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Introduccidn, Resumen y Referencias

Introduccion

Resistencia a los antibidticos: un problema a escala global

El uso de antibidticos ha salvado muchas vidas y transformado la medicina. El empleo de
éstos por el ser humano data de hace mas de dos mil afios, existiendo registros sobre
civilizaciones antiguas como la griega, egipcia y china donde las heridas se trataban con
moho procedente de diferentes alimentos (Gould, 2016). También se han hallado restos
del antibidtico tetraciclina en huesos de una poblacién en la Nubia sudanesa datados del
350-550 d.C. Se cree que esta se depositd en los huesos a través de la dieta, mas
concretamente por la ingesta de cerveza con microorganismos fermentadores productores
de antibidticos como Streptomyces (Nelson et al., 2010).

Fue el descubrimiento de la penicilina (Fleming, 1929) lo que supuso una revolucion en la
medicina ya que por primera vez se empleaban los antibidticos en la practica clinica, es lo
gue histéricamente se conoce como el nacimiento de la era moderna de los antibidticos
(Ventola, 2015).

La utilizacion de los antibidticos junto a mejoras en la nutricién, canalizacion y tratamiento
del agua y la aparicion de vacunas han supuesto, ademds, un aumento de la esperanza de
vida en los dos ultimos siglos (Rosini et al., 2020). Sin embargo, el continuo uso y abuso de
estas sustancias ha llevado a una crisis a nivel global ya que los microorganismos son
capaces de adaptarse y volverse resistentes a los antibidticos. Entre las causas de este
aumento de la resistencia estan la prescripcion innecesaria de muchos antibidticos, el
sobreuso en ganaderia y acuicultura, asi como la ausencia del desarrollo de nuevos
antibidticos (Ventola, 2015).

De hecho, en 2015 en Europa se calculd que la muerte por microorganismos resistentes a
antibidticos ascendia a 25000 muertes anuales (OMS, 2015). Mas recientemente se estimo
que en el 2019 las muertes atribuidas a bacterias resistentes a antibidticos a nivel global
fue de 1,27 millones, siendo los paises en vias de desarrollo los mas afectados (Murray et
al., 2022). Finalmente, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estimd que para el afio
2050, si no solucionamos este problema, la primera causa de muerte a nivel mundial sera
por infeccién de microorganismos resistentes, matando a 10 millones de personas al aifo
(O’Neill, 2016). Sin embargo, estos calculos han sido cuestionados ya que es dificil de
estimar el numero de muertes producidas por microorganismos resistentes a antibidticos
debido a que habitualmente no se discierne entre muertes provocadas por la infeccién de
bacterias resistentes a antibidticos y muertes producidas por infecciones bacterianas en las
gue habia presencia de una bacteria resistente a antibidticos (Baquero, 2021).

Entre las consecuencias de la resistencia a antimicrobianos estan tanto el alto coste de
vidas humanas, como el social y econdmico: produciendo dafios en la economia afectando
a la obtencién de los alimentos, provocando pérdidas en la productividad y un aumento del
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gasto en cuidados médicos, pudiendo producir un dano en la economia comparable a la
crisis financiera del 2008-2009 (IACG, 2019). A nivel europeo se estima que puede suponer
pérdidas de 1500 millones de Euros anuales (OMS, 2015).

Independientemente de la precision de los datos publicados, la resistencia a
antimicrobianos es un problema reconocido al que tenemos que hacer frente. Por ello ha
sido declarada por la OMS como una de las 10 principales amenazas para la salud publica
a nivel mundial. En un esfuerzo por dar solucidn a este problema, en el 2015 se establecid
un plan de accién mundial sobre la resistencia a antimicrobianos (OMS, 2015), que
involucréd a Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacidn y la Agricultura (FAO)
y la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) para tratar de unir esfuerzos y aplicarlo
a todos los sectores que lo precisaban. En Espaifa, estos esfuerzos dieron lugar al Plan
Nacional de Resistencia a Antibidticos (PRAN), basado en 6 lineas estratégicas aplicadas
tanto a la salud animal como humana. Estas lineas son la vigilancia del consumo, control de
la resistencia a antibidticos, prevencidn, investigacion, formacion al personal sanitario y
comunicacion a la poblacién (Ministerio de Salud Consumo y Bienestar Social, 2019).

La resistencia a antibidticos en bacterias: una carrera evolutiva por la

adaptacion

Es importante senalar que tanto la produccién de antibiéticos como la adquisicion de
resistencia a éstos, son procesos naturales que encontramos tanto en ambientes
antropogénicos, habitualmente considerados como puntos calientes de la dispersién de
genes de resistencia a antibidticos (Rizzo et al., 2013), como en ambientes pristinos (Bhullar
et al., 2012; Van Goethem et al., 2018). Ademas de ser natural, es un proceso antiguo ya
gue se ha encontrado evidencia de la presencia de genes de resistencia a antibidticos en
muestras datadas en miles y millones de afios en diferentes ambientes (Dcosta et al., 2011;
Bhullar et al., 2012).

Clasificaciéon de los antibioticos

La produccion de antibidticos (sustancias quimicas) por parte de microorganismos se
produce para inhibir (parcial o totalmente) o bien matar a otros organismos que puedan
competir por los mismos recursos o espacio (Hibbing et al., 2010). Los antibiéticos atienden
a diferentes clasificaciones, en funcién de su mecanismo de accién, afectando a la sintesis
de acidos nucleicos o proteinas, a la pared celular, a la membrana celular y a vias
metabdlicas (Wright, 2010). Los antibidticos también pueden clasificarse por su espectro
de accion (de reducido a amplio), ademas de por su accidén antimicrobiana, en la que si
mata a la bacteria tiene efecto bacteriolitico, pero si sélo detiene su crecimiento, se conoce
como bacteriostatico. Mdas habitualmente, se clasifican y agrupan en funcién de su
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estructura quimica (beta-lactamicos, aminoglucdsidos, tetraciclinas...; Tabla 1) (Zurenko et
al., 2001; Johnston et al., 2002; Meena and Kanwar, 2015; Reygaert, 2018).

Tabla 1. Clasificacion de los antibidticos mds comunes.

