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1. Resumen

El descubrimiento y uso de antibidticos supuso uno de los mayores avances de la medicina y de
la produccidn animal. Sin embargo, su empleo intensivo ha favorecido la aparicién y propagacién
mundial de la resistencia a los antimicrobianos (RAM), lo que constituye una amenaza creciente
para la salud publica, animal y medioambiental. En el ambito porcino, la reproduccién y, en
particular, el uso de antibidticos en la inseminacion artificial, suponen una fuente de presion

selectiva que podria condicionar la microbiota uterina y su resistoma.

En este trabajo se caracterizé la microbiota bacteriana y el resistoma uterino de cerdas nuliparas
y multiparas mediante técnicas de metagendmica, con el fin de evaluar posibles diferencias
asociadas al estado reproductivo. Se detectaron comunidades bacterianas diversas en todos los
Uteros analizados, lo que confirma que este no es un entorno estéril. Aunque no se observaron
diferencias significativas en los indices de diversidad alfa, si se detecté una separacion
significativa en la composicidon microbiana entre nuliparas y multiparas. En cuanto al resistoma,
se identificaron determinantes de resistencia a antimicrobianos en la mayoria de las muestras,
con una mayor riqueza en las cerdas multiparas, posiblemente asociada a una mayor exposicion

acumulada a antimicrobianos durante su vida productiva.

Estos hallazgos sugieren que el Utero porcino podria funcionar como reservorio de resistencias
y, asi, podria representar una posible via de transmisidn vertical de resistencias hacia la
descendencia. La edad y/o el nimero de partos podrian influir en la estructura de la microbiota
uterina y en la diversidad del resistoma. El conocimiento generado puede contribuir a orientar

estrategias de uso mas responsable de antibiéticos en porcino dentro del enfoque One Health.

1.1.Summary

The discovery and use of antibiotics was one of the greatest advances in medicine and animal
production. However, their intensive use has led to the emergence and global spread of
antimicrobial resistance (AMR), which poses a growing threat to public, animal, and
environmental health. In the pig sector, reproduction and, in particular, the use of antibiotics in
artificial insemination, are a source of selective pressure that could influence the uterine

microbiota and its resistome.



In this study, the bacterial microbiota and uterine resistome of nulliparous and multiparous sows
were characterized using metagenomic techniques in order to evaluate possible differences
associated with reproductive status. Diverse bacterial communities were detected in all uteri
analyzed, confirming that this is not a sterile environment. Although no significant differences
in alpha diversity indices were observed, a significant separation in microbial composition was
detected between nulliparous and multiparous sows. Regarding the resistome, antimicrobial
resistance determinants were identified in most samples, with greater richness in multiparous
sows, possibly associated with greater cumulative exposure to antimicrobials during their

productive life.

These findings suggest that the porcine uterus could function as a reservoir of resistance and
thus represent a possible route of vertical transmission of resistance to offspring. Age and/or
number of births could influence the structure of the uterine microbiota and the diversity of the
resistome. The knowledge generated may contribute to guiding strategies for more responsible

use of antibiotics in pigs within the One Health approach.



2. Introduccidn

2.1. Microbiota uterina

Tradicionalmente, el Utero se consideraba un entorno estéril, donde la presencia de bacterias
se asociaba exclusivamente a infecciones (Holyoak, 2021). Sin embargo, en la Ultima década, el
desarrollo de técnicas moleculares de secuenciacién, como la metagendmica, ha permitido
demostrar que incluso en ausencia de enfermedad, en animales sanos, existe en el Utero una

microbiota estable, diversa y activa (Gil-Miranda et al., 2024).

Estudios en ganado bovino y equino han descrito la presencia de distintos géneros bacterianos
en el Utero en ausencia de signos clinicos de infeccion, lo que sugiere un posible rol simbidtico
o inmunomodulador. En estudios con equinos, por ejemplo, se han identificado géneros
bacterianos como Lactobacillus, Streptococcus y Bacteroides en hembras clinicamente sanas, lo
gue apoya la existencia de una microbiota residente (Gil-Miranda et al., 2024; Poudel et al.,

2024).

En bovino, se ha documentado que la composicidn microbiana uterina varia entre animales
sanos y aquellos con procesos inflamatorios como la metritis. Las vacas afectadas presentaban
una menor diversidad bacteriana y un perfil metabdlico alterado, lo que indica una relaciéon

estrecha entre la microbiota y la fisiopatologia uterina (Casaro et al., 2024).

A nivel funcional, se ha propuesto que estas comunidades bacterianas podrian participar en la
regulacién inmunoldgica local, favoreciendo un equilibrio que permita la tolerancia frente a

microorganismos comensales y la defensa frente a patdgenos (Galvado et al., 2019).

Aunque en el caso del porcino los estudios sobre la microbiota uterina son limitados, si se ha
caracterizado el microbioma del semen y de la vagina. Se ha observado que la microbiota
seminal y vaginal es diversa y varia en funcidn del estado reproductivo, lo que podria influir
potencialmente en el tracto reproductor de la cerda tras la inseminacién, especialmente
considerando el uso generalizado de esta técnica en la especie porcina (Kiefer et al., 2021).
Ademas, se ha sugerido que la composicién microbiana del aparato reproductor puede verse
influida por el nimero de partos, con diferencias entre hembras jévenes y multiparas que
podrian tener implicaciones sobre la salud reproductiva y el equilibrio del ecosistema uterino

(Ngo et al., 2025).



Estos hallazgos permiten replantear el concepto de esterilidad uterina y considerar este entorno
como un ecosistema funcional. Asi, su estudio resulta clave para comprender los factores que
condicionan la salud uterina y su posible papel en la transmisién de microorganismos a la

descendencia.

2.2. Antibidticos y resistencias

Los antibidticos son un amplio grupo de sustancias antimicrobianas derivadas de bacterias, de
sustancias naturales o de productos sintéticos, capaces de eliminar o inhibir el crecimiento de
microorganismos. Segun su rango de accidn pueden clasificarse en antibiéticos de amplio o
reducido espectro (Gimeno y Ortega, 2005). Por su accién también se pueden clasificar como
antibidticos bactericidas, que eliminan directamente a las bacterias, y bacteriostaticos, que

inhibe su crecimiento permitiendo al sistema inmune eliminarlas (Gimeno y Ortega, 2005).

En el dmbito veterinario, los antibiéticos se utilizan con distintos fines, desde la quimioterapia
hasta la quimioprofilaxis. En algunos casos también se han empleado como aditivos para
mejorar el rendimiento productivo, aunque este uso ha sido prohibido en la Unién Europea
(Tsekouras et al., 2025). Este grupo de compuestos representa una de las herramientas
terapéuticas mas eficaces en la medicina, si bien su eficiencia se esta viendo comprometida por

el creciente niumero de patdgenos resistentes a antibidticos (Lin et al., 2015).

