de seleccionar a priori los genes diana).
3. Caracterizacién completa de la comunidad. Entre otros:
— Composicién taxonémica y genes de resistencia y virulencia,
— Elementos genéticos méviles.
4. Capacidad de andlisis en funcién de la necesidad.
5. Capacidad para relacionar genes concretos con microorganismos concretos.

Inconvenientes

Falta de informacion sobre viabilidad.

Dependencia de la disponibilidad de bases de datos de referencia.

Necesidad de conocimientos avanzados para el analisis e interpretacion de los datos.
Coste elevado.

Falta de disponibilidad de métodos estandarizados.

Necesidad de alta capacidad computacional.

Dificultad para evaluar el riesgo de infeccion.

NooswNn s
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5. OBJETIVOS DE

VIGILANCIA
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Objetivos de vigilancia
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Con el fin de sacar el maximo partido a un pro-
grama de vigilancia ambiental es preciso, en
primer lugar, establecer cudles van a ser los
objetivos de dicho programa, a fin de que las
estrategias de vigilancia se alineen de acuer-
do a los mismos.

El primer objetivo que deberia perseguir un
programa de vigilancia ambiental es el de la
protecciéon de la salud publica frente a la
exposicion a ARB y ARG a través del MA. En
este sentido, la epidemiologia de aguas resi-
duales ha destacado en los Ultimos afios
como un elemento fundamental para la pro-
teccion de la salud publica (e.g. SARV-COV?2).
La interfaz entre los humanos y el MA, en con-
creto las aguas residuales, es un punto estra-
tégico para monitorizar el estado de las resis-
tencias antimicrobianas en una poblacién.
Este tipo de monitorizacion permitiria detectar
(nuevos) patrones de resistencia y evaluar la
eficacia de las intervenciones de salud publi-
ca, entre otros.

Ademas, la conservacion de la calidad ambien-
tal, si bien no estad directamente relacionada
con la protecciéon de la salud publica, contribu-
ye de manera decisiva a este propdsito. Asi, el
agua, suelo y aire pueden incidir en el desarro-
llo, transmisién, propagacion y amplificacion de
resistencias de tres maneras (Wellcome 2020):
(i) como vector de transmision de ARB a huma-
nosy animales, (i) como reservorio de ARG vy (iii)
como escenario en el que mezclas complejas
de contaminantes ejercen una presién selecti-
va sobre ARB. Ademads, tanto la fauna de vida
libre como la que habita en areas urbanas o
periurbanas actla como indicador clave de la
calidad ambiental de un ecosistema, facilitando
la comprensién de las dindmicas de transmi-

sién y propagacion de resistencias. Por estas
razones, conservar la calidad ambiental desem-
pefia un papel importante en la lucha contra las
resistencias y, en Ultima instancia, en la protec-
cion de la salud publica.

Establecidos ya los objetivos principales que
puede tener un programa de vigilancia (i.e.
salud publica y calidad ambiental), a continua-
cién, enumeraremos las estrategias de vigilan-
Cia que pueden servir a estos objetivos. Cada
una de las estrategias se describird con mas
detalle en el capitulo 6.

® Objetivo 1: Proteccién de la salud publica.

— Vigilancia de aguas residuales: influen-
tes y biosodlidos de EDAR.

— Vigilancia de las aguas de uso recrea-
cional.

— Vigilancia de aguas regeneradas.
— Vigilancia de aguas subterraneas.

— Vigilancia de excretas de produccion
animal: zoonosis alimentarias, ocupacio-
nales y/o ambientales.

® Objetivo 2: Conservacién de la calidad
ambiental.

— Vigilancia de aguas residuales: influen-
tes!, efluentes y biosdlidos de EDAR.

— Vigilancia de suelos agricolas.

— Vigilancia del aire en entornos cercanos
a la fuente de emision (EDAR y granjas).

— Vigilancia de animales de vida libre y
fauna sinantrépica.

1. Para evaluar la eficiencia de la EDAR.




6. ESTRATEGIAS DE

VIGILANCIA
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Estrategias de vigilancia

Aunque es ampliamente aceptado que el MA
es clave en el desarrollo y la propagacion de
resistencias a los antibidticos , sigue siendo un
desafio planificar cuando, donde y cémo llevar
a cabo la vigilancia para monitorizar la abun-
dancia y distribuciéon de estas resistencias.
Esto es fundamental para evaluar el riesgo
potencial que estas representan para la salud
humana y animal. Como se ha discutido en el
capitulo anterior, los gestores han de tener
claro: (1) los objetivos del programa de vigilan-
cia, es decir, por qué se quiere vigilar y (2) las
actuaciones a llevar a cabo para cumplir con
los objetivos (estrategias de vigilancia).

Una vez definidos los objetivos
de vigilancia, se puede seleccionar
la estrategia mas adecuada
para alcanzarlos

A continuacién, se detallan las principales
estrategias de vigilancia y las técnicas de estu-
dio mas convenientes para alcanzar los objeti-
vos fijados. Para cada estrategia de vigilancia,
se hara referencia al objetivo concreto al que
sirve: objetivo de salud publica (Objetivo 1) u
objetivo de conservacion de la calidad ambien-
tal (Objetivo 2).

6.1. VIGILANCIA DE LOS INFLUENTES

DE EDAR PARA LA PROTECCION
DE LA SALUD PUBLICA

El agua residual que llega a la depuradora es,
en la mayoria de los casos, una mezcla de agua
residual urbana (aguas negras y grises), agua
residual de origen hospitalario y, en algunos
casos, también de origen industrial. Por tanto, la

comunidad microbiana estd formada por un
gran nimero de microorganismos de origen
fecal, incluidos patdgenos de diferentes tipos
—muchos de ellos ya resistentes— y otros pro-
pios de la infraestructura de los colectores
(McLellan et al. 2010, McLellan et al., 2015; New-
ton et al 2015). Ademas, hay que tener en
cuenta que las aguas residuales son, por natu-
raleza, una muestra integrada de un gran nime-
ro de habitantes (centenares, miles o, incluso,
decenas de miles)y que, por tanto, representan
una fuente de informacién valiosa sobre dife-
rentes indicadores de salud y enfermedad sin
las restricciones éticas inherentes a los estu-
dios de biomonitoreo en humanos, el elevado
coste asociado a las campafias de cribado
masivo y el sesgo normalmente asociado a las
encuestas individuales sobre salud (Choi et al.
2018; Daughton 2018). Estas ventajas son la
base de la epidemiologia de las aguas residua-
les (EAR) que tan buenos resultados ha dado
para estimar los habitos de consumo tanto de
sustancias licitas (café, tabaco, alcohol) como
ilicitas (estupefacientes) a diferentes escalas
temporales y espaciales (Mastroianni et al. 2017;
Gonzélez-Marifio et al. 2020).

Recientemente, las EDAR han demostrado ser
muy valiosas para estimar la circulaciéon comu-
nitaria del virus SARS-CoV-2 y complementar
la epidemiologia clinica sin necesidad de
recurrir a cribados masivos de la poblacién
(Farkas et al. 2020; Naughton et al. 2023; Kes-
haviah et al. 2023). El andlisis de aguas resi-
duales, combinado con el modelado de datos,
evidencia un notable poder predictivo de la
aparicién y propagaciéon de brotes antes de
gue se manifiesten clinicamente. Este enfoque
de vigilancia ambiental no solo podria utilizar-




se para la deteccién temprana de brotes, sino
que también resultaria mas rapido, econémico
y completo que los métodos tradicionales de
diagndstico clinico de casos. Asi, se reconoce
el potencial de los modelos predictivos basa-
dos en la epidemiologia de aguas residuales
como una valiosa herramienta para la vigilan-
ciay la alerta temprana (Ai et al. 2022; Hill et al.
2023; Nourbakhsh et al. 2022).