Accion

Mecanismo de Accidon Estructura quimica - .
antimicrobiana

Inhibicién de la sintesis de la pared celular Beta-lactamicos
Glucopéptidos

Inhibicion de la sintesis de acidos (Fluoro)quinolonas

nucleicos Bacteriolitico
Despolarizaciéon de la membrana celular Lipopéptidos
Seunenala . -
) Aminoglucdsidos
subunidad

ribosémica 30 S Bacteriostatico

Tetraciclinas

Inhibicidn de la sintesis

i Oxazolidinonas 1
proteica Ambos
>e une|'1 ala Estreptograminas
subunidad ‘
ribosémica 50 S ) Fen'C0|$S
Lincosamidas . N
Macrdlidos Bacteriostatico

Sulfonamidas

Inhibicion de vias metabdlicas ) .
Trimetoprima

1 Oxazolidinonas: Descrito in vitro como bacteriostético, pero con actividad bacteriolitica in vivo
(Zurenko et al., 2001). Estreptograminas: Formado por dos unidades, por separado son
bacterioliticas, unidas bacteriostaticas (Johnston et al., 2002).

Resistencia a antibidticos: mecanismos y transmision.

La resistencia a antibidticos es una respuesta evolutiva a la presién que supone la
exposiciéon a antibidticos (Wright, 2010). Cuando una bacteria es resistente a un antibidtico
independientemente del tiempo de exposicion y es capaz de transmitir esa capacidad a la
siguiente generacion hablamos de resistencia, sin embargo, cuando es el estado celular (e;j.
durmiente) el que determina que la célula no sea afectada por un antibidtico hablamos de
persistencia. Habitualmente son persistentes dentro de una poblacidn clonal bacteriana
una pequeiia subpoblacidn (<1%), lo que aseguraria la supervivencia de estas bacterias
ante la exposicidn a un antibidtico una vez este haya desaparecido (Reygaert, 2018). Una
tercera estrategia frente a los antibidticos es la tolerancia, definida como la capacidad de
una poblacion bacteriana de sobrevivir a una exposicién transitoria de antibidticos
bactericidas. Esta puede ser tanto hereditaria como no serlo. La tolerancia implica un
crecimiento lento o alargamiento de la fase de adaptacion (previa a la fase exponencial de
crecimiento) a nivel general de la poblacidn bacteriana (Brauner et al., 2016). La diferencia
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entre persistencia y tolerancia se establece a nivel clinico midiendo la concentracién
minima del antibidtico necesaria para inhibir el crecimiento de un microorganismo
(Concentraciéon Minima Inhibitoria; CMI) y la duracién minima para matar (MDK por sus
siglas en inglés), es decir, el tiempo minimo necesario para que el antibidtico mate a un
porcentaje dado de la poblacion bacteriana. Esta diferenciacién se emplea para
proporcionar mejores tratamientos (Brauner et al., 2016).

Existen diversos mecanismos de resistencia a antibidticos: los relacionados con la diana del
antibiotico (modificacion, remplazo o bien proteccion de ésta), la inactivacion del
antibidtico, bombas de flujo para la expulsion de éste, disminucién de la permeabilidad al
antibiotico o resistencia por ausencia de un gen (habitualmente de porinas, que mediarian
la entrada del antibidtico a la célula) (Jia et al., 2017).

La resistencia a antibidticos puede clasificarse en i) intrinseca, ii) fenotipica o iii) adquirida
(Olivares et al., 2013). Se conoce como i) resistencia intrinseca aquella presente en el
genoma bacteriano sin necesidad de exposicién a un antibidtico, serian, por ejemplo, las
bombas de flujo (Reygaert, 2018). La resistencia fenotipica ii), en cambio, no es hereditaria
y viene determinada por el estado celular (Iskandar et al., 2022), en este grupo se incluyen
las células persistentes, la formaciéon de biofilms (estructuras altamente resistentes
compuestas por bacterias y matriz extracelular (Yan and Bassler, 2019)) o el swarming
(desplazamiento de las células) (Butler et al., 2010).

Hablamos de iii) resistencia adquirida cuando se obtiene resistencia a partir de una
mutacion o por la incorporacién de ADN exdgeno que contiene un gen que da resistencia
(conocido como gen de resistencia a antibidticos o GRA). Cuando se adquiere resistencia
por mutacién, los mecanismos mas habituales para obtenerla son: 1) modificacion de la
diana del antibidtico (este no se puede unir), 2) disminucidn de la entrada de antibidtico en
la célula, 3) activacion de bombas de flujo que expulsan el antibidtico fuera, 4) alteracidn
de vias metabdlicas (Munita and Arias, 2016).

La obtencidn de resistencia a partir de ADN exdgeno es mediante el mecanismo conocido
como Transferencia Horizontal de Genes (THG), en el que tedricamente cualquier tipo de
gen podria transmitirse. Tradicionalmente se describen tres tipos de THG: la conjugacion,
la transformacién y la transduccién (Arnold et al., 2021).

La transformacidn supone la adquisicién por parte de una bacteria competente de ADN
libre y es llevado a cabo por un 1% de las especies bacterianas descritas (Thomas and
Nielsen, 2005). La transduccién estd mediada por virus de bacterias (bacteriéfagos) y la
conjugacién, dada a partir del contacto célula-célula a través de unas estructuras llamadas
pili. La transduccion puede darse entre diferentes especies bacterianas (Dahlberg et al.,
1998) e incluso entre reinos diferentes (Heinemann and Sprague, 1989). A estos métodos
tradicionales se le suman otros conocidos como no candnicos (Arnold et al., 2021), que
pueden estar mediados por nanotubos (Dubey and Ben-Yehuda, 2011), vesiculas (Bitto et
al., 2017) o agentes de transferencia de genes similares a bacteriéfagos (Lang et al., 2012).
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Una vez el ADN es transferido a la bacteria huésped, este tendra tres posibilidades: a) ser
eliminado por las enzimas de restriccion de la célula, b) replicarse, pero Unicamente cuando
tiene un origen de replicacion (plasmidos y virus) o c) recombinarse con el genoma del
huésped, donde quedaria integrado (Thomas and Nielsen, 2005).

Como estudiar las resistencias a antibidticos: metodologias cldsicas y

otras técnicas

Las primeras técnicas clasicas para el estudio de resistencia a antibidticos estaban basadas
en el cultivo bacteriano, en la que se estimaba si las bacterias podian crecer o no a
determinadas concentraciones de antibidticos afadidos al medio de cultivo. En la
actualidad se contindan empleando en clinica, ya que son ensayos relativamente baratos y
estandarizados (especialmente los automatizados) que ayudan a elegir el tratamiento
adecuado (Reller et al., 2009).