La resistencia antimicrobiana es la capacidad que presentan algunas bacterias para sobrevivir a
la accién de un antibidtico (Perovic et al., 2018). Este proceso puede ser natural y formar parte
de las caracteristicas propias del microorganismo, o adquirido mediante distintos mecanismos
genéticos que pueden verse inducidos por la exposicién prolongada a antimicrobianos (Asenjo
et al.,, 2021), y que les permiten sobrevivir, adaptarse o incluso neutralizar el efecto del
antibiodtico (Lin et al., 2015; Munita y Arias, 2016). Entre los principales mecanismos de

resistencia se describen los siguientes (Lin et al., 2015; Munita y Arias, 2016):

- Inactivacion o modificacién del antibiético: mediante la produccién de enzimas como

las beta-lactamasas que destruyen el antibidtico antes de que este actue;

- Expulsion activa mediante bombas de flujo: las bacterias expulsan el antibidtico fuera

de la célula (fuera del interior celular) antes de que alcance su diana.

- Modificacidn del sitio diana: cambios en las proteinas que sirven de blanco impiden que

el antibidtico se unay actue correctamente.



- Reduccion de la permeabilidad de la membrana: alimitando la entrada del antibiético,

reduciendo su concentracién intracelular, especialmente en Gram negativas.

Todos estos procesos estan codificados por genes propios de la bacteria o adquiridos a partir de
otros microorganismos mediante transferencia horizontal, a través de fendmenos de
conjugacion, transformacién o transduccién (Munita y Arias, 2016), o también pueden ser
consecuencia de fendmenos de mutaciéon genética tras exposicion de las bacterias a los

antibioticos (Martinez y Baquero, 2014).

2.3. La resistencia como problema de salud publica y veterinaria

La resistencia a los antimicrobianos se ha consolidado como una de las principales amenazas
para la salud publica global, reconocida por organismos internacionales como la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO, 2015) y la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (WOAH, 2024).
Entre los factores clave que contribuyen a dicha resistencia destacan el uso excesivo e
inadecuado de antibidticos. Esto se observa tanto en medicina humana como en veterinaria
(Ventola, 2015; Byrne et al.,, 2019). Su progresiva expansion compromete la eficacia de
tratamientos clinicos esenciales, aumentando la morbilidad, la mortalidad y los costes sanitarios.
Esta situacion ha llevado a organismos internacionales a considerarla una emergencia
prioritaria, comparable a las enfermedades crénicas mds prevalentes. De hecho, se estima que,
si no se adoptan medidas urgentes, las infecciones causadas por bacterias multirresistentes
podrian causar hasta 10 millones de muertes anuales en 2050, superando incluso al cdncer como

causa de mortalidad mundial (O’Neill, 2016).

En el ambito veterinario, la resistencia antimicrobiana afecta gravemente a la eficacia
terapéutica y al bienestar animal. Las infecciones por patdgenos resistentes dificultan los
tratamientos, prolongan las enfermedades y generan un uso mas intensivo de recursos
sanitarios. Ademas, en animales de produccidn, estas resistencias suponen un problema
anadido al comprometer la rentabilidad de las explotaciones, especialmente cuando se requiere
el uso frecuente de antimicrobianos para prevenir o tratar brotes infecciosos (Falcén et al., 2010;

Ventola, 2015; Mesonero, 2020).

El uso de antibidticos en ganaderia, particularmente en especies como el cerdo, se ha
relacionado con la seleccidn y propagacion de cepas resistentes. Esta practica, aunque regulada,
continva siendo una via de presion selectiva, especialmente cuando los antimicrobianos se

emplean de forma profilactica o como aditivos tecnoldgicos, aumentando la abundancia de
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genes de resistencia (GRA) (Van Gompel et al., 2019).

En la practica veterinaria, la reproduccién animal es una de las areas con mayor uso de los
antibidticos con fines no terapéuticos, especialmente en el sector porcino, donde la
inseminacién artificial (IA) es la técnica reproductiva mas utilizada debido a sus numerosas
ventajas, entre las que destacan la mejora genética, la eliminacién de semen de baja calidad y
una mayor higiene durante el proceso (Gongalves, 2012). Para evitar el desarrollo bacteriano
durante el almacenamiento de las dosis seminales, se requiere la adicion de antibiéticos en los
diluyentes, fundamentalmente porque la temperatura de conservacién para el semen porcino
es cercana a los 17 °C (Luther et al., 2021; Luther et al., 2023), exponiendo asi a las bacterias

presentes en el semen porcino a dosis subterapéuticas de antibiéticos.

La transmisién de bacterias resistentes entre animales y humanos, asi como la diseminacién de
genes de resistencia en el entorno, refuerza la necesidad de abordar el problema desde una
perspectiva integradora que contemple la colaboracidn entre sectores sanitarios, veterinarios y
ambientales (Falcon et al., 2010). Este problema, aunque ampliamente documentado en la
literatura médica desde hace décadas, se ha visto agravado por practicas inadecuadas y por la
falta de medidas de contencidn eficaces en muchos sectores. La evolucién de resistencias desde
un fendmeno puntual hasta una amenaza global refleja la necesidad de revisar los protocolos
de uso de antibidticos tanto en medicina humana como veterinaria, y de fomentar politicas

responsables en todos los niveles (Oromi, 2000).

La estrategia One Health se presenta como un enfoque clave para afrontar este reto, al
reconocer la interconexion entre la salud humana, animal y ambiental. La colaboracién entre
sectores, junto con la implementacion de medidas como la mejora en bioseguridad, la
vacunacion y la formacidn del personal, se ha propuesto como via para reducir el uso de

antimicrobianos en granjas sin comprometer la productividad (Mesonero, 2020; OHHLEP, 2021).

2.4. Transmisidn vertical de microbiota y genes de resistencia

Desde el nacimiento, los lechones comienzan a desarrollar su microbiota intestinal en gran parte
influenciada por la microbiota materna, tanto intestinal como vaginal (Tancredi et al., 2025).
Esta colonizacién temprana podria tener un papel determinante en la configuracién del
resistoma inicial, ya que los GRA presentes en la madre podrian transferirse verticalmente a la
descendencia incluso en ausencia de exposicion directa a antibidticos (Munk et al., 2018). De

hecho, estudios recientes han demostrado que los lechones nacen ya portando GRA, lo que



sugiere una transferencia perinatal o inmediata posnatal que involucraria tanto factores

genéticos como ambientales (Tams et al., 2023).