La epidemiologia de aguas residuales
utiliza modelos predictivos para
anticipar y alertar sobre brotes de
enfermedades antes de que se
manifiesten clinicamente

El agua residual de entrada a la depuradora
puede ofrecer también informacién no sesgada
de la prevalencia de las resistencias a antibidti-
cos en un barrio, ciudad o regién concreta,
incluyendo la de aquellos portadores asintoma-
ticos que normalmente escapan al control clini-
co. Esta informacion no solo complementaria la
vigilancia clinica de los principales patégenos
resistentes en el area geogréfica de interés,
sino que, ademas, permitiria tanto la compara-
cién con los datos clinicos existentes (prevalen-
Cia de resistencias a nivel hospitalario para los
diferentes antibidticos) como la identificacion
de nuevas variantes genéticas de las resisten-

cias con las que poder anticiparse a un posible
brote (Hendriksen et al. 2019; Hutinel et al. 2019;
Parnanen et al. 2019; Karkman et al. 2020).

Por todo lo mencionado, el andlisis por meta-
gendmica seria el mas adecuado para llevar a
cabo esta vigilancia comunitaria a partir del
agua residual. Este andlisis, al ser no dirigido,
permitiria caracterizar el resistoma y comparar
su abundancia relativa entre zonas de estudio
(barrios, ciudades, etc.). Como se ha indicado
anteriormente, las principales desventajas de
este analisis son su elevado coste, la necesi-
dad de un equipamiento sofisticado y de cono-
cimientos avanzados en andlisis bioinformatico,
asi como de protocolos de andlisis estandariza-
dos [ver apartado 4.2.2 Andlisis moleculares
no dirigidos (metagendémica)]. En todo caso, y
teniendo en cuenta que la frecuencia de
muestreo no tendria que ser muy alta, por
ejemplo, dos veces al afio, (Tabla 5), la rela-
cién coste-beneficio seria claramente favora-
ble. Aunque las variaciones estacionales en el
resistoma local parecen tener un efecto
modesto sobre la variabilidad de los resulta-
dos (Munk et al. 2022), es relevante sefialar
que las comunidades microbianas que pre-
sentan oscilaciones sincronizadas con el ciclo
solar experimentan cambios significativos en
su abundancia, lo que podria influir considera-
blemente en este aspecto (Ai et al. 2022; Hill
et al. 2023; Nourbakhsh et al. 2022).

Tabla 5. Esquema de vigilancia de influentes de EDAR para proteccién de la salud publica

Técnica analitica

Metagendmica

Proteccién de la salud publica

Punto de muestreo

Influente de EDAR

Frecuencia de muestreo

Dos muestras al afio

Indicador

Resistoma comunitario
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6.2. VIGILANCIA DE LOS EFLUENTES DE
EDAR PARA LA CONSERVACION DE

LA CALIDAD AMBIENTAL

En este caso, el esquema de vigilancia
ambiental se puede establecer a dos niveles:
(i) Evaluar la eficacia de la planta depuradora
en la eliminacién de ARB y ARG v (ii) cuantificar
las concentraciones ARB y ARG que se vierten
al medio.

6.2.1. Eficacia de la EDAR en la eliminaciéon
de ARB y ARG

Se trataria en este caso de determinar las con-
centraciones de una serie de indicadores
(bacterias resistentes o0 sus genes) tanto en la
entrada (influente) como en la salida (efluente)
de una misma EDAR. Esto permitiria calcular
las tasas de eliminacién de dichos contami-
nantes, y evaluar la eficacia del tratamiento
aplicado, ya sea entre la entrada y la salida de
la planta (modelo simple), o bien entre las dife-
rentes etapas del tren de tratamiento (entrada,
tratamiento biolégico aerobio, tratamiento bio-
|6gico anaerobio, tratamiento terciario, efluen-
te final). En funcion de la estructura de la EDAR,
de si aplica o no un tratamiento terciario y de
qué tipo (como radiacién ultravioleta [UV], clo-
racion, UV+cloraciéon, humedales, entre otros),
se podria evaluar la calidad del efluente trata-
do destinado a reutilizaciéon o vertido.

Teniendo en cuenta que el objetivo de esta
aproximacion es poder calcular las tasas de
eliminaciéon de los indicadores escogidos, las
técnicas a utilizar tendrian que basarse en un
analisis cuantitativo que permitiese determinar
la abundancia absoluta por volumen de agua
con suficiente sensibilidad y especificidad. Por
tanto, se optaria aqui por los métodos basa-
dos en cultivo y gPCR para determinar las con-
centraciones de ARB y ARG, respectivamente,
lo que implicaria una seleccion previa de las
bacterias y genes a utilizar como indicadores.

En cuanto a la vigilancia ambiental de bacte-
rias resistentes a antibiéticos, recordar nueva-
mente que la OMS, a través de su protocolo

Trycicle, recomienda el uso de E. coli BLEE
tanto en el ambito clinico en medicina humana
y veterinaria como en el ambiental.

Con relacién a los genes de resistencia, estu-
dios recientes sugieren el uso de los genes intl!
(integrasa de los integrones de clase 1), sull
(resistencia a sulfonamidas), tetA (resistencia a
tetraciclinas), blacrxw (resistencia a cefalospori-
nas de amplio espectro o de tercera genera-
cién) y vanA (resistencia a vancomicina) como
indicadores generales de resistencia a antibio-
ticos en sistemas acuéticos (Keenum et al.
2022). Otros estudios, sin embargo, proponen
también los genes blarev (resistencia a betalac-
tdmicos), gnrS (resistencia a fluoroquinolonas),
ermB o ermF (resistencia a macrdlidos), tetA o
tetG (resistencia a tetraciclinas) y aadA (resis-
tencia a aminoglucdsidos) (Abramova et al.,
2023; Manaia et al., 2023). También, puede ser
importante determinar la presencia de genes
de resistencia emergentes, como los de car-
bapenemasas (b/aoxa-s, blanom O blakec) 0 genes
de resistencia a linezolid como cfr o optrA
(Tabla 6).

En cuanto a la frecuencia de muestreo, seria
aconsejable hacer un muestreo cada trimestre
para incorporar la estacionalidad del volumen
de emisién, especialmente en aquellas depu-
radoras cuyo caudal fluctuase mucho a lo lar-
go del afio con relacién a las variaciones en la
poblacién asistida (por ejemplo, en localida-
des costeras que recibiesen mucho turismo
en verano). Esto tendria sentido teniendo en
cuenta que la eficacia de la EDAR puede
depender enormemente de las diferencias
entre el caudal real que recibe y el caudal para
el que la EDAR ha sido disefiada.