En clinica la susceptibilidad a un agente antimicrobiano se mide por la concentracion
minima inhibitoria (CMI) que es la concentracién minima de agente antimicrobiano
necesaria para inhibir el crecimiento del organismo que se testea (Reller et al., 2009). Para
la deteccidn de resistencias en clinica se emplean dos metodologias basicas: la difusion, en
la que el microorganismo se siembra en placa y se expone a diferentes antibidticos (o
concentraciones de éstos) y la dilucién, que determina el crecimiento de un
microorganismo al que se expone a concentraciones crecientes del antibidtico (Canton et
al., 2000).

Las técnicas para la deteccidon de organismos resistentes a antibidticos basadas en el
crecimiento pueden ir también asociadas a otras metodologias para la deteccién de GRA u
organismos resistentes como son espectrometria de masas (MALDI-TOF), citometria de
flujo, o hibridacién in situ fluorescente (FISH) entre otras (March-Rosselld, 2017).

No obstante, las metodologias basadas en cultivo se enfrentan a la limitacion de que no
todos los microorganismos presentes en una muestra pueden crecer en un medio de
cultivo dado (conocido como el problema de la gran anomalia de recuento en placa) (Staley
and Konopka, 1985), lo que sesga los resultados. La dificultad de reproducir en un medio
de cultivo artificial las caracteristicas de un medio natural (nutrientes, pH, temperatura,
interdependencia de especies) hace que Unicamente puedan cultivarse entre el 0,01 y el
1% de los microorganismos presentes en la muestra (Garza and Dutilh, 2015). Este
problema adquiere mas importancia en muestras complejas, como las aguas residuales,
donde hay una alta diversidad bacteriana que no puede ser representada en su totalidad
empleando técnicas de cultivo.
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Para evitar esta problematica se recurre a metodologias no basadas en cultivo, las cuales,
pueden dar informacion sobre los genes o microorganismos presentes en la muestra. Para
ello, se pueden emplear distintas aproximaciones:

1) Deteccion de proteinas
En clinica se emplea la inmunocromatografia, con antigenos que detectan la presencia de
las proteinas que codifican ciertos GRA de interés, por ejemplo enzimas que destruyen los
B-lactdmicos como OXA-48, NDM y KPC (Mediavilla-Gradolph et al., 2017).

2) Deteccidn de acidos nucleicos
Para la deteccién de GRA se pueden emplear chips de ADN o microarrays, basados en la
deteccion de la secuencia de un gen de interés cuando este hibrida con un cebador
especifico unido a una superficie sélida. Estos microarrays pueden detectar y cuantificar
desde uno a multiples GRA (Perreten et al., 2005).

También se emplean metodologias basadas en la PCR (Polymerase Chain Reaction por sus
siglas en inglés), que amplifican el gen de interés (es decir, realizan copias) mediante el
empleo de dos secuencias cortas (cebadores) que permiten que la polimerasa haga copias
del gen diana siempre que esté presente en la muestra. Recientemente, se ha empleado la
amplificacién isotérmica mediada por bucle (LAMP) para identificar GRA de interés de
manera rapida e incluso mas econdémica que la PCR (Rivoarilala et al., 2021).

Un paso mas alla de la deteccion de un GRA es la cuantificacion de éste. Existen diversas
variantes de la PCR que permiten la cuantificacion del gen de interés, por ejemplo esta la
gPCR (PCR cuantitativa), que se encuentra un poco limitada si la concentracién del gen de
interés es baja y la dPCR (PCR digital), que calcula la abundancia absoluta para un
determinado fragmento gendmico en una muestra dada sin la necesidad de emplear una
curva de calibrado como en la gPCR (Cavé et al., 2016).

Las anteriores técnicas moleculares mencionadas que emplean cebadores que hibridan con
la secuencia diana del GRA de estudio estan limitadas a la identificacion de un nidmero de
GRA cuya secuencia debe ser previamente conocida y descrita. Sin embargo, la
metagendémica puede identificar masivamente multiples GRA presentes en una muestra y
proporcionar informacion sobre la distribucién, diversidad y origen de los GRA empleando
bases de datos de secuencias de DNA de GRA conocidos y la informacidn genética extraida
directamente de los microorganismos de la muestra sin necesidad de cultivarla (de Abreu
et al.,, 2021). Esta metodologia ha sido ampliamente empleada para el estudio del
resistoma (conjunto de genes de resistencia a antibidticos de una muestra) en diferentes
ambientes como el microbioma humano (Li et al., 2021), aire (Becsei et al., 2021), agua
(Guo et al., 2021) o incluso suelo (Qian et al., 2021).

En la metagendmica, el primer paso es la extraccion de DNA de la muestra y posterior
secuenciacion de DNA. En la actualidad la metodologia de secuenciacion mas empleada es
la secuenciacion lllumina, que da lugar a lecturas (o fragmentos de secuencias) cortas que
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deben procesarse y ensamblarse informdaticamente para su posterior analisis. Existen otras
tecnologias mas novedosas de secuenciacién que generan fragmentos o secuencias muy
largas de varias kb (Kilobases), como las plataformas de secuenciacion Pacific Biosciences
(PacBio) (Rhoads and Au, 2015) y Oxford nanopore (Madoui et al., 2015) que parecen
prometer grandes avances en el campo de la secuenciacion por ser capaces de
proporcionar secuencias muy largas que facilitan el ensamblaje de genomas enteros sin
necesidad de un elevado calculo bioinformatico (Schadt et al., 2010).

Identificacion de un gen de resistencia a antibidticos entre un “mar” de
genes: el uso de bases de datos genéticas.

La aparicidn de las tecnologias de secuenciacién como Illumina ha supuesto una revolucion
en el conocimiento de los ecosistemas y los genes que lo constituyen. Las lecturas
obtenidas (en inglés reads) son fragmentos de ADN de pequefio tamafio que mediante
procesos informaticos podemos unir (o ensamblar) para dar lugar a contigs o fragmentos
gendmicos de mayor tamafio. A partir de éstos podemos obtener proteinas con programas
como Prodigal (Hyatt et al., 2010) que predice los marcos abiertos de lectura y traduce
estos a proteinas.