Durante las primeras semanas de vida, especialmente en el periodo de lactancia y destete, se
produce una evolucién notable del resistoma, con cambios que reflejan tanto la exposicidn
ambiental como la influencia de tratamientos antimicrobianos aplicados en la madre o en el
entorno de cria. Se ha observado que GRA frente a las tetraciclinas, macrélidos y
aminoglucésidos, como tet(W), erm(B) y aph(3’)-llla, aparecen de forma temprana en las heces
de los lechones, lo cual refuerza la hipdtesis de transmision vertical microbiana y génica

(Suriyaphol et al., 2021).

Estos hallazgos muestran la importancia de estudiar no solo la microbiota intestinal adulta, sino
también las fases iniciales de la vida, donde ya se establecen relaciones clave entre huésped y
bacterias comensales, muchas de las cuales actian como reservorios de resistencia (Ma et al.,
2023). Por ello, la transmisién vertical de microbiota y resistoma debe considerarse un punto
critico dentro del enfoque One Health, dado su impacto potencial en la diseminaciéon de

resistencias en la cadena productiva porcina.

2.5. Metagendmica

La metagendmica es una técnica que permite el andlisis del material genético presente en
muestras ambientales sin necesidad de cultivo previo. A diferencia de las técnicas
microbioldgicas clasicas, que se basan en el aislamiento y crecimiento de microorganismos, la
metagendmica emplea secuenciacién del ADN extraido directamente a partir de las muestras,
lo que permite detectar tanto bacterias viables como no viables, y obtener una vision mds
completa de la comunidad microbiana (Forbes et al., 2017). Mediante el analisis del gen 16S
rRNA, una regién altamente conservada del ADN bacteriano, es posible identificar con alta

precision la mayoria de los géneros bacterianos presentes en una muestra.

Técnicas mas avanzadas como la metagendmica shotgun, una técnica de secuenciacidon no
dirigida que fragmenta aleatoria y masivamente el ADN total de la muestra para explorar la
diversidad microbiana y funcional (Usyk et al., 2023), permiten ademas identificar especies e
incluso cepas, asi como genes y elementos genéticos méviles como plasmidos y transposones,

implicados en la diseminacion de genes de resistencia antimicrobiana (Lin et al., 2015).

La metagendmica se ha consolidado como una herramienta clave para entender las

interacciones microbianas en entornos complejos, permitiendo avanzar hacia un enfoque mas



preventivo y preciso en salud publica y veterinaria, en linea con los principios de One Health

(Quince et al., 2017; Munk et al., 2017).

En el caso concreto de estudios microbiolégicos del aparato reproductor, esta técnica es
especialmente util, ya que muchas bacterias presentes en Utero o vagina no pueden cultivarse
facilmente en laboratorio. Ademas, el analisis metagenémico permite conocer no solo la
composicion taxondmica de la microbiota (qué bacterias hay), sino también su funcionalidad
potencial, incluyendo genes relacionados con virulencia o metabolismo, asi como el conjunto de
determinantes que confieren resistencia a los antimicrobianos conocido como resistoma

(Wright, 2010; Forbes et al., 2017; Sanglard et al., 2020).

Los estudios disponibles indican que el Gtero porcino no debe considerarse como un entorno
estéril, si no como un ecosistema variable cuya microbiota puede verse modulada por factores
como la inseminacidn artificial y el uso de antibidticos. Estas practicas, necesarias en la
produccion porcina actual, constituyen al mismo tiempo una fuente de presién selectiva que
puede favorecer la aparicion y diseminacién de resistencias. El analisis mediante metagendmica
es la unica técnica eficaz que proporciona una vision completa tanto de la composicidn
microbiana como los determinantes genéticos asociados a resistencia. Ademas, la posible
transmision vertical de microbiota y resistoma de la madre a la descendencia refuerza la
importancia de este enfoque en el contexto de One Health. Todo ello justifica la necesidad de
profundizar en el estudio de la microbiota uterina porcina y su resistoma, lo que constituye la

base de este trabajo.



3. Justificacidn y objetivos

El estudio de la microbiota uterina porcina ha cobrado relevancia en los ultimos afos, sobre todo
desde que se ha demostrado que el Utero no es un ambiente estéril, como se creia antes. La
caracterizacion de estas comunidades microbianas en cerdas de distinta edad y actividad
reproductiva puede aportar informacién significativa sobre su papel en la salud del animal y en

la de su descendencia.

El uso de la metagendmica permite evaluar la composicidon de la microbiota uterina porcina y
compararla entre grupos de cerdas (por ejemplo entre primiparas y multiparas), alcanzando un
nivel de resolucién que no es posible mediante métodos de cultivo tradicionales. Esta
aproximacion también posibilita el analisis de genes de resistencia a antibidticos presentes en
las muestras uterinas, un aspecto de especial relevancia por el riesgo potencial de transmision

vertical a los lechones.

El estudio de la comunidad microbiana uterina y de su resistoma se enmarca en la creciente
preocupacioén por la resistencia antimicrobiana, desde la perspectiva One Health, que integra la
salud animal, humana y ambiental. La obtencién de informacion detallada sobre estos aspectos
contribuye al conocimiento cientifico y puede servir de base para disefiar estrategias de manejo

reproductivo y uso responsable de antibidticos en la produccién porcina.

Por lo tanto, el objetivo general de este trabajo es estudiar la composicién de la microbiota
bacteriana uterina y la presencia de determinantes de resistencia a los antimicrobianos de un

grupo de cerdas mediante técnicas de secuenciacion metagendmica.
Para alcanzar este objetivo general, se consideran los siguientes objetivos especificos:

1. Describir la composiciéon taxondmica de las comunidades bacterianas (principales
familias bacterianas) a partir de la extraccion de ADN bacteriano obtenido del utero de

un grupo de cerdas nuliparas y otro de cerdas multiparas, es decir, inseminadas en varias

ocasiones.

2. Determinar a partir de las mismas muestras la presencia de determinantes de
resistencia.

3. Comparar la diversidad microbiana y el resistoma entre cerdas nuliparas y multiparas.
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4. Material y métodos

4.1. Seleccion de animales y recogida de muestras uterinas

Para este estudio se utilizaron Uteros procedentes de cerdas sacrificadas en un matadero
comercial en dos dias distintos. El primer dia se recogieron aparatos reproductores de hembras

nuliparas y, el segundo, de hembras multiparas, todas ellas aparentemente sanas y con destino

al consumo humano. Las hembras nuliparas procedian de una explotacidn de recria, y se trataba
de animales que acabaron como animales de cebo. Las cerdas multiparas habian sido
descartadas en la explotacion por diversas razones (cojeras, baja tasa de fertilidad, prolapso

uterino, hernias o desvieje).