Comparar las concentraciones de
indicadores de resistencia en la entrada y
en la salida de una EDAR permitiria
calcular las tasas de eliminacion de estos
contaminantes y evaluar la eficacia del
tratamiento aplicado




Tabla 6. Esquema de vigilancia de efluentes de EDAR para evaluar la eficacia de la misma

en la eliminacion de ARB y ARG

Objetivo

Técnica analitica

Cultivo

Conservacién de la calidad ambiental

Indicadores

E. coli BLEE

gPCR

Punto de muestreo

Entrada y salida de EDAR,
Dentro de la EDAR en distintos puntos del tren de tratamiento

Frecuencia de muestreo

4 veces al afio (al menos un muestreo por estacion del afio)

intll = Integrones de clase 1
sul! » Sulfonamidas
tetA o tetG » Tetraciclinas
blarem » Betalactémicos
blacrxm *+ Cefalosporinas de amplio espectro (BLEE)
blaoxa-s, blanow, blakec + Carbapenémicos
vanA =+ Vancomicina
cfr, optrA, poxtA = Linezolid
qnrS = Fluoroquinolonas
ermB o ermF = Macrdlidos

aadA » Aminoglucésidos

6.2.2. Emision de ARB y ARG a aguas
superficiales a través de efluentes de EDAR

Todo lo descrito en el apartado anterior sirve
también para evaluar el impacto de los efluen-
tes de depuracién en el ecosistema receptor
(normalmente un rio o el mar). Si bien la impor-
tancia de la emisién depende de muchos fac-
tores, entre ellos la capacidad de diluciéon del
sistema receptor en relacién con el caudal
descargado (PRAN 2023), de manera general
es obvio que cuanto mayor sea el volumen de
efluente descargado y la carga de ARBy ARG,
mayor sera la emision al medio receptor, espe-
cialmente en una situacion donde el caudal de
los rios es cada vez mas bajo debido a las

sequias y al aumento de temperaturas. Tanto
las técnicas apuntadas en el apartado anterior,
como las frecuencias de muestreo, son validas
para estimar la contribucién de los efluentes
de depuracién a la calidad ambiental de las
aguas superficiales (Tabla 7).

La vigilancia de indicadores de
resistencia a la salida de la EDAR
permite evaluar el impacto de los

efluentes de depuracién en el

ecosistema receptor
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Tabla 7. Esquema de vigilancia de efluentes de EDAR para evaluar el impacto sobre el

medio receptor

Objetivo

Técnica analitica

Cultivo

Conservacién de la calidad ambiental

Indicadores

E. coli BLEE

gPCR

Punto de muestreo

Aguas abajo del punto de vertido de la EDAR

Frecuencia de muestreo

Estacional (al menos un muestreo por estacion del afio)

intll = Integrones de clase 1
sul! » Sulfonamidas
tetA o tetG » Tetraciclinas
blarem » Betalactémicos
blacrxm *+ Cefalosporinas de amplio espectro (BLEE)
blaoxa-s, blanow, blakec + Carbapenémicos
vanA =+ Vancomicina
cfr, optrA, poxtA = Linezolid
qnrS = Fluoroquinolonas
ermB o ermF = Macrdlidos
aadA » Aminoglucésidos

6.3. VIGILANCIA DE AGUAS REGENERA-
DAS PARA LA PROTECCION DE LA

SALUD PUBLICA

En informe del PRAN sobre fuentes de emi-
sién y rutas de dispersién y vias de exposicién
ya ha sido discutida la relevancia de las aguas
regeneradas como vectores de exposicion a
humanos al contaminar alimentos tras el riego
(PRAN 2022). Sin embargo, también es preci-
so tener en cuenta que el uso del suelo y el
cambio climéatico estan agravando la presion
sobre las aguas superficiales y subterrdneas
como fuentes de abastecimiento, especial-
mente en los paises del sur de Europa (Jor-
da-Capdevila et al. 2019). En este contexto, la
utilizacion de agua regenerada ya no se con-
templa solo como recurso para su uso orna-
mental (fuentes, lagunas en campos de golf,

entre otras) o en agricultura, sino como una
alternativa real para satisfacer las necesidades
cada vez mas urgentes de agua potable (Tor-
tajada y van Rensburg 2019). A este uso pla-
neado de las aguas regeneradas como
recurso, tiene que sumarse el hecho de que,
en muchos casos, parte del agua que capta la
potabilizadora ya proviene de las depurado-
ras, puesto que aguas arriba del punto de
captacion el rio recibe uno o varios efluentes
de depuracion [normalmente sin ningun trata-
miento terciario previo (National Research
Council 2012)]. En situaciones extremas, el
agua regenerada se utiliza para aumentar el
caudal del rio, asegurando por una parte su
caudal ecoldgico vy, por otra, manteniendo el
minimo necesario para que la potabilizadora
pueda abastecer a la poblacién asistida (Mun-
né et al. 2023).
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Queda claro pues, que este recurso sera cada
vez mas utilizado y que se necesita asegurar
su calidad quimica y microbioldgica teniendo
en cuenta no solo los indicadores habituales,
sino también aquellos que puedan derivarse
del origen del agua (la depuradora) y de su
tratamiento previo (radiacién ultravioleta, clo-
racion, etc.). En este contexto, el analisis de las
bacterias resistentes a antibidticos y genes
asociados que puedan escapar de la depura-
dora, aparecen como dianas analiticas clave
para garantizar la calidad y seguridad del agua
regenerada a utilizar. Por tanto, el analisis de
las bacterias resistentes a antibidticos y sus
genes tanto por cultivo como por gPCR, res-
pectivamente, aparecen como la estrategia
maés adecuada (Tabla 8).

En cuanto a los puntos de muestreo, se reco-
mienda realizar el analisis de las aguas super-
ficiales del rio antes de la descarga del
efluente de la EDAR, en el efluente tras el tra-
tamiento terciario, en el punto de captacion de
agua destinada a la potabilizacion y en el agua
final después del proceso de potabilizacién.
Este enfoque asegura una evaluacion integral
de la calidad del agua en cada etapa clave del
proceso. La frecuencia de muestreo depende-
rd mucho de cada caso, necesitando de una
evaluacién cuidadosa en cada sistema, pero
prestando especial atencién tanto al volumen
de agua descargada y al caudal del rio, como
ala estacionalidad, ya que se asume gque estas
practicas seran mas frecuentes en verano que
en invierno.

Tabla 8. Esquema de vigilancia de aguas regeneradas

Objetivo

Técnica analitica

Cultivo

Proteccién de la salud publica

Indicadores

E. coli BLEE

gPCR

Punto de muestreo

Aguas superficiales antes del efluente de EDAR
Efluente de EDAR tras tratamiento terciario
Punto de captacion del agua para potabilizar
Agua después del proceso de potabilizacion

Frecuencia de muestreo

4 veces al afio (una por estacion con prioridad en verano)

intl1 = Integrones de clase 1
sull = Sulfonamidas
tetA o tetG = Tetraciclinas
blarem » Betalactamicos
blacrxm » Cefalosporinas de amplio espectro (BLEE)
blaoxa-as, blanow, blakec = Carbapenémicos
vanA =+ Vancomicina
cfr, optrA, poxtA = Linezolid
qnrS = Fluoroguinolonas
ermB o ermF » Macrdlidos
aadA » Aminoglucésidos
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6.4. VIGILANCIA DE AGUAS SUBTERRA-
NEAS Y AGUAS RECREACIONALES