Ante tanta informacién con multitud de genes de diferente tipo en un mismo ambiente, la
identificacidon de genes de resistencia puede hacerse empleando diferentes metodologias,
y una de la mas importantes es la comparacion bioinformatica de las secuencias de los
genes recuperados e identificados en una muestra contra bases de datos que contienen las
secuencias primarias de GRA. Actualmente se dispone de las siguientes bases de datos de
referencia de GRA: CARD (Alcock et al., 2020), RESFAMS (Gibson et al., 2015) BacMet (Pal
etal.,, 2014) y ARG_ANNOT(Gupta et al., 2014). Estas bases de datos contienen secuencias
de GRA que han sido exhaustivamente revisadas y comprobadas experimentalmente y que
confieren resistencia a antibioticos. Asi pues, comparamos las secuencias recuperadas por
metagenémica de una muestra, bien ensambladas en fragmentos mas largos o sin
ensamblar (secuencias en crudo) tanto a nivel de nucledtidos como aminoacidos
(proteinas) contra estas bases de datos. Para esta comparacion se pueden emplear
diferentes programas como BLAST (NCBI) o algoritmos de aprendizaje profundo (Arango-
Argoty et al., 2018).

Cuando comparamos nuestros genes con el de alguna base de datos, se debe establecer
un umbral de similitud a partir del cual consideramos que el gen encontrado es de
resistencia. Si se escoge un umbral laxo, podrian incluirse falsos positivos, mientras que si
es muy estricto podrian no considerarse GRA que verdaderamente lo son (falsos negativos).
Se ha sugerido que para lecturas cortas, un bit-score mayor o igual de 70 minimiza los falsos
positivos (Enault et al., 2017). Entre otros estadisticos que indican la similitud de la
secuencia problema y la base de datos al compararlas, el bit-score mide esta similitud
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independientemente del tamafio de la secuencia problema y de la base de datos, lo que
permite comparar los alineamientos de una secuencia problema con bases de datos
diferentes, sabiendo que el mejor emparejamiento es aquel que tenga un bit-score mas
alto.

Como se ha visto encontramos GRA en la naturaleza de manera frecuente y en diversos
lugares, sin embargo, no todos los GRA se consideran igual de peligrosos para el ser
humano. Por esa razén recientemente se establecié una agrupaciéon de GRA por rangos de
riesgo (Zhang et al., 2021) basados en la lista de la OMS (OMS, 2019), que clasifica en
categorias los GRA mas dafiinos para el ser humano, ayudando a centrar los esfuerzos de
contencién y haciendo abarcable la accion contra el incremento de las resistencias a
antibioticos.
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Resumen de la Tesis

Indudablemente, la resistencia a antimicrobianos es un problema a escala global que ha
sido reconocido como una de las 10 principales amenazas para la salud publica mundial por
parte de la OMS (OMS, 2015). Dada su gran importancia, el analisis de los genes de
resistencia a antibidticos, pasa a tener un papel crucial para el desarrollo de estrategias que
reduzcan la resistencia a antimicrobianos existente.

Sabemos de la presencia de GRA en diferentes ambientes (Bhullar et al., 2012; Rizzo et al.,
2013; Van Goethem et al., 2018), pero para centrar esfuerzos en esta tesis se analizan
puntos calientes y posibles vias de dispersién de GRA como son el aire y el agua. Para ello
se aplicara principalmente la metagendmica, una de las metodologias no basadas en cultivo
que mayor informacién puede dar sobre una muestra dada.

Los puntos calientes de GRA analizados en este trabajo son el ser humano (capitulo 1),
aguas de depuradora y otras aguas relevantes (capitulos 2 y 3) y el aire de hospitales y
depuradoras (capitulo 4), este ultimo medio, a pesar de su importancia en la dispersion de
GRA ha sido menos explorado por sus dificultades técnicas y falta de estandarizacion.
Ademas de puntos calientes de dispersién de GRA, también analizamos la dispersion desde
éstos a ambientes pristinos, en los que la influencia del hombre es inexistente o escasa.

Este trabajo de doctorado puede dividirse en 4 capitulos, dos publicados y otros dos en
preparacion:

e Aresistome roadmap: from the human body to pristine environments (Publicado).

e Insights into the antibiotic resistance dissemination in a wastewater effluent
microbiome: bacteria, viruses and vesicles matter (Publicado).

e Dinamica de los genes de resistencia a antibioticos en las aguas de la ciudad de
Alicante (En preparacion).

e Explorando el aire como vector abiético de dispersion de genes de resistencia a
antibidticos (En preparacion).

El orden de los capitulos sigue la estructura fijada por la Universidad de Alicante para la
publicacidn de esta tesis por compendio de publicaciones, que consiste en una seccién con
todos los articulos publicados y otra con los no publicados. Para una lectura mas lineal
recomendamos empezar por el capitulo 1, luego el 3, posteriormente el capitulo 2 vy
finalmente el 4.

El resumen de los capitulos estd a continuacion:
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A resistome roadmap: from the human body to pristine environments

(Publicado)

En este trabajo se analizé el resistoma (conjunto de genes de resistencia a antibidticos) de
771 muestras humanas procedentes de 5 partes del cuerpo: piel, fosas nasales, vagina,
cavidad oral y aparato digestivo obtenidas del Proyecto del Microbioma Humano
(Huttenhower et al., 2012). Para ello se emplearon herramientas bioinformaticas que nos
permitieron analizar proteinas del microbioma humano (9,1x107), identificando un total de
28714 GRA que pertenecieron a 235 tipos distintos de GRA. La mayoria de estos fueron
considerados como GRA de bajo riesgo para la salud humana segun recientes criterios de
la OMS, aunque se localizaron algunos considerados como de alto riesgo como BlaZ,
dfrA14, dfrA17 y tetM. La mayor abundancia de GRA se dio en las fosas nasales, mientras
que la menor fue encontrada en el aparato digestivo, curiosamente, la mayor riqueza de
GRA estuvo tanto en el aparato digestivo como en las fosas nasales. Los GRA mas
abundantes en el cuerpo otorgan resistencia a fluoroquinolonas, seguidos por el grupo de
los Macrdlidos-Lincosamida-Estreptograminas (MLS en inglés) o tetraciclinas. La mayoria
de GRA pertenecieron a bacterias comensales y se detectd la presencia de multirresistentes
sobre todo en la vagina y fosas nasales.