Tras el sacrificio, se extrajo el aparato reproductor completo de cada cerda, descartandose los
de cerdas que presentaron signos asociados con posible infeccion del aparato genital
(morfologias anormales, presencia de pus o liquido abundante, etc.). Se realizaron cortes limpios
en la region perianal para separar el tracto reproductor completo (ovarios, cuernos uterinos,
cuerpo y cuello uterino y vagina), y fue depositado en bolsas de plastico individuales
previamente identificadas utilizando el nimero de crotal que llevaba el animal en la explotacion,
de esta manera se tenia acceso a la informacién basica de cada animal (numero de partos o
veces inseminada). Las muestras fueron transportadas al laboratorio y procesadas dentro de las

primeras 24 h tras su extraccion.

Unavezenellaboratorio, se procedid a la desinfeccidn externa de cada Utero mediante aplicacion
de etanol al 70 % y posterior flameado. A continuacién, con una hoja de bisturi estéril se
realizaba una pequefa incisién en la interseccién entre el cuerpo y los cuernos uterinos (Figura
1). Para la obtencién del contenido uterino se introducia por dicha incisién un hisopo estéril
(Real microbiome vaginal DNA kit, Durviz S.L., Valencia, Espafia; https://reallaboratory.com/
product/real-microbiome-vaginal-dna-kit/) alcanzando el inicio de ambos cuernos. El hisopo se
conservaba a temperatura ambiente hasta el momento de su procesamiento para la extraccion

del ADN.
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Figura 1. Localizacion de la recogida de
muestras en el aparato genital de la cerda

tras el sacrificio (cuerpo y cuerno del utero).

4.2. Extraccion del ADN

Para la extraccién del ADN a partir de los hisopos, se utilizé el kit de extraccién Real Microbiome
Vaginal DNA Kit® (Durviz S.L., Valencia, Espafia). Este protocolo combina la lisis celular por
agitacion con perlas, calor y detergentes. Tras la lisis, se adicionaba al lisado una serie de sales
caotrdpicas contenidas en una solucidén de fijacién que permitian la unién del ADN a la matriz
de las columnas. A continuacion, se eliminaron las sustancias contaminantes mediante dos

etapas de lavado y el ADN resultante se recuperdé mediante un tampon Tris libre de ADN.

4.3. Secuenciacion shotgun del metagenoma completo y andlisis de las secuencias.

Para la secuenciacion del ADN se utilizd la secuenciacidn shotgun de extremos pareados (paired-
end) mediante la plataforma NovaSeq X Plus Series (PE150) de Illumina. La secuenciacidn shotgun
del metagenoma completo se llevé a cabo en los laboratorios de Novogene (Cambridge, Reino

Unido). De cada muestra se obtuvo una media de 12 gigabases (Gb) de informacion.

Andlisis taxondmico

Los datos de secuencia brutos obtenidos en formato FASTQ se importaron a Galaxy Europe

(https://usegalaxy.eu/user) donde se realizaron los andlisis bioinformaticos para la

identificacion de poblaciones bacterianas.
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En un primer paso, se realizé un andlisis de calidad de las secuencias brutas mediante la
herramienta FastQC v.0.12.1 (Andrews, 2023). Tras comprobar la calidad general de las mismas
se realizd un filtrado y mejora de su calidad mediante la herramienta Fastp v.0.26.0 (Chen et al.
2018). Este segundo paso permitid la eliminacién de lecturas de baja calidad, el filtrado de
lecturas por longitud minima, el recorte de adaptadores y de bases de baja calidad en los
extremos de las lecturas, y la eliminacion de nucleétidos no identificados, mejorando la calidad

general de las secuencias.

Posteriormente se procedio a la realizacion del andlisis taxondmico mediante las herramientas
Kraken2v.2.1.3. (Wood y Salzberg, 2014) y Bracken v.3.1. (Lu et al., 2017), que permiten realizar
una clasificacidon taxondmica rapida (Kraken2) seguida de una mejora de la precision de la
abundancia relativa (Bracken). Se analizé a nivel del taxdn Familia para facilitar el manejo de
resultados. Con ello, se obtuvo una tabla de abundancias relativas de Familias de la cual se
eliminaron todos los taxones relativos a organismos eucariotas, arqueas y virus. Esta tabla se

utilizé para el andlisis posterior de la diversidad bacteriana.

4.4. Deteccion de determinantes de resistencia a los antimicrobianos (resistoma)

Para la identificacidn de determinantes de resistencia , primero se realizd el ensamblado de las
lecturas FASTQ mediante la herramienta MEGAHIT v.1.2.9, que utiliza un algoritmo basado en
grafos de Bruijn comprimidos para ensamblar de manera eficiente secuencias complejas de ADN

a partir de grandes volumenes de datos metagendmicos (Li et al., 2015).

El resultado del ensamblaje se obtuvo en formato FASTA, que contiene secuencias largas
denominadas contigs, es decir, secuencias de ADN continuas generadas a partir de la unién de
multiples lecturas cortas solapadas, lo que permite reconstruir fragmentos gendmicos mas

grandes para su analisis taxonédmico y funcional en metagendmica (Deng y Delwart, 2021).

Estos archivos FASTA obtenidos tras el ensamblado, se utilizaron para identificar la presencia de
determinantes de resistencia mediante la herramienta ABRICATE
(https://github.com/tseemann/abricate), una aplicacion bioinformatica de cribado masivo que
permite la deteccidn rapida de genes en secuencias ensambladas mediante comparaciones por
alineamiento con bases de datos especificas (Seemann, 2020). En este caso, los contigs
obtenidos tras el ensamblaje metagendmico fueron analizados frente a la base de datos CARD
(Comprehensive Antibiotic Resistance Database) (Alcock et al., 2020), que contiene informacién

actualizada sobre genes de resistencia, mutaciones cromosdmicas y mecanismos de accion
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conocidos, aplicando como criterios de filtrado una cobertura minima del 90 % y una identidad
del 95 % para asegurar la precisién. Solo se consideraron aquellos genes que cumplian

simultdneamente ambos umbrales para su inclusion en el andlisis posterior.

Analisis de diversidad microbiana y de genes de resistencia antimicrobiana

Los analisis de diversidad taxondmica microbiana y de diversidad de genes de resistencia a
antimicrobianos se realizaron en R (R Core Team, 2024) dentro de RStudio (RStudio
2025.05.0+496 "Mariposa Orchid" Release for Windows), utilizando los paquetes phyloseq
(McMurdie y Holmes, 2013), vegan (Oksanen et al., 2020) y ggplot2 (Wickam, 2016). Se evalué

la diversidad alfa y beta.