PARA LA PROTECCION DE LA
SALUD PUBLICA

Como ya se indicd en el informe del PRAN
sobre fuentes de emisién y rutas de disper-
sion y vias de exposicion (PRAN 2022), las
aguas subterraneas también se ven afectadas
por las actividades humanas que se realizan
en la superficie. Estas actividades son varias y
tienen que ver tanto con la utilizacién de
enmiendas agricolas en el campo de cultivo
como con la recarga de acuiferos con aguas
superficiales. Ambas actividades alteran las
comunidades microbianas del subsuelo, ya
sea por la entrada de bacterias con fenotipos
de resistencia (y sus genes asociados) que

forman parte de la microbiota de la enmienda
agricola como por el agua utilizada para la
recarga. Si bien se desconoce con precision la
dindmica de estos contaminantes en el nivel
fredtico, queda cada vez mas claro que depen-
de mucho de la hidrologia del acuifero en
cuestion y de la frecuencia e intensidad en el
uso del agua subterrdnea como recurso hidri-
CO para las estaciones potabilizadoras o el
riego (Boy-Roura et al. 2018). El agua subterra-
nea debe ser analizada no solo en base a los
indicadores microbiolégicos habituales (E. col,
Enterococcus spp, esporas de Clostridium
perfringens o colifagos somaticos, entre otros)
sino también en relacién con nuevos contami-
nantes emergentes como son de ARB y ARG.
Por tanto, la vigilancia deberia pasar tanto por
la cuantificacion de bacterias resistentes a

Tabla 9. Esquema de vigilancia de aguas subterrdneas y recreacionales

(0] o][=1{\V/o)

Técnica analitica

Cultivo

Proteccién de la salud publica

Indicadores

E. coli BLEE

gPCR

Punto de muestreo

Acuifero,
Agua potabilizada,
Agua recreacional

Frecuencia de muestreo

4 veces al afio (una por estacion). Si es posible, con mayor frecuencia entre mayo y septiembre

intl1 = Integrones de clase 1
sull = Sulfonamidas
tetA o tetG =+ Tetraciclinas
blarem » Betalactamicos
blacrxw *» Cefalosporinas de amplio espectro (BLEE)
blaoxa-as, blanow, blakec = Carbapenémicos
vanA = Vancomicina
cfr, optrA, poxtA = Linezolid
gnrS =+ Fluoroquinolonas
ermB o ermF = Macrélidos

aadA » Aminoglucésidos
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antibidticos en el agua del acuifero a explotar
mediante técnicas dependientes de cultivo
(aqui E. coli BLEE apareceria como un buen
indicador general), como por la monitorizacion
por gPCR de algunos genes indicadores tanto
en el acuifero como en el agua tras su potabi-
lizacién (Tabla 9). Aunque en este caso es
dificil proponer una frecuencia de analisis por
las diferencias hidroldgicas de los distintos
acuiferos, se recomienda aumentar la frecuen-
cia de muestreo en verano, ya que la explota-
cion del acuifero se intensifica notablemente
entre mayo y septiembre debido a la escasez
de precipitaciones y la necesidad de disponer
de agua destinada, por ejemplo, al riego de
los cultivos.

Para el caso de las aguas recreacionales, la
exposicion a bacterias y genes de resistencia
puede tener lugar a través de la ingesta de las
mismas durante el uso recreativo, por lo que
las técnicas analiticas y los indicadores serian
los mismos que para aguas subterrdneas que
se usan como agua de bebida (Tabla 9).

6.5. VIGILANCIA DE BIOSOLIDOS DE
EDAR PARA LA PROTECCION DE LA

SALUD PUBLICA Y LA CONSERVA-
CION DE LA CALIDAD AMBIENTAL

Los lodos de depuradora (también llamados
biosélidos) se generan como resultado de las
distintas etapas y procesos del tratamiento de
las aguas residuales en las EDAR. Segun la
etapa de tratamiento en la que se generan, se
clasifican como primarios, secundarios (biol6-
gicos) y mixtos.

Los lodos consisten en su mayor parte de
agua (>90%) y materia organica. Su composi-
cion es variable y depende de muchos facto-
res, entre ellos, las caracteristicas del agua
residual que llega a la EDAR, los métodos de
depuracion empleados, el tipo y tratamiento al
gue es sometido el lodo o la época del afio.

Debido al tratamiento en las EDAR, los lodos
concentran muchas de las sustancias presen-
tes en el agua residual, siendo un producto rico

en materia orgdnica y nutrientes esenciales de
alto valor agronémico. Los lodos, sin embargo,
son también ricos en lipidos y acumulan conta-
minantes hidréfobos y recalcitrantes original-
mente presentes en las aguas residuales,
convirtiéndolos en un sumidero tanto de una
amplia gama de contaminantes, algunos de
preocupacion emergente (metales pesados,
bifenilos policlorados, retardantes de llama bro-
mados, farmacos (incluidos antibiéticos) y pro-
ductos para el cuidado personal), como de
microorganismos patdégenos, incluyendo ARB'y
ARG (McClellan y Halden 2010; Munir et al,
2011; Venkatesan y Halden 2014).

Los lodos de depuradora que se
generan durante el tratamiento de
aguas residuales concentran una amplia
gama de sustancias contaminantes,
incluyendo ARBs y ARGs

En las EDAR, los lodos se tratan para reducir
su contenido en agua y contaminantes y para
asegurar también la estabilidad de la materia
organica. Los tratamientos mas convenciona-
les son la digestion anaerobia y la estabiliza-
cion aerobia. Si bien en algunas EDAR (o en
instalaciones externas especificas de trata-
miento de residuos) los lodos se someten a
tratamientos adicionales (compostaje, higieni-
zacioén por pasteurizacion) para reducir su
contenido en contaminantes y aumentar su
calidad, estos tratamientos convencionales no
aseguran que los lodos estén libres de conta-
minacién quimica y microbioldgica. Esto ha
impulsado el desarrollo de tratamientos alter-
nativos para mejorar la calidad y salubridad
del lodo final, como son, por ejemplo, la oxida-
cion en agua supercritica, pirdlisis, ésmosis,
proceso Fenton, tensioactivos u ozonizacion,
entre otros. Algunos de estos tratamientos, sin
embargo, tienen un alto coste energético y
una eficacia variable en cuanto a la reduccion
de contaminantes lo que ha impedido su apli-
cacion general.




6.5.1. Estudio epidemiolégico de biosélidos
de EDAR

En relacion con los biosdlidos de depuracion
es importante destacar su papel como sumi-
deros de los contaminantes que circulan entre
la poblacién que genera ese residuo. Por ello,
seria conveniente disponer de un inventario
de muestras recogidas por las EDAR a lo largo
del tiempo en diferentes enclaves urbanos vy
rurales. Esto permitiria llevar a cabo un analisis
retrospectivo tanto de contaminantes quimi-
cos de preocupaciéon emergente, como de
ARB y ARG, para establecer el momento a
partir del cual empezaron a circular, a fin de
relacionar dicha deteccién con la entrada de
un farmaco concreto o un antibidtico en parti-
cular en la comunidad. Ademads, permitiria

relacionar las variaciones en la abundancia de
estos marcadores quimicos y biolégicos en los
lodos con las diferencias en los perfiles de
consumo de antibidticos y la prevalencia de
patégenos resistentes a los antibidticos en la
comunidad de origen. El Biodesign Institute de
la Universidad Estatal de Arizona dispone de
un inventario de esta clase, cuyas muestras
(recogidas e inventariadas en 164 EDAR a lo
largo y ancho de EE.UU. desde 2001) estan
disponibles bajo demanda para aquellos
investigadores que deseen llevar a cabo estu-
dios retrospectivos sobre la entrada y preva-
lencia de contaminantes quimicos y biolégicos
en la poblacién estadounidense (Venkatesan
et al,, 2015).