La dispersidon de estos GRA encontrados en el Proyecto del Microbioma Humano fue
analizada para determinar su llegada a ambientes pristinos (no alterados por el ser
humano). Afortunadamente, tras analizar los datos de ambientes pristinos (271 muestras
de ambientes pristinos, 77 Gb secuenciados y 2,1x108 proteinas) parece muy poco probable
que se seleccionen GRA provenientes del ser humano en estos ambientes (sélo
encontramos 1 ejemplo en una bacteria autdctona).

En este trabajo se muestra un analisis del resistoma del ser humano en su conjunto,
facilitando la comparacién de los datos obtenidos entre partes del cuerpo humano ya que
todas las muestras fueron analizadas empleando la misma metodologia. Ademas, otorga
un dato esperanzador ya que parece que la transmision y seleccion de GRA de origen
humano en ambientes pristinos es poco probable.
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Insights into the antibiotic resistance dissemination in a wastewater

effluent microbiome: bacteria, viruses and vesicles matter

(Publicado)

Este trabajo se centra en el estudio de la potencial dispersion de GRA en un punto caliente
que es el efluente del agua tratada de una depuradora de referencia de la ciudad de
Alicante, poniendo el foco en métodos de transferencia génica horizontal habitualmente
no considerados en otros articulos como son los virus y las vesiculas. Para ello se cogieron
dos muestras de agua depurada y una se traté con el antibiético polimixina B, mientras que
la otra no se tratd (control). Para ambas se estudiaron dos fracciones, la procariota
(20,2um) vy la filtrada por 0,2um (compuesta por virus y vesiculas). Las muestras y réplicas
fueron analizadas empleando metagendmica, citometria, microscopia, fluorometria y
seguimiento de nanoparticulas.

Los andlisis metagendmicos tanto para los datos ensamblados como no ensamblados
mostraron que los GRA fueron bastante abundantes en la fraccion procariota, pero poco
abundantes en la fraccion de virus y vesiculas.

La comparacion entre la muestra tratada y la no tratada reveld que la adicién de polimixina
aumenté la produccién de vesiculas, que podrian haber sido utilizadas para reducir la
concentracion efectiva del antibidtico. A pesar de que la presencia de genes de resistencia
a la polimixina en el microbioma fue escasa (0,018% del total de GRA) en la fraccion virica
y de vesiculas, los GR a la polimixina fueron mas abundantes (0,5-0,8%). Nuestros datos
sugieren que las vesiculas podrian tener un rol activo en la transmisién de GRA ya que los
GRA encontrados en la fraccidn filtrada por 0,2 um carecian de genes viricos y parecian
tener un origen bacteriano.
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Dindmica de los genes de resistencia a antibidticos en las aguas de la
ciudad de Alicante

(En Preparacion)

Las aguas, ademas de ser ecosistemas indispensables para la vida, son también una via de
dispersidn de bacterias y virus y, por tanto, de posible propagacién de GRA. En este capitulo
se analizé la dinamica de los GRA en las aguas de Alicante, tanto para la fraccién procariota
como virica, en aguas por potabilizar (canal de Crevillente), aguas residuales (hospital y
entrada de la depuradora), agua depurada (salida de la depuradora) y en el mar, en un
punto cercano a la desembocadura de la depuradora. Los GRA presentes en las muestras
fueron analizados mediante metagendmica y dPCR. En total se analizaron 104 Gb, que
mostraron cémo la abundancia y riqueza de GRA en aguas de hospital fue superior a las
otras muestras analizadas, siendo la menor abundancia y la riqueza encontradas en el agua
de mar y canal de Crevillente que abastece a la ciudad de Alicante. Se observa también el
efecto “reductor” de la depuradora que, tras procesar las aguas residuales, disminuye en
numero y abundancia los GRA, cuyo nimero vuelve a decrecer cuando se analiza la muestra
de mar obtenida de un punto cercano a la desembocadura de la depuradora. Entre los GRA
mas abundantes fueron aquellos que otorgan resistencia a multi-antibiéticos, seguidos por
B-lactdmicos, MLS, nitroimidazol o tetraciclinas. Entre los GRA comunes a todas las
muestras encontramos vanY clasificado como de alto riesgo por su alto potencial en la
contribucién a que las bacterias sean multirresistentes.

Los genes sul2 (resistencia frente a sulfonamidas) y tetW (resistencia frente a tetraciclina),
estuvieron presentes en todas las muestras procariotas analizadas (datos no ensamblados)
por lo que fueron seleccionados para el estudio de su abundancia por dPCR. Ambos GRA
fueron mas abundantes en el agua de la entrada de la depuradora (11271 copias de sul2/ng
de DNA que, extrapolando, da una estimacion de 4x10° copias de sul2/L de muestray 18662
copias de tetW/ng de DNA o 7x10%° copias de tetW /L de agua de depuradora) y menos en
el agua de mar (21 copias de sul2/ng DNA y 7 copias de tetW/ng DNA). Al comparar la
cuantificacién de la dPCR con la realizada por metagendmica para estos GRA vemos que
ambas metodologias coinciden sefialando que la muestra de agua de mar es la que menos
copias de ambos genes tiene, siendo la segunda con menor cantidad la salida del agua de
depuradora. Sin embargo, en el orden de abundancia entre la entrada de la depuradora y
el hospital ambas difieren. No se pudo encontrar una relaciéon estadisticamente
significativa para los resultados de ambas técnicas. Ademas, se estudid la presencia de GRA
en fragmentos gendmicos o contigs viricos de ARN y ADN presentes en la entrada y salida
de la depuradora. No encontramos ningiin GRA en los contigs viricos de ARN, mientras,
aungue poco frecuentemente, si los encontramos codificados en virus de ADN.
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Explorando el aire como vector abidtico de dispersion de genes de

resistencia a antibioticos.

(En Preparacion)

El aire puede actuar como vector de dispersion transportando diferentes particulas, tanto
inorganicas como orgdnicas, largas distancias. Un ejemplo de elementos orgdnicos
transportados por el aire son las bacterias que pueden tener en su genoma codificado algun
gen de resistencia a antibidtico que, por tanto, también sera dispersado.