La diversidad alfa hace referencia a la riqueza y uniformidad de especies presentes dentro de
una misma comunidad microbiana (Hugerth y Andersson, 2017), y para ello utiliza diferentes
indices, Shannon, Simpson y de Riqueza, que pueden ser comparados entre grupos mediante el
test de Wilcoxon. Elindice de Shannon considera tanto la riqueza de familias (nimero de familias
diferentes) como su equitatividad (distribucion proporcional de individuos entre las familias).
Un valor alto de Shannon indica una comunidad mas diversa y equilibrada, mientras que un valor
bajo sugiere que algunas familias son dominantes sobre las demas. El indice de Simpson es una
medida de la diversidad biolégica que indica la probabilidad de que dos individuos,
seleccionados aleatoriamente de una comunidad, pertenezcan a la misma familia. Un valor mas
bajo del indice de Simpson sugiere una mayor diversidad, ya que implica una menor probabilidad
de encontrar dos individuos de la misma familia. El indice de Riqueza cuantifica el nimero de

familias diferentes en una poblacién

La diversidad beta refleja las diferencias en la composicién microbiana entre comunidades
(Calle, 2019), y para ello se analizé el indice de disimilitud (o distancia) de Bray-Curtis. Las
distancias de Bray-Curtis consideran tanto las familias que estdn presentes como su abundancia,
y pueden visualizarse mediante anadlisis de coordenadas principales (PCoA). La posible diferencia
en la composicion microbiana entre grupos se evaludé posteriormente mediante andlisis
PERMANOVA (funcion adonis, incluida en el paquete vegan), previa comprobacion de la

variabilidad dentro de cada grupo mediante la prueba de dispersidén beta (Anderson, 2006).

Finalmente se realizé una comparacion de la abundancia relativa de familias entre los dos grupos
para detectar familias mas predominantes en uno u otro grupo mediante la prueba estadistica

ALDEx2 (ANOVA-Like Differential Expression). ALDEXx2 es un método estadistico desarrollado
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especificamente para datos composicionales (como los de microbiota), y se basa en la aplicacion
de diferentes pruebas estadisticas (una paramétrica y otra no) tras transformar los datos
relativos (proporciones) para hacerlos comparables y realizar una simulacién Monte Carlo para
modelar la incertidumbre (Fernandes et al., 2014). Este andlisis se realizé Unicamente a aquellas
familias taxondmicas mas abundantes, es decir, las que presentaron al menos el 1% de
abundancia en alguna de las muestras analizadas. Los analisis de diversidad se aplicaron asi
mismo a la matriz binaria de presencia/ausencia de genes de resistencia antimicrobiana para

estudiar su distribucidn en los dos grupos de animales.
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5. Resultados

5.1. Calidad de datos de secuenciacion

Se evalué la calidad de los datos obtenidos para cada una de las muestras analizadas. En la Tabla
1 se muestran los pardmetros principales: nimero de lecturas generadas, cantidad de datos en

pares de bases, porcentaje de datos efectivos, tasa de error, asi como los valores de Q20 y Q30.

Tabla 1. Resultados de calidad de secuenciacion de las muestras uterinas analizadas.

Datos brutos Lecturas Errores Bases con Bases con
Muestra |Lecturas brutas| (en pares de validas [de lectura|calidad 2 Q20| calidad > Q30
bases) (%) (%) (%) (%)
uT_J8 113960102 17094015300 99,29 0,01 96,93 91,48
uT J7 120320650 | 18048097500 99,29 0,01 97,40 92,49
UT_J6 115483986 | 17322597900 99,31 0,01 96,91 91,48
UT 2112 120800322 | 18120048300 99,71 0,01 97,64 92,78
UT_8803 109740934 | 16461140100 99,66 0,01 97,50 92,38
UuT J4 79862896 11979434400 99,21 0,01 97,72 93,66
UT_8280 85204166 12780624900 99,35 0,01 97,55 93,23
UT 2958 86155782 12923367300 99,64 0,01 97,97 93,82
UT_1469p 91481486 13722222900 99,32 0,01 97,64 93,55

Datos brutos: numero total de lecturas obtenidas directamente del secuenciador antes del filtrado o
limpieza; Q20: porcentaje de bases con una calidad superior a 20 (probabilidad de error <1 %);
Q30: porcentaje de bases con una calidad superior a 30 (probabilidad de error <0,1 %). Valores altos de
Q20 y Q30 reflejan una alta fiabilidad de las lecturas y, por tanto, una buena calidad de secuenciacidn.

En términos generales, todas las muestras presentaron una calidad excelente:

- Mas del 99 % de las lecturas fueron efectivas, con una tasa de error minima (0,01 %).

- Los valores de Q20 y Q30 fueron superiores al 96 % y 91 % respectivamente, lo que confirma
la calidad y precision de la secuenciacion.

- La cantidad de datos crudos oscilé entre 11 y 18 millones de pares de bases, rango adecuado

para los andlisis posteriores.

Estos resultados confirmaban que la calidad general de los datos era dptima y que las muestras

eran aptas para los andlisis que se realizaron posteriormente.
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5.2. Analisis taxonémico

A partir de los datos de secuenciacidn, se identificaron un total de 254 familias bacterianas. En
el grupo de cerdas nuliparas se detectaron un total de 218 familias (aparecen al menos en una
muestra de cerdas nuliparas), mientras que en las multiparas este nimero fue ligeramente inferior
(203 familias). Un total de 167 familias estaban presentes en ambos grupos, mientras que 51

familias sélo aparecian en las muestras de nuliparas y 36 en las de multiparas (Figura 2).

51 167 36

Nuliparas Multiparas

Figura 2. Diagrama de Venn de las familias bacterianas detectadas en cerdas nuliparas y multiparas
En general, el andlisis de la composicidn bacteriana reflejaba una elevada diversidad compartida
entre ambos grupos. Sin embargo, se detectaron diferencias especificas, con mayor nimero de

familias exclusivas en nuliparas que en multiparas.

5.2.1. Diversidad alfa

La diversidad alfa se evalué mediante los indices de riqueza, de Shannon y de Simpson, con el

objetivo de comparar la diversidad bacteriana intraindividual en nuliparas y multiparas.

5.2.1.1. indice de riqueza

Las nuliparas presentaron, en promedio, un mayor indice de riqueza (mayor nimero de familias
bacterianas) comparado con las multiparas (media de 122,5 vs. 111,6; respectivamente) (Figura

3), aunque no se observaron diferencias significativas entre los grupos (test de Wilcoxon, W =9,
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p =0,902), probablemente debido a la gran variabilidad observada en el grupo de las multiparas

(Figura 3).