Tabla 10. Esquema de vigilancia de biosélidos de depuradora para proteccién de la salud

publica

Objetivo

Metagendmica

Proteccién de la salud publica (vigilancia epidemiolégica)

Técnica analitica Indicadores

Punto de muestreo

Biosdlidos de depuradora tras tratamiento

Frecuencia de muestreo

Dos muestras anuales

Resistoma comunitario

6.5.2. Emision de ARB y ARG a suelos agrico-
las a través de biosdlidos de EDAR

En nuestro pais, donde los suelos son pobres
en materia organica, se estad potenciando el
uso de los lodos como fertilizante y acondicio-
nador de suelos, o que constituye una exce-
lente solucidén como via para el reciclaje de
estos residuos. Segun los datos del Ministerio
para la Transicion Ecoldgica y el Reto Demo-
grafico, el uso agricola de este residuo es el
principal destino de los lodos resultantes de la

depuracién del agua residual (80% del total)
(MITERD 2020a).

En este contexto, es importante remarcar que la
utilizacion de estos lodos en agricultura puede
comportar la entrada de contaminantes quimi-
cos (farmacos, plaguicidas y otros biocidas,
microplasticos, aditivos industriales, cosméticos,
estupefacientes) y bioldgicos (patdégenos varios
y ARB) en el suelo receptor, las aguas superficia-
les y el fredtico (Allen et al. 2010; Holzel et al.
2010, Rahube et al. 2014; Bondarczuk, Mar-
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kowicz, y Piotrowska-Seget 2016). Si bien el
marco legislativo relativo a la reutilizacion de
lodos para uso agricola en Europa establece
unos valores limite para algunos metales pesa-
dos, contaminantes organicos y patdégenos
indicadores, otros contaminantes emergentes
como las bacterias resistentes a los antibidticos
y sus genes de resistencia no tienen adn una
regulacién especifica que limite su presencia en
lodos. Por otra parte, el cumplimiento de esta

normativa en los distintos paises de la UE es
heterogéneo ya que algunos paises son mas
restrictivos que otros en cuanto a los parame-
tros monitorizados y a los limites impuestos. En
este sentido, se espera la entrada en vigor de
nuevas normativas que incluyan la monitoriza-
cién de contaminantes de preocupaciéon emer-
gente y de ARB en los lodos de depuracion que
se utilicen como fertilizante en suelos agricolas.

Tabla 11. Esquema de vigilancia de biosélidos de depuradora para evaluar la emision de

ARB y ARG a suelos agricolas

Objetivo

Técnica analitica

Cultivo

Conservacién de la calidad ambiental

Indicadores

E. coli BLEE

gPCR

Punto de muestreo

Biosdlidos antes de la aplicacién al suelo

Frecuencia de muestreo

4 veces al afio (Una por estacion)

intll » Integrones de clase 1
sull = Sulfonamidas
tetA o tetG =+ Tetraciclinas
blarem » Betalactamicos
blacrxm = Cefalosporinas de amplio espectro (BLEE)
blaoxa-s, blanom, blakec = Carbapenémicos
vanA = Vancomicina
cfr, optrA, poxtA = Linezolid
qnrS = Fluoroguinolonas
ermB o ermF = Macrélidos
aadA » Aminoglucésidos
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6.6. VIGILANCIA DE EXCRETAS DE
PRODUCCION ANIMAL PARA LA
PROTECCION DE LA SALUD PUBLI-

CA Y LA CONSERVACION DE LA
CALIDAD AMBIENTAL

En este caso, el esquema de vigilancia
ambiental se estableceria en dos niveles:

® Vigilancia de zoonosis alimentarias, ocupa-
cionales y/o ambientales en excretas de
produccién animal (ARB).

® Vigilancia de ARB y ARG en suelos agrico-
las fertilizados con excretas provenientes
de ganaderia.

6.6.1. Presencia de ARB con potencial
zoonotico en excretas de produccion
animal

Desde un punto de vista de salud publica, los
microorganismos provenientes de animales
que deben monitorizarse serfan aquellos con
importancia zoonédtica, incluyendo aquellas
combinaciones de bacterias y genes de resis-
tencia de importancia critica para la salud
humana, y aquellos linajes asociados a pato-
genos de importancia en medicina humana.
Por una parte, se encontrarian aquellos que se
monitorizan a nivel nacional y europeo, y que
se recogen anualmente en los informes publi-
cados por el Ministerio de Agricultura o por la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria 'y
el Centro Europeo para la Prevencion y el
Control de Enfermedades (EFSA-ECDC; EFSA
and ECDC 2024). Entre ellos, encontramos
bacterias indicadoras, pero con potencial
patogénico oportunista como E. coli y Entero-
coccus spp, y patdgenos causantes de toxiin-
fecciones alimentarias como Salmonella y
Campylobacter. Las combinaciones bacte-
ria-antimicrobiano de importancia critica con
relevancia epidemioldgica, corresponderian
en el caso de E. coliy Salmonella a las resis-
tencias a cefalosporinas de amplio espectro,
fluoroquinolonas, polimixinas (colistina) y car-
bapenémicos, a pesar de que estos Ultimos no
estén registrados para su uso en animales de

produccién (Tabla 12). Para E. faecium y E. fae-
calis, los antimicrobianos de mayor relevancia
son los glucopéptidos (vancomicina), macroli-
dos, linezolid y quinupristina-dalfopristina (esta
dltima combinacion de antimicrobianos solo
aplica en E. faecium ya que E. faecalis presen-
ta resistencia intrinseca). En cuanto a C. coliy
C. jejuni, las fluoroquinolonas y los macrdélidos
resultan de especial relevancia.

Conocer la presencia de bacterias
zoonoticas en las excretas de animales
de produccion permite informar el
riesgo de apariciéon de brotes en la
poblaciéon humana

Debido a su potencial zoonotico y capacidad
de causar infecciones hospitalarias y comuni-
tarias, Staphylococcus aureus es otro microor-
ganismo para tener en cuenta, especialmente
aquellas cepas resistentes a meticilina (SARM,
objeto de vigilancia y notificacién oficial) y/o a
linezolid. En el caso de SARM, tiene interés la
monitorizacion de linajes genéticos asociados
al ganado (SARM-AG), y en especial el linaje
CC398, que coloniza muy frecuentemente el
ganado porcino y se transmite facilmente a
personas en contacto profesional con dicho
ganado, fundamentalmente, cuando son ani-
males vivos (Quero et al. 2023). Estos linajes
pueden causar infecciones de diversa consi-
deracion. De hecho, se ha demostrado que la
frecuencia de SARM-CC398 a nivel hospitala-
rio se relaciona significativamente con la den-
sidad de ganado porcino en las regiones en
las que se encuentran dichos hospitales
(Ceballos et al. 2019). También se han detecta-
do SARM-CC398 en otros animales de pro-
duccién, pero con una frecuencia inferior
(Abdullahi et al. 2023). En los Ultimos afios,
estdn emergiendo cepas de S. aureus resis-
tentes a linezolid por la presencia de genes
de resistencia adquiridos (cfr, optrA, o poxtA),
siendo de especial relevancia en el entorno del
ganado porcino donde habitualmente se



https://www.mapa.gob.es/es/ganaderia/temas/sanidad-animal-higiene-ganadera/sanidad-animal/zoonosis-resistencias-antimicrobianas/
https://www.mapa.gob.es/es/ganaderia/temas/sanidad-animal-higiene-ganadera/sanidad-animal/zoonosis-resistencias-antimicrobianas/

detectan SARM-CC398 (Ruiz-Ripa et al. 2021).
Por otro lado, destaca Streptococcus suis, un
patdgeno potencial causante de meningitis en
humanos y cuyo reservorio es el ganado porci-
no. Aungue en nuestro pais apenas se reportan
casos (Diez de los Rios et al. 2021) y estos son

de origen ocupacional, se trata de un patdégeno
bastante comun entre consumidores de pro-
ductos derivados del cerdo en la region del
sudeste asiatico. Los antimicrobianos de elec-
cién para su tratamiento son betalactamicos y
cefalosporinas.