Este capitulo analiza el resistoma (conjunto de genes de resistencia a antibiético) del aire
de puntos calientes de dispersion de la ciudad de Alicante. Para muestrear se empled el
muestreador ciclénico Coriolis | y se obtuvieron muestras de aire del hospital (terrazay
recepcién) y de la depuradora (in situ, a favor y en contra de viento). Ante la baja cantidad
de ADN obtenida se emplearon diferentes técnicas para secuenciar las muestras. Ademas
de estudiar la fraccién procariota de todas las muestras obtenidas, en dos se analizé
también la fraccidn filtrada por 0,2 um.

El estudio del resistoma se realizé empleando metagendémica aplicada tanto a los datos no
ensamblados como a los ensamblados. Los datos no ensamblados mostraron la presencia
de GRA en todas las muestras analizadas menos en la de virus del aire de la terraza del
hospital. La abundancia de GRA fue superior en conocidos puntos calientes de dispersion
como la depuradora in situ y la recepcidn del hospital, que a su vez presenté la mayor
riqueza de GRA de todas las muestras analizadas. Los GRA que dan resistencia frente a
multiples antibidticos y aquellos que dan resistencia frente a beta-lactamicos fueron los
mas abundantes en el aire de Alicante. En el analisis taxondmico del aire se encontré la
presencia de bacterias, virus, hongos y eucariotas (ser humano, plantas e insectos
especialmente).

El analisis de la parte ensamblada permitié identificar las especies portadoras de GRA, las
cuales variaron en funcién de la muestra analizada. Aunque en su mayoria fueron especies
bacterianas, también se encontraron GRA en contigs clasificados como fungicos y en un
Unico contig virico.

En nuestro caso detectamos el transporte de algunos genes de resistencia a antibiéticos
entre la depuradora in situ y a favor de viento (entre un 10 y un 36% de los GRA a favor de
viento vienen del aire in situ).
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CAPITULO 1

A Resistome Roadmap: From the Human Body to
Pristine Environments.
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Front. Microbiol. 2022. May 13:858831. doi: 10.3389/fmicb.2022.858831

Abstract

A comprehensive characterization of the human body resistome [sets of antibiotic
resistance genes (ARGs)] is yet to be done and paramount for addressing the antibiotic
microbial resistance threat. Here, we study the resistome of 771 samples from five major
body parts (skin, nares, vagina, gut, and oral cavity) of healthy subjects from the Human
Microbiome Project and addressed the potential dispersion of ARGs in pristine
environments. A total of 28,714 ARGs belonging to 235 different ARG types were found in
the HMP proteome dataset (n = 9.1 x 107 proteins analyzed). Our study reveals a distinct
resistome profile (ARG type and abundance) between body sites and high interindividual
variability. Nares had the highest ARG load (=5.4 genes/genome) followed by the oral
cavity, whereas the gut showed one of the highest ARG richness (shared with nares) but
the lowest abundance (=1.3 genes/genome). The fluroquinolone resistance genes were the
most abundant in the human body, followed by macrolide— lincosamide—streptogramin
(MLS) or tetracycline. Most ARGs belonged to common bacterial commensals and
multidrug resistance trait were predominant in the nares and vagina. Many ARGs detected
here were considered as low risk for human health, whereas only a few of them, such as
Blaz, dfrAl14, dfrAl17, or tetM, were classified as high-risk ARG. Our data also provide hope,
since the spread of common ARG from the human body to pristine environments (n = 271
samples; 77 Gb of sequencing data and 2.1 x 108 proteins analyzed) thus far remains very
unlikely (only one case found in an autochthonous bacterium from a pristine environment).
These findings broaden our understanding of ARG in the context of the human microbiome
and the One-Health Initiative of WHO uniting human host—microbes and environments as
a whole.
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Insights into the antibiotic resistance dissemination in
a wastewater effluent microbiome: bacteria, viruses
and vesicles matter
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Abstract

Wastewater treatment plants effluents are considered as hotspots for the dispersion of
antibiotic resistance genes (ARGs) into natural ecosystems. The bacterial resistome (ARG
collection in a metagenome) analyses have provided clues on antibacterial resistance
dynamics. However, viruses and vesicles are frequently ignored. Here, we addressed the
bacterial, viral and vesicle resistomes from a representative wastewater effluent in natural
conditions and amended with polymyxin, which is used as a last resort antibiotic.
Metagenomics showed that the natural prokaryotic resistome was vast (9000 ARG hits/Gb
metagenome) and diverse, while viral resistome was two orders of magnitude lower (50
ARG hits/Gb metagenome) suggesting that viruses rarely encoded ARGs. After polymyxin
amendment, data showed no ARG enrichment - including to polymyxin - in the microbiome.
Remarkably, microbiomes responded to polymyxin with a vast release of putative vesicles
(threefold increase compared with the control), which might be used as 'traps' to decrease
the antibiotic concentration. Intriguingly, although polymyxin resistance genes (PRGs) were
rare in the microbiome (0.018% of total ARG found), in the viral and vesicle fractions, PRGs
were more abundant (0.5%-0.8% of total ARG found). Our data suggest that vesicles could
have a more active role in the context of transmission of antibiotic resistances.
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Capitulo 3: Dindmica de los GRA en las aguas de la ciudad de Alicante.

Introduccidon

El agua es uno de los recursos mds importantes de nuestro planeta ya que es esencial para
la vida. Esta cubre aproximadamente el 71% de la corteza terrestre siendo su volumen de
aproximadamente 1386x10° km?3, de la cudl un 96,5% es agua salada (Williams, 2014). Los
ecosistemas acudticos, ademas de ser habitats indispensables para la vida, constituyen
también rutas de propagacion de bacterias, jugando un papel importante en la
diseminacion de GRA entre humanos, animales y el propio ecosistema (Vaz-Moreira et al.,
2014). Las aguas son también vias de dispersidon de virus que, aunque de manera poco
frecuente, pueden transportar GRA (Enault et al., 2017).