Riqueza (familias) por Grupo

200

p=09
.
.
100 + -
.
.

Nuliparas Multiparas
Grupo

g

Riqueza (familias)

Figura 3. indice de riqueza por grupo.

5.2.1.2. Indice de Shannon

El indice de Shannon fue superior en nuliparas comparado con las multiparas (1,40 vs. 0,99,
respectivamente) sugiriendo una mayor diversidad (mas familias) distribuidas de forma mas
equitativa (equitatividad). Sin embargo, las diferencias tampoco no fueron significativas entre

los dos grupos (W = 15, p = 0,29) (Figura 4).

indice de Shannon por Grupo
24
1.
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Nuliparas Multiparas
Grupo

indice de Shannon

Figura 4. indice de Shannon por grupo.
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5.2.1.3. [ndice de Simpson

El valor medio del indice “D” de Simpson fue mas bajo en el grupo de nuliparas (0,175) que en
el de las multiparas (0,44), sugiriendo una menor dominancia y reflejando, por lo tanto,
comunidades mas equitativas, tal y como sugeria también el indice de Shannon. Pero tampoco
se observaron diferencias significativas (W = 14, p = 0,41) (Figura 5). En conjunto, aunque las
nuliparas mostraron una tendencia a mayor diversidad y comunidades mas equilibradas,

ninguna de las diferencias entre grupos resulté estadisticamente significativa.

5.2.2. Diversidad beta

El andlisis de coordenadas principales (PCoA) basado en la distancia de Bray-Curtis permitio
visualizar las diferencias en la composicion de la microbiota bacteriana uterina entre cerdas
nuliparas y multiparas a partir de las abundancias relativas (Figura 6). Las muestras de ambos
grupos se agruparon de forma diferenciada, evidenciando una clara separacion en la
composicion bacteriana entre cerdas nuliparas (en azul) y multiparas (en rojo). Ademas, se
observé una mayor dispersion en las muestras de nuliparas, reflejada por el area mas amplia del
intervalo de confianza (elipse de color azul), en comparaciéon con las multiparas, cuya

variabilidad interna fue mas reducida.

indice de Simpson por Grupo
p=041

. .

indice de Simpson

.

Nuliparas Multiparas

Grupo

Figura 5. indice de Simpson por grupo.
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&\: ®

2 e Grupo

S ® ’

N 00 ® o] Nuliparas
<° o ® Multiparas
&

0 1
PCoA1 (42.7%)

)

Figura 6. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) basado en la distancia de Bray-Curtis

de las abundancias relativas de la microbiota bacteriana uterina.

Para evaluar la significacion estadistica de esta separacidn, se realizé un andlisis PERMANOVA
(adonis2, 999 permutaciones), que mostré un efecto significativo del grupo sobre la estructura
bacteriana uterina (F = 2,16, R? = 0,236, p = 0,042; Tabla 2). Este resultado sugeria que
aproximadamente el 23,6% de la variabilidad en la composicién bacteriana podia atribuirse al

grupo (nuliparas vs. multiparas).

Tabla 2. Resultados del analisis PERMANOVA*.

Fuente Df Suma de cuadrados R? Estadistico F p
Grupo 1 0,51319 0,23578 2,16 0,042
Residual 7 1,66340 0,76422 — —
Total 8 2,17659 1,00000 — —

*PERMANOVA realizado con 999 permutaciones. Se utilizé la distancia de Bray-

Curtis sobre la matriz de disimilitud.
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Sin embargo, esta diferencia también podria atribuirse a diferencias en la variabilidad interna de
cada grupo y no a su composicién bacteriana. Con el fin de evaluar si la variabilidad interna
(dispersidn) dentro de cada grupo era similar o no se realizo el test permutacional de dispersion
beta. No se observaron diferencias significativas (Tabla 3) apoyando los resultados del analisis

PERMANOVA.

Tabla 3. Resultados del test permutacional sobre la dispersion de las muestras entre grupos

(nuliparas vs. multiparas).

Fuente Df Suma de cuadrados Media de cuadrados Estadistico F Permutaciones p
Grupo 1 0,095388 0,095388 3,6064 999 0,097
Residuales 7 0,185147 0,026450 — — —
Total 8 — - - - —

5.2.3. Comparacion de abundancia diferencial

El analisis de diferencias en abundancia relativa mediante ALDEx2 se realizd sobre las familias
mads abundantes, es decir, que presentaron al menos el 1% de abundancia en alguna de las
muestras analizadas. Se detectaron un total de 24 familias. La presencia de estas familias segln

tipo de muestra se describe en la Figura 7.
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Figura 7. Heatmap que muestra la presencia de familias bacterianas con 21 % de abundancia

relativa en al menos una muestra.
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Se identificaron varios taxones que diferian en su abundancia entre grupos, aunque ninguno
alcanzd significacién tras ajustar por el nimero de comparaciones realizado (Tabla 4). No
obstante, se observaron efectos marcados y bajo solapamiento para Corynebacteriaceae
(mucho mas presente en nuliparas), Yersiniaceae y Enterobacteriaceae (mas comunes en
multiparas), lo que sugiere diferencias biolégicamente relevantes entre grupos, probablemente
no detectadas por métodos clasicos debido al reducido tamafio muestral. Estos hallazgos
apoyarian la hipétesis de una alteracidn en la composicion bacteriana uterina asociada al estado

reproductivo.

Tabla 4. Resultados del analisis de abundancia diferencial con ALDEx2 entre cerdas nuliparas y

multiparas*.

Abundancia Abundancia

p p ajustado p p ajustado media media
Familia (Wilcoxon) (Wilcoxon)  (tTest) (tTest) nuliparas multiparas  Efecto Solapamiento
Bacteroidaceae 0,0292 0,9774 0,0293 0,5018 -2,52 13,34 1,49 0,0781
Corynebacteriaceae 0,0462 0,9999 0,0159 0,9903 7,02 2,25 -1,49 0,0003
Yersiniaceae 0,0673 1,0 0,0141 0,4407 4,68 9,08 1,4 0,0428
Hafniaceae 0,0331 0,9859 0,0229 0,359 -1,23 7,11 1,34 0,0469
Erythrobacteraceae 0,0391 0,9886 0,0325 0,6897 3,51 6,28 1,26 0,0859
Enterobacteriaceae  0,1057 1,0 0,0068 0,1902 13,9 21,6 1,23 0,0195

*Valores de p (Wilcoxon y t-test), correcciones por FDR (Benjamini—Hochberg), abundancias medias por
grupo (transformadas CLR), tamafio del efecto (effect) y solapamiento bayesiano (overlap) para las
familias bacterianas mas relevantes. En ALDEx2, el tamafio del efecto refleja la magnitud de la diferencia
entre grupos y el solapamiento indica el grado de coincidencia entre las distribuciones del efecto. Valores
de solapamiento bajos y efectos elevados (>1) pueden considerarse indicativos de diferencias
biolégicamente relevantes, incluso si el valor de p ajustado no alcanza significacién estadistica (Gloor et

al., 2016).