Tabla 12. Esquema de vigilancia de excretas de produccién animal para determinar la
presencia de ARB con potencial zoonético

Objetivo

Técnica analitica

Cultivo

Vigilar zoonosis alimentarias, ocupacionales y/o ambientales, para la proteccién de la salud publica

E. faecium y E. faecalis resistente a vancomicina (ERV) y linezolid (ERL)

S. aureus resistente a meticilina
Streptococcus suis resistente a betalactdmicos y cefalosporinas

Indicadores

E. coli BLEE
Salmonella spp.

C. coliy C. jejuni

gPCR

blacrxw = Cefalosporinas de amplio espectro (BLEE)
gnrS = Fluoroquinolonas: mediados por plasmidos
mcr! = Polimixinas (colistina)
blaoxa-as, blanow, blakec = Carbapenémicos

OptrA, cfr o poxtA = Linezolid
vatE = Quinupristina-dalfopristina (solo en E. faecium)
mecA, mecC » Meticilina (SARM). Linajes genéticos asociados al ganado

Punto de muestreo

Excretas en granjas o mataderos

Frecuencia de muestreo

4 veces al afio (una por estacion, con mayor frecuencia entre mayo y septiembre)

vanA = vancomicina
erm(B) = Macrélidos

(SARM-AG): CC398

6.6.2. Emisiéon de ARB y ARG a suelos
agricolas a través de excretas de
produccién animal

En el caso de las emisiones al medioambiente
a través de los estiércoles y purines, las espe-
cies bacterianas tipicas a monitorizar, como E.
coli y Enterococcus spp., constituyen indica-

dores de contaminacién fecal (Tabla 13). Sin
embargo, en referencia a los genes de resis-
tencia, estudios recientes basados en técnicas
de secuenciacién masiva ponen de manifiesto
la diferencia entre las distintas especies zoo-
técnicas en términos de abundancia relativa y
diversidad de estos genes (Munk et al. 2018).
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Segln este estudio, mientras que la abundan-
cia relativa de genes de resistencia es mayor
en porcino que en avicultura, la diversidad de

genes de resistencia parece superior en avi-
cultura.

Tabla 13. Esquema de vigilancia de excretas de produccién animal para determinar la
presencia de ARB con potencial zoonético

(0] o] [ 1)Y/o)

Evaluar la emisién de ARB y ARG a suelos agricolas para la conservacion de la calidad ambiental

Técnica analitica Indicadores
E. coli BLEE
Cultivo
E. faecium y E. faecalis resistente a vancomicina (ERV) y linezolid (ERL)
blacrxm = Cefalosporinas de amplio espectro (BLEE)
gnrS = Fluoroquinolonas: mediados por plasmidos
mcr! = Polimixinas (colistina)
blaoxa-as, blanow, blaec = Carbapenémicos

qPCR

optrA, cfr o poxtA = Linezolid
vatE = Quinupristina-dalfopristina (solo en E. faecium)

Punto de muestreo

Estiércoles y purines
Suelos agricolas

Frecuencia de muestreo

Dos muestras anuales

vanA = vancomicina
erm(B) » Macrdlidos

6.7. VIGILANCIA DE ANIMALES DE VIDA
LIBRE Y FAUNA SINANTROPICA

PARA LA CONSERVACION DE LA
CALIDAD AMBIENTAL

La vigilancia de los animales de vida libre no
estd contemplada en los programas nacionales
ni europeos. Sin embargo, la realizacion de
programas de seguimiento de bacterias resis-
tentes a antibidticos en estos animales tiene un
interés importante desde el contexto de “Una
sola salud”.

El estudio comparativo sobre la presencia de
bacterias indicadoras centinelas entre fauna
silvestre y otros elementos ambientales facilita

la comprension de las rutas de dispersion y de
las vias de exposicién a ARB y ARG.

La seleccion de la especie animal, centinela
en los programas de vigilancia, condiciona la
informacién obtenida sobre la capacidad de
emision y dispersion de bacterias resistentes
a antibidticos en los ecosistemas circundan-
tes. Por ejemplo, en caso de seleccionar aves
migratorias, se estudiardn rutas de dispersion
de larga distancia entre paises e, incluso, entre
continentes (Martinez-Alvarez et al. 2024). Por
el contrario, cuando se seleccionen aves
sinantrépicas no migratorias, se estudiaran
rutas de dispersion limitadas a las medias o
cortas distancias. Igualmente, existe diferencia
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entre la informacién que proporcionan aque-
llos animales que se alimentan en el entorno
de vertederos y los que lo hacen en ambien-
tes naturales (Martinez-Alvarez et al. 2025).
Por tanto, la seleccidn de la especie o espe-
cies animales es muy importante y se ha de
realizar en funcion del objetivo concreto que
plantee el programa de vigilancia.

En el caso de animales terrestres de vida libre,
serfa de interés centrarse en el estudio de
muestras fecales de la bacteria indicadora E.
coli BLEE, bacterias resistentes a carbapenémi-
cos o colistina, y Enterobacterias con resisten-
cia adquirida a vancomicina (mediada por los
mecanismos vanA o vanB) o a linezolid (media-
da por los genes optr4, poxtA o cfr; Tabla 14).

En cuanto a los animales acuaticos de vida
libre, algunas especies acuaticas pueden ser-
vir como centinelas e indicadores de la salud
del ecosistema, asi como para la deteccién de

genes de resistencia en medios acuaticos
(Campos et al. 2022). Los bivalvos de agua
dulce representan potenciales especies centi-
nela debido a su capacidad para filtrar agua y
retener particulas orgdnicas e inorganicas.
Diferentes estudios han demostrado la capaci-
dad de especies invasoras, como puede ser el
mejillon cebra (Dreissena polymorpha), para
bioacumular contaminantes y patégenos en
su cuerpo blando (Gu and Mitchell 2002). Ade-
mas de emplear dichos bivalvos para estudios
ecotoxicoldgicos por su capacidad de acumu-
lar compuestos quimicos y farmacéuticos, el
estudio por cultivo de diferentes especies
bacterianas contenidas en el cuerpo blando
de estos moluscos, por ejemplo, Aeromonas
spp. y E. coli resistentes a antimicrobianos de
importancia critica para la salud humana,
podria constituir un buen indicador de la pre-
sencia de genes de resistencia en los sistemas
acuaticos (Tabla 14).