El agua puede transportar antibiéticos procedentes de su uso en humanos, ganaderia y
acuicultura, lo que favoreceria la adquisicién de resistencia bacteriana frente a estos (Rizzo
et al., 2013). Un ejemplo de esto es el estudio realizado en el rio Dongjiang (uno de los rios
con mayor presencia de antibidticos en China) en el que se vertieron 339 toneladas de 36
antibioticos a la cuenca fluvial (S. X. Zhang et al., 2020). En el estudio de Zhang et al. (2020)
se estimé que 240 toneladas de estos antibidticos fueron excretadas por animales
directamente al rio sin tratamiento. Incluso tras tratar las aguas residuales, es importante
tener en cuenta que las depuradoras no son siempre capaces de eliminar al completo la
presencia de antibidticos. Este fendmeno fue observado en 13 depuradoras europeas
(Rodriguez-Mozaz et al., 2020), por lo que los antibiéticos pueden ser liberados al medio
ambiente incluso tras el tratamiento de las aguas residuales.

En los ambientes urbanos, el ciclo del agua se puede dividir en dos grandes grupos: i) la
toma de agua dulce para su posterior potabilizacién, distribucién y uso vy ii) el transporte
de aguas residuales hasta las depuradoras y su tratamiento antes de devolverlas al
ecosistema (Manaia et al., 2016). Dada la importancia del agua y su potencial capacidad
de dispersar GRA con su consecuente riesgo para la salud humana, hay numerosos estudios
dedicados a explorar la presencia de GRA en las diferentes fases de este ciclo, tanto en el
agua por potabilizar (Thakali et al., 2022), como la potable (Wang et al., 2016; Thakali et
al., 2022), aguas residuales de diferente origen (Hendriksen et al., 2019; D. Zhang et al.,
2021), aguas depuradas (Huang et al., 2012; Parnanen et al., 2019) y puntos de descarga
de estas aguas depuradas al ecosistema (Rodriguez-Mozaz et al., 2014).

En la literatura encontramos estudios que analizan los GRA en una o varias fases de este
ciclo (Huang et al., 2012; Parnanen et al., 2019; Thakali et al., 2022), demostrando su
utilidad para la vigilancia y monitorizacion de la presencia de GRA en aguas (Hendriksen et
al., 2019). En nuestro caso presentamos un estudio metagendmico contextualizado en la
ciudad de Alicante donde analizamos la dindmica de GRA presentes tanto en la fraccion
virica como procariota de agua por potabilizar, aguas residuales (de hospital y urbana),
aguas depuradas y la zona de descarga de estas aguas depuradas, lo que nos permite
obtener una instantanea de la dispersién de los GRA en las aguas de la ciudad de Alicante.
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Objetivos

En este capitulo exploramos la dispersidn de genes de resistencia a antibidticos en las aguas
de la ciudad de Alicante. Los objetivos son:

1) Caracterizacion de los genes de resistencia presentes en las muestras analizadas y
comparacion de la abundancia de estos entre las muestras de agua por potabilizar,
agua residual (de hospital y depuradora), agua depurada y agua de mar cercana al
lugar donde vierte la depuradora.

2) Identificacion de los microorganismos portadores de genes de resistencia a
antibiotico en las diferentes muestras.

3) Comparacién de los genes de resistencia presentes en virus de ADN y virus de ARN
en las aguas de la depuradora sin tratar y depurada.

4) Estudio in silico y empirico de la abundancia de dos GRA modelos presentes en la
ciudad de Alicante (gen su/2 que confiere resistencia a sulfamidas y gen tetW que
confiere resistencia a tetraciclinas) mediante metagendmica y PCR digital.

Descripcion del Experimento

Lugar de muestreo

Para hacer un seguimiento sobre la circulaciéon de genes de resistencia en las aguas de
Alicante se muestrearon diferentes aguas: Agua por potabilizar del Canal de Crevillente del
Trasvase Tajo-Segura (38°11'23.4"N, 0°58'13.5"W), que transporta agua hasta la
potabilizadora de Torrealta, la cual abastece a Orihuela, Santa Pola, Elche y Alicante. Agua
de la salida del Hospital General de Alicante (38°21'47.9"N, 0°29'08.6"W), agua de la
entrada (38°25'30.8"N, 0°25'10.1"W) y salida (es decir, depurada) (38°25'38.5"N,
0°25'03.5"W) de la depuradora de L’Alacanti Nord (que no recibe agua de ningun hospital)
y agua de mar, en un punto cercano a la desembocadura de la depuradora L’Alacanti Nord
donde vierte sus aguas depuradas (Campello) (38°25'08.6"N, 0°23'16.7"W; Figura 3.1).
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Figura 3.1. Lugares de muestreo para el andlisis de los genes de resistencia a antibidticos presentes en las
aguas de Alicante. Imdgenes extraidas de Google maps. La escala (esquina inferior derecha) corresponde a 5
km.
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Muestreo y procesado de las muestras

De los puntos de muestreo de las aguas de Alicante se analizaron un total de 10 muestras
gue permitieron analizar la presencia de GRA en la fraccidén procariota y virica de las aguas
de Alicante. Este capitulo se puede subdividir a su vez en 3 tipos de andlisis diferentes segun
el enfoque de experimental empleado: i) estudio in silico de los GRA presentes en ADN
mediante metagendmica, ii) estudio de los genes de resistencia sul2 y tetW empleando PCR
digital (dPCR) y iii) comparativa de la presencia de GRA en virus de RNA y DNA en las aguas
por tratar y depuradas de la depuradora (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Muestras de agua analizadas en este capitulo.

Muestras Muestras para
Puntos de | Muestras | Muestras para el estudio de . el estudio de
. . L. analizadas .
muestreo | obtenidas | GRA mediante metagendmica con dPCR GRA en virus
de ARN y ADN
Agua de 5 27/02/19°8
mar
Canal de 1
Crevillente
Salida del
. 1
hospital
Entrada de
la 3 19/02/20 4
depuradora
. 11/05/16 A8
et
28/01/208

A Muestras tomadas para el andlisis de la fraccién virica (<0,2 um). ® Muestras tomadas para el andlisis de
fraccion bacteriana (>0,2 pm).*8 indica que ambas fracciones fueron analizadas sobre la misma muestra.