5.3. Analisis del resistoma

El andlisis global del resistoma puso de manifiesto que casi todas las muestras analizadas
contenian determinantes de resistencia a antibidticos (Tabla 5). Estos se detectaron en 3 de las
4 cerdas jovenes (75 %) y en todas las cerdas adultas. Las cerdas adultas presentaron un nimero
mayor de determinantes que las cerdas jovenes (mediana = 59 vs. mediana = 31,

respectivamente), aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0,19).
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Tabla 5. Numero de determinantes de resistencia antimicrobiana (genes y mecanismos
relacionados) detectados por muestra, clasificados segun grupo de cerdas (nuliparas vs.

multiparas).

Ne de

Muestra Grupo anotaciones
GO _UT J4 Nulipara 63
GO _UT_J6 Nulipara 7
GO_UT_J7 Nulipara 55
GO_UT_J8 Nulipara 0
G1_UT 2112 Multipara 59
G1 _UT 2958 Multipara 121
G2_UT_1469 Multipara 50
G2_UT_8280 Multipara 57
G2_UT 8803 Multipara 87

En total se detectaron 168 determinantes de resistencia antimicrobiana, de los cuales 67 fueron
comunes a nuliparas y multiparas. Ademas, las cerdas multiparas presentaron un mayor nimero
de determinantes exclusivos (93 frente a 8 en nuliparas). Estos ocho estaban relacionados
principalmente con la resistencia a los aminoglucdsidos, macrdlidos, lincosamidas,

estreptomicina y trimetoprim, eran exclusivos de las cerdas jovenes (Figura 8).
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Figura 8. Diagrama de Venn mostrando el nimero de genes de resistencia exclusivos y

compartidos entre cerdas nuliparas y multiparas.

5.3.1. Diversidad alfa

La diversidad alfa del resistoma se evalué mediante los indices de Riqueza, Shannon y Simpson,

con el objetivo de comparar el nimero y la distribucidon de determinantes de resistencia en
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cerdas nuliparas y multiparas.

En promedio, las multiparas presentaron una mayor riqueza de determinantes de resistencia
(74,8 + 29,4) en comparacién con las nuliparas (41,7 + 30,3), aunque la diferencia no fue
significativa (test de Wilcoxon, p = 0,393). El indice de Shannon fue también superior en
multiparas (4,26 + 0,36) respecto a nuliparas (3,37 + 1,23), lo que sugiere un resistoma algo mas
equilibrado en este grupo, pero sin diferencias significativas (p = 0,393). Por su parte, el indice
de Simpson mostrd valores muy similares entre los grupos (0,01 + 0,00 en multiparas vs. 0,06 *
0,07 en nuliparas). En general, se aprecia una tendencia hacia una mayor diversidad y riqueza

en las cerdas multiparas, aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

5.3.2. Diversidad beta

El andlisis de coordenadas principales (PCoA) basado en la distancia de Bray-Curtis mostré una
ligera separacién entre nuliparas y multiparas, aunque con solapamiento entre grupos (Figura
10). El analisis PERMANOVA no detectd diferencias significativas en la composicidn global del
resistoma entre los grupos (F = 1,54; R? = 0,205; p = 0,171). La prueba de dispersion beta

tampoco revelé diferencias significativas en la variabilidad interna de cada grupo (p > 0,05).
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Figura 9. Diversidad alfa del resistoma en cerdas nuliparas y multiparas, evaluada mediante los

indices de Riqueza, Shannon y Simpson.
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Figura 10. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) del resistoma uterino en cerdas nuliparas

y multiparas, basado en la distancia de Bray-Curtis.

5.3.3. Comparacion de la frecuencia relativa de GRA entre grupos

Los 168 determinantes de RA identificados en las muestras analizadas se presentaban de forma

variable entre los grupos de cerdas nuliparas y multiparas. Ninguno de los genes de resistencia

detectados presentd una significativa mayor abundancia en uno u otro grupo tras la correccion

por comparaciones multiples (p>0,05), sin embargo, algunos mostraron tendencias diferenciales

relevantes.

Entre los genes que mostraron una tendencia a presentar una mayor frecuencia en las cerdas

multiparas se identificaron los siguientes (Figura 11):

APH(6)-Id, aadA2 y SAT-4, responsables de la inactivacion de aminoglucdsidos.

TEM-1, ampC, ampC1 beta-lactamase y ampH, B-lactdmicos implicados en la resistencia

a penicilinas y cefalosporinas.

QnrB5, que impide la accidn de fluoroquinolonas.
mphG (macrdlidos) y linG (lincosamidas).

dfrA12, asociado con la resistencia a trimetoprim.
eptA, que reduce la afinidad por la colistina.

acrA, acrE, acrS, mdfA, baeR, baeS, CRP, H-NS, gadX y kdpE, implicados en mecanismos

de eflujo activo, contribuyendo a fendmenos de multirresistencia.

25



APH(6)-1d
baeS
eptA
gadX
kdpE
linG
emrY
evgA
evgs
floR

Gen

marA
mdtG
mdtN
mdtP
mphG
mphB
emrR
pmrF
tet(A)
tet(B)

Grupo
W Multipara
mmm Nulipara

0.0

Figura 11. Frecuencia de los 20 genes de resistencia
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6. Discusion

Los resultados de este estudio confirman que el Utero de la cerda no es un entorno estéril, sino
que alberga comunidades bacterianas diversas incluso en animales clinicamente sanos (Gil-
Miranda et al., 2024; Poudel et al., 2024). Este hallazgo coincide con lo descrito en otras especies
domeésticas, donde la microbiota bacteriana uterina parece desempefiar un papel relevante en
el equilibrio inmunoldgico y en la proteccidn frente a patdgenos (Galvao et al., 2019; Gil-Miranda

et al., 2024; Casaro et al., 2024).

En cuanto a la diversidad, las cerdas nuliparas mostraron en promedio valores mas altos de
diversidad alfa (indice de Shannon) y mayor riqueza observada, mientras que las multiparas
presentaron comunidades mds dominadas por pocos taxones, reflejado en un indice de Simpson
mas elevado. Aunque estas diferencias no alcanzaron significacién estadistica, probablemente
por el tamafo reducido de la muestra, el andlisis de diversidad beta si revelé diferencias
significativas en la composicién taxondmica entre grupos. Esto sugiere que el nimero de partos
podria influir en la organizaciéon de la comunidad bacteriana del Utero, en concordancia con
estudios realizados en microbiota vaginal de nuliparas y multiparas (Kellerman et al., 2022),

aunque existen otros factores que también podrian influir.