Tabla 14. Esquema de vigilancia de animales de vida libre y fauna sinantrépica

Objetivo

Técnica analitica

Cultivo

Vigilar animales de vida libre y fauna sinantrépica para la conservacion de la calidad ambiental

E. coli BLEE y E.coli CREC (E. coli productor de carbapenemasas)
Enterococcus faecalis/faecium resistente a vancomicina (ERV) y linezolid (ERL)
S. aureus resistente a meticilina y linezolid

Indicadores

Terrestre:

Acuético:

Aeromonas y E. coli resistente betalactamicos de espectro extendido y carbapenems

blacrxw = Cefalosporinas de amplio espectro (BLEE)
blaoxa-as, blanow, blaec » Carbapenémicos
vanA = vancomicina optrA, cfr o poxtA =+ Linezolid
aPCR optrA, poxtA =» Linezolid
mecA, mecC » Meticilina

mcr! = Colistina

Punto de muestreo

Nicho ecolégico del sujeto de estudio

Frecuencia de muestreo

Dos veces al afio
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6.8. VIGILANCIA DEL AIRE PARA LA atmosféricay los fendmenos climéaticos como el

CONSERVACION DE LA CALIDAD aumento de temperaturas o el viento favorecen
AMBIENTAL dicha diseminacion.

La vigilancia de bacterias indicadoras en el aire
esta dirigida a aquellas que resisten la deseca-
cion, pudiendo permanecer en el ambiente
aéreo durante un tiempo y, en consecuencia,
diseminarse (Tabla 15). En este sentido, desta-
can E. coliy Enterococcus spp. COmo represen-
tantes del ecosistema intestinal, y S. aureus
como representante del ecosistema nasal.

Segln los estudios de diseminacion de ARB en
el ambiente, el aire desempefia un papel rele-
vante, sobre todo, en entornos cercanos a las
fuentes de emisidén como granjas (tanto en el
interior como en el exterior) y EDAR (Li et al.
2018; Von Salviati et al. 2015; Zielinski et al.
2021). (Li et al. 2018; Von Salviati et al. 2015;
Zielinski et al. 2021). Ademas, la contaminacién

Tabla 15. Esquema de vigilancia del aire en entornos cercanos a la fuente de emisién

Objetivo

Vigilancia del aire en entornos cercanos a las fuentes de emision para la conservacion de la calidad ambiental

Técnica analitica Indicadores
E. coli BLEE
Cultivo Enterococcus faecalis/faecium resistente a vancomicina (ERV) y linezolid (ERL)

S. aureus resistente a meticilina

blacrxwm = Cefalosporinas de amplio espectro (BLEE)
gnrS = Fluoroguinolonas: mediados por plasmidos
mcr! = Polimixinas (colistina)
blaoxa-as, blanom, blakec = Carbapenémicos

gPCR vanA = vancomicina optrA, cfr o poxtA = Linezolid

erm(B) = Macrdlidos
optrA, poxtA = Linezolid

mecA, mecC » Meticilina (SARM) - Linajes genéticos asociados al ganado

(SARM-AG): CC398.

Punto de muestreo

Aire cercano a fuentes de emision (granjas o EDAR)

Frecuencia de muestreo

Dos veces al afio
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La actividad investigadora sobre el papel del
MA en la aparicion y diseminacién de las resis-
tencias ha aumentado en los dltimos afios y
sus resultados despiertan cada vez mas inte-
rés. No obstante, hay cuestiones que auln
necesitan mas atencién, como, por ejemplo, la
determinacion de los indicadores y de los
valores de referencia para considerar un
ambiente contaminado o aceptable, o el con-
senso cientifico y regulador para evaluar el
riesgo sanitario por exposicion ambiental. La
investigacion basica en este dmbito es funda-
mental para seguir avanzando, siendo nece-
sario dotarla con recursos suficientes que
sustenten programas continuos y sistematicos
de vigilancia ambiental de resistencias antimi-
crobianas, y resulten significativos para la
salud publica.

Los esfuerzos futuros deben enfocarse
en definir indicadores y valores de
referencia que faciliten la evaluacién
del riesgo sanitario por exposicion
ambiental, de manera coordinada y
consensuada, mediante el intercambio
de informacion entre los sectores del
enfoque Una sola salud

Gracias a la investigacion, hoy en dia, se cuen-
ta con tecnologia aplicable a la vigilancia de
las resistencias en el &mbito medioambiental.
Estos avances tecnoldgicos, a su vez, propor-
cionan soluciones practicas y guian la toma de
decisiones de las principales agencias que
respaldan el enfoque "Una sola salud" en la
Unién Europea. En este contexto, la Agencia
Europea del Medicamento (EMA) ademas de

investigar y autorizar nuevos medicamentos
antimicrobianos, supervisa la venta de antimi-
crobianos en animales de produccién, y recoge
los datos de consumo reportados a través del
sistema ESUAvet. A su vez, la EFSA recoge los
datos de presencia de resistencias antimicro-
bianas en animales de granja y en alimentos
relacionados a fin de evaluar los riesgos rela-
cionados, y el ECDC realiza tareas de coordina-
cion de la vigilancia epidemioldgica de las
infecciones causadas por microorganismos
resistentes, ademas de asesorar en el control
de aquellas infecciones resistentes al trata-
miento relacionadas con la atencién sanitaria.

Por tanto, la vigilancia ambiental de las resis-
tencias despierta un enorme interés, tanto en
lo académico, como en la gestidon de los siste-
mas de salud publica al constituir una fuente
de informacion y un instrumento de apoyo en
la toma de decisiones. Uno de los grandes
retos actuales de la vigilancia de resistencias
antibidticas, tanto en Espafia como a nivel
internacional, es la integracién de los diferen-
tes programas de vigilancia en salud humana,
animal y ambiental. Para ello, el intercambio de
informacién entre sectores debe ser fluido,
tridireccional y agil, buscando facilitar la coo-
peracidn entre diferentes ambitos de compe-
tencia y experiencia.

Desde el PRAN se ha preparado este informe
como respuesta a la preocupacion local, esta-
tal y europea sobre el papel del MA en la apa-
ricién y diseminaciéon de las resistencias
antimicrobianas. Con ese objetivo, se sugieren
estrategias de vigilancia que incluyen reco-
mendaciones sobre la metodologia, los pun-
tos de muestreo y las dianas analiticas mas
apropiadas dependiendo del objetivo busca-




do. Cabe sefialar que, aunque las estrategias
propuestas en este informe estan disefiadas
para ser efectivas dentro de un marco de
recursos limitados, las mejores préacticas cien-
tificas sugieren que, una combinacion de
métodos de cultivos tradicionales con otros
cultivos independientes (QPCR y metagendmi-
ca), asi como aumentar la frecuencia de los
muestreos (al menos dos al afio, si no cuatro)
con el objetivo de capturar la variabilidad esta-
cional en las muestras, ofreceria una evalua-
cién mas completa y precisa. Sin embargo,
esto requiere de una inversién significativa
que no siempre es posible dentro de los mar-
genes econdémicos actuales.

A su vez, si bien se hace una descripciéon de
los principales objetivos que deben perseguir-
se, y de las posibles estrategias de vigilancia
para conseguirlos, los detalles especificos del

protocolo de toma de muestras (i.e. cdmo
tomar la muestra, punto especifico de mues-
treo, cdmo conservarlas) o los materiales y
métodos necesarios para el desarrollo de cada
técnica analitica no estan incluidos. Dicha infor-
macién forma parte del desarrollo de proyecto
del plan de vigilancia que se quiera seguir y
esta fuera del objetivo de este informe. No obs-
tante, proyectos europeos como EU-WISH,
entre otros, pretenden dar respuesta a estos
detalles, a fin de armonizar en la medida de lo
posible las estrategias de vigilancia ambiental.