Obtencidn y procesamiento de las muestras

De los 5 puntos de muestreo (agua por potabilizar del Canal de Crevillente, agua de la salida
del hospital, agua de la entrada y salida de la depuradora y agua de mar, cercana a la
desembocadura de la depuradora), cuatro de las muestras (todas menos la del mar), se
procesaron separando fisicamente la “fraccidn procariota” filtrando la muestra con un filtro
de 0,2 um (Isopore Membrane Filters, Ref. GTTP02500). Sobre estos filtros se realizo la
extraccién de acidos nucleicos. La muestra de la fraccidon procariota del agua de mar fue
obtenida del estudio de McMullen et al. (2019), en el que las células procariotas fueron
separadas también fisicamente por centrifugacion (30000 g, 90 min) (McMullen et al.,
2019). La extraccion de los acidos nucleicos de las muestras se realizé empleando el kit
MasterPure Complete DNA and RNA Purification (Epicentre, Ref. MC85200) a excepcion de
la muestra del canal de Crevillente del trasvase Tajo-Segura que se extrajo con el kit
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DNAeasy PowerSoil Pro (Qiagen, Ref. 47014) como especifica la casa comercial. Las
muestras de la salida de la depuradora corresponden a las muestras control del capitulo 2
de esta tesis, por lo que fueron procesadas como se especifica en el mismo.

Para la fraccién virica (<0,2 um) de las muestras de ADN de la entrada y salida de la
depuradora y la salida del hospital se filtré el agua por un filtro con jeringa de 0,2 um
(membrana de PES, Millipore), y el agua filtrada se concentré con ultrafiltracidn tangencial
empleando Vivaflow (polietersulfona, 100 KDa; Sartorius, Ref. VF20P4) hasta un volumen
de =19 mL que se volvid a filtrar con jeringa a través de un filtro de 0,2 um. El filtrado fue
concentrado empleando Amicon ultra-15 (100 KDa; Millipore, Ref. UFC910008) hasta un
volumen final de 200 pL. En el caso de la fraccién virica (<0,2 um) de las muestras de ARN,
se muestrearon 5 L de agua de la saliday 5 L de la entrada de la depuradora. Ambas fueron
centrifugadas por separado a 10000 g durante 20 minutos (4°C) para eliminar células. El
sobrenadante libre de células fue ultraconcentrado empleando ultrafiltracion tangencial
con Vivaflow (polietersulfona, 100 KDa; Sartorius, Ref. VF20P4) hasta un volumen final de
30 mL. A este se le afladid extracto de carne (Sigma-Aldrich, Ref. B4888-50G) al 3% y NaNOs
(Scharlau, Ref. SO05010500) 2M (concentracion final), ajustando el pH a 5,5. Se incubd a
temperatura ambiente durante 30 minutos y la materia sélida se elimind tras centrifugar a
2500 g durante 10 minutos. El eluido se separd y se ajusté el pH a 7,5. Se afadié
polietilenglicol 6000 (PEG; Sigma-Aldrich, Ref. 81253-250G) al 15% y NaCl (Fisher, Ref.
BB358-1) al 2% y se dejo incubar durante toda la noche a 4°C. La mezcla se centrifugd a
10000 g durante 30 min a 4°C, y tras esto, se elimind el eluido y resuspendié el pellet en 10
mL de PBS (pH 7,4) (Adriaenssens et al., 2018). Se comprobd con una tincién SYBR Gold
(ThermoFisher Scientific, REF. S11494) si habia bacterias en la muestra y ante la ausencia
de estas, se concentrd la muestra a un volumen final de 200 pL usando Amicon ultra-15
(100 KDa; Millipore, Ref. UFC910008).

Sobre el concentrado final de las muestras viricas (empleando Amicon) se realizé un pre-
procesado para la eliminacion de ADN exdégeno con Turbo DNasa (Invitrogen, Lituania, Ref.
AM107) y la descapsidacion de los virus empleando proteinasa K (Epicentre, Ref. MPRK092)
detallado en el capitulo 2 de esta tesis. Posteriormente se extrajeron los acidos nucleicos
usando Qiamp MinElute Virus Spin Kit (QlAgen, Ref. 53704) para ARN y ADN, como indica
la casa comercial, con la excepcidn de que para las muestras de ARN en lugar de afiadir el
carrier de ARN proporcionado en el kit, se afiadieron 21,25 uL de glucégeno (20 mg/mL;
Thermo Scientific, Ref. R0551) a 200 uL del buffer AL. Esta extraccion se llevé a cabo con
material libre de RNAsas. En el caso de las muestras de ADN no se afiadio carrier.

La concentracion de ADN y ARN fueron medidas con Qubit HS dsDNA (Thermo Fisher
Scientific, Ref. Q32854) y HS RNA (Thermo Fisher Scientific, Ref. Q32852) respectivamente.
En el caso de las muestras de ARN, primero se digirié el ADN presente en la alicuota
incubando la muestra durante 45 minutos con Turbo DNase (Invitrogen, Ref. AM107)
favoreciendo el ratio RNA:DNA en la secuenciacién.
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Secuenciaciéon

Las librerias para las muestras de ADN se realizaron con Nextera XT (lllumina, Ref. FC-131-
1024) y fueron secuenciadas con MiSeq Illumina (2x300) a excepcién de la del Tajo-Segura
que fue secuenciada usando HiSeq X (2x150). La secuenciacién fue realizada por Macrogen
(Seul, Rep. de Corea). Las librerias para las muestras de ARN se realizaron para la fraccion
procariota con Illumina stranded total RNA Prep al que se le afiadié el protocolo de
deplecion de ARN ribosémico (Ribo-Zero Plus) y para la fraccién <0,2 um se preparo la
libreria con el kit Prep mRNA de TruSeq (TruSeq Stranded mRNA, lllumina) del que no se
aplicé el paso de purificacion de ARN mensajero, permitiendo que se extrajera todo el ARN
de la muestra. Todas las muestras de ARN fueron secuenciadas con HiSeq 2500 (2x125) de
la que se obtuvo media carrera. Las librerias y posterior secuenciacion de ARN fueron
realizadas por la unidad de gendmica del Centro de Regulacion Gendmica (Barcelona,
Espafia).

Analisis bioinformatico

Las secuencias recibidas se trataron con Trimmomatic (Bolger et al., 2014), que elimina
cebadores y secuencias de baja calidad (SLIDINGWINDOW:4:20 MINLEN:36). Las
secuencias cortas o reads se ensamblaron con SPAdes (Bankevich et al., 2012), con los
pardmetros por defecto y el comando “-meta”, para dar lugar a contigs o fragmentos
gendmicos. De éstos, Unicamente se emplearon aquellos con una longitud minima de 500
pb para obtener los ORFs mediante el programa Prodigal (Hyatt et al., 2010). Para el estudio
de GRA