La menor riqueza bacteriana observada en multiparas podria deberse a una mayor
especializacion de la microbiota bacteriana uterina asociada a la madurez reproductiva. En
hembras adultas, la exposicién a multiples ciclos estrales y partos, junto con cambios en el pHy
las secreciones, podria favorecer la dominancia de ciertos taxones y, en consecuencia, una
menor diversidad alfa (Torres Luque et al., 2021). En mujeres se ha descrito un fendmeno
comparable, donde la dominancia de Lactobacillus en edad fértil reduce la diversidad respecto

a ninas prepuberes o mujeres postmenopausicas (Dubé-Zinatella et al., 2024).

El manejo reproductivo también podria estar influyendo en estos patrones. La inseminacion
artificial introduce tanto antimicrobianos como microorganismos externos, lo que puede
favorecer la seleccion de comunidades menos diversas pero mas estables (Torres Luque et al.,
2021). Ademas, los partos suponen cambios inmunoldgicos relevantes y posibles transferencias
microbianas desde la microbiota vaginal, intestinal o perineal, lo que podria contribuir a
reorganizaciones que reduzcan la diversidad uterina (Sanglard et al., 2020). Este patrén de una
comunidad bacteriana menos diversa pero mds estable, podria correlacionarse con mayor

longevidad y calidad reproductiva (Liu et al., 2025).
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A nivel taxondmico, se observd que las cerdas nuliparas podrian presentar una mayor
abundancia relativa de Corynebacteriaceae, mientras que en las multiparas destacarian familias
como Yersiniaceae y Enterobacteriaceae. No obstante, se desconoce aun qué papel podrian
desempenar estos grupos en la salud reproductiva de las cerdas. Una posible explicacién para la
mayor presencia de enterobacterias en las multiparas podria estar relacionada con las
diferencias en el manejo y las instalaciones seglin el tipo de animal. Las nuliparas nunca
permanecieron en jaulas, sino Unicamente en parques o cuadras; en cambio, las multiparas, tras
el parto, pasaban casi un mes en jaulas con movilidad muy reducida, lo que aumentaba la
probabilidad de que la vagina entrara en contacto con las heces con mayor frecuencia. Serdn
necesarios estudios funcionales que analicen el papel de estas familias supuestamente

dominantes.

En relacién con el resistoma, se detectaron GRA en casi todas las muestras, lo que sugiere que
el utero podria funcionar como reservorio de resistencias. Aunque no se encontraron diferencias
significativas entre nuliparas y multiparas, se observé una tendencia a una mayor diversidad y
rigueza en las cerdas multiparas, posiblemente como resultado de la exposicién acumulada a
antimicrobianos durante su mayor periodo de vida y posiblemente mayor numero de
inseminaciones artificiales y partos. Este hallazgo coincidiria con lo descrito por Kellerman et al.
(2022), quienes, comparando patrones de resistencia antimicrobiana en bacterias del cérvix de
cerdas nuliparas y multiparas previamente inseminadas, observaron una relacion positiva entre

un incremento de la resistencia a los antimicrobianos y el nUmero de partos.

La deteccidn simultanea de familias con potencial patégeno y GRA en casi todas las muestras
sugeria un riesgo de transmisidén vertical hacia los lechones, lo que podria contribuir a la
persistencia de resistencias en el ciclo productivo (Munk et al., 2018; Suriyaphol et al., 2021;
Tams et al., 2023). Este aspecto adquiere relevancia en el marco del enfoque One Health, pues

vincula el manejo reproductivo en porcino con la salud animal y publica.

En resumen, la edad, el manejo reproductivo y/o el nimero de partos de las cerdas parecen
influir en la diversidad bacteriana y el resistoma uterino. Aunque las nuliparas mostraron
comunidades mas diversas y variables, las multiparas tendieron a albergar un resistoma mas
amplio y estable. De hecho, se detectd un elevado nimero de determinantes de RA en las
muestras uterinas, con una mayor abundancia en cerdas multiparas en comparacién con las
cerdas jovenes. Esto podria reflejar la exposicion acumulativa a antimicrobianos, incluyendo los
asociados con las inseminaciones artificiales repetidas. La presencia de GRA en el Utero podria

conducir potencialmente a su transmisidn a los lechones, una nueva via para la diseminacién de
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la resistencia a los antimicrobianos. La presencia de GRA en cerdas jévenes nuliparas merece

una investigacién mas detallada.

Estudios futuros con un mayor nimero de animales y un registro detallado de los tratamientos
antimicrobianos permitirdn comprender mejor las interacciones entre microbiota, resistoma, el
numero de partos y manejo, proporcionando informacién valiosa para el desarrollo de practicas

reproductivas mds responsables en porcino.
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7. Conclusiones

1. El atero de las cerdas en produccién alberga una microbiota diversa, incluso en ausencia de

signos clinicos de enfermedad, lo que confirma que no es un entorno estéril.

2. Aungque no se encontraron diferencias significativas, probablemente debido al limitado
numero de animales analizados, |las cerdas nuliparas tendieron a presentar una mayor riqueza y

diversidad microbiana, posiblemente asociada con una microbiota menos estable.

3. Las cerdas multiparas parecian presentar un resistoma mds amplio que las nuliparas, lo que
sugiere la posible influencia del nimero de partos y/o la exposicion acumulada a antibidticos

(via inseminacion artificial o por otras vias).

4. La deteccidn de genes de resistencia antimicrobiana en el contenido uterino de cerdas sanas
sugiere que el Utero podria actuar como reservorio de resistencias y potencial via de transmision

vertical hacia los lechones.

7.1. Conclusions

1. The uterus of sows in production harbours a diverse microbiota, even in the absence of clinical

signs of disease, confirming that it is not a sterile environment.

2. Although no significant differences were found, likely due to the limited number of animals
analysed, nulliparous sows tended to show higher microbial richness and diversity, possibly

associated with a less stable microbiota.

3. Multiparous sows appeared to exhibit a broader resistome than nulliparous sows, suggesting
a potential influence of the number of parities and/or cumulative exposure to antibiotics (via

artificial insemination or other routes).

4. The detection of antimicrobial resistance genes in the uterine content of healthy sows
suggests that the uterus may act as a reservoir of resistance and a potential route for vertical

transmission to piglets.
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