Asi, el PRAN ofrece esta informacién cientifica
y practica que puede ser utilizada por investi-
gadores, gestores y/o politicos como base
para poner en marcha programas que avan-
cen en la vigilancia de resistencias en el MAy,
por tanto, contribuyan a la lucha frente a la
resistencia antimicrobiana.



https://www.eu-wish.eu/
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Una de las consecuencias de la pandemia de la
COVID-19 ha sido el renovado interés por el
uso de la epidemiologia de las aguas residua-
les como herramienta para la vigilancia de la
circulacién comunitaria del SARS-CoV-2 (Farkas
et al, 2020; Medema et al., 2020). De hecho,
muchos paises y regiones, Espafia entre ellos,
han implementado programas de vigilancia de
este tipo para complementar la vigilancia epi-
demiolégica clinica y estimar la circulacion del
SARS-CoV-2 entre la poblacién a partir de la
deteccion y cuantificacion del ARN del virus en
el agua residual (Hillary et al. 2021; Guerrero-La-
torre et al. 2022; van Boven et al. 2023). Si bien
esta estrategia tiene limitaciones, también
cuenta con muchas ventajas, como son: i) evita
la necesidad de un cribado masivo de la pobla-
cion ya que la muestra de agua residual repre-
senta un gran nimero de individuos (de pocas
decenas a centenares de miles en funcién del
area asistida), ii) ofrece una buena correlaciéon
entre la concentracion del ARN viral en el agua
residual y los casos clinicos de la COVID-19
informados, iii) incluye tanto a los individuos sin-
tomaticos como a los asintomaticos vy iv) en
determinadas situaciones, puede anticipar un
brote de casos en un area concreta ya que la
excrecion del virus por las heces precede al
desarrollo de sintomas clinicos (lo que se cono-
ce como “alerta temprana”). Ademas, de un
tiempo a esta parte, la gran mayoria de estos
programas de vigilancia incluyen el monitoreo
de las distintas variantes del SARS-CoV-2 para
identificar rdpidamente su entrada y posterior
diseminacioén en el territorio.

Por todo ello, las autoridades sanitarias y, mas
concretamente, la Comision Europea, a través
de recomendaciones dirigidas a los paises

miembros en marzo de 2021 para la imple-
mentacion de programas de vigilancia en
aguas residuales complementarios a la vigilan-
cia clinica, han reconocido la monitorizacion
de las aguas residuales como una herramienta
clave en la mejora de los planes de gestién de
la pandemia de la COVID-19 (vanBoven et al.
2023; Comision Europea 2021) (van Boven et
al. 2023; Comisién Europea 2021). Este docu-
mento de recomendaciones propuso, por pri-
mera vez, la utilizacion de los programas de
vigilancia en aguas residuales para monitori-
zar de forma sistematica otros patdégenos de
interés que puedan dar lugar a graves proble-
mas de salud publica (virus de la polio y la gri-
pe, otros coronavirus con potencial pandémi-
co y bacterias resistentes a los antibidticos).
Meses después, en mayo de 2020, el grupo
de ministros de Salud del G7 publicé un comu-
nicado de prensa en el que se incidia de nue-
VO en esta propuesta y se recomendaba utili-
zar de manera sistematica y global la epide-
miologia de las aguas residuales para mejorar
la preparacién sanitaria ante el riesgo de una
nueva pandemia. De nuevo, las bacterias
resistentes a los antibidticos estaban entre las
dianas a monitorizar.

La Comision Europea ha reconocido la
monitorizacion de las aguas residuales
como una herramienta clave en la mejora
de los planes de gestion de la pandemia
de la COVID-19

Por tanto, la reconversién de estos programas
de vigilancia basados en la epidemiologia de
las aguas residuales para monitorizar de forma
sisteméatica otros patdégenos microbianos de




interés mas alld del SARS-CoV-2 permitiria
aprovechar una infraestructura ya disponible y
coordinada (depuradoras, laboratorios analiti-
cos, plataformas de analisis y visualizacién de
los datos) con la experiencia acumulada no
s6lo durante los afios de pandemia, sino tam-
bién durante la carrera profesional de los
expertos implicados.

En nuestro pais se han llevado a cabo nume-
rosos programas de vigilancia de SARS-CoV-2
en aguas residuales tanto a nivel estatal como
autonémico. En el dmbito estatal, se encuentra
el proyecto VATar impulsado por el Ministerio
para la Transicién Ecoldgica y el Reto Demo-
grafico junto al Ministerio de Sanidad (MITERD
2020b) que, entre mayo de 2020 y febrero de
2023, analizé semanalmente depuradoras
repartidas por toda Espafia para detectar la
presencia del material genético del virus y sus
variantes. A nivel autondmico cabe citar las
siguientes iniciativas, entre otras:

® el Sistema VIGIA de la Comunidad de
Madrid (que desde febrero de 2021 consta
de 15 .000 km de red de alcantarillado con
289 puntos de toma de muestras;

® el programa SARSAIGUA en Catalufia que,
desde julio de 2020 hasta diciembre de
2023, analizé semanalmente 56 depurado-
ras catalanas;

® la Red Andaluza de Vigilancia de Aguas
Residuales (RAVAR) a la que se han adheri-
do todas las capitales de provincia y sus
areas metropolitanas, ademas de muchos
otros municipios;

® el proyecto URBEHA en el Pais Vasco, con
4 EDAR asociadas a las principales aglome-
raciones provinc iales y 6 puntos de la red
de saneamiento de Vizcaya,

® el proyecto COVIDBENS en Galicia con
una cobertura de un drea metropolitana de
aproximadamente 400.000 y 4 municipios;

® la plataforma de Alerta Temprana Aguas
Residuales Castilla y Leon (ATARCYL YL),
que ha permitido conocer la circulacién del

virus en los municipios de poblacién supe-
rior a 10.000 habitantes;

@ el proyecto COV-RED en Asturias;

® vy un sistema de vigilancia con 12 depura-
doras en Aragoén.

La magnitud de dichos esfuerzos previos le ha
permitido al Ministerio de Sanidad crear la
Herramienta Basada en el control de las Aguas
Residuales (HEBAR), la cual se constituye
como un sistema de informacién nacional para
la vigilancia ambiental de las aguas residuales.
Esta herramienta permitird la ampliacion de los
programas de andlisis de SARS-Cov-2 a otros
patégenos y contaminantes, incluyendo las
bacterias resistentes a antibidticos y los resi-
duos antibidticos. Aunque se espera que su
implementacion resulte relativamente sencilla
y altamente costo — efectiva, su adecuacion
requerird de un consenso claro en relacién
con los objetivos propuestos ya que, en fun-
cién de estos, variaran significativamente la
estrategia de muestreo, las dianas a analizar y
la informacion resultante.



https://www.canaldeisabelsegunda.es/sistema-vigia
https://www.canaldeisabelsegunda.es/sistema-vigia
https://sarsaigua.icra.cat/
https://edarbens.es/covid19/
https://datosabiertos.jcyl.es/web/jcyl/set/es/salud/analisis-aguas-residuales-covid/1285046023082
https://datosabiertos.jcyl.es/web/jcyl/set/es/salud/analisis-aguas-residuales-covid/1285046023082
https://consorcioaa.com/idi/proyecto-cov-red/)
https://www.iisaragon.es/aragon-pone-en-marcha-un-sistema-de-alerta-para-la-deteccion-del-coronavirus-en-las-aguas-residuales/
https://www.iisaragon.es/aragon-pone-en-marcha-un-sistema-de-alerta-para-la-deteccion-del-coronavirus-en-las-aguas-residuales/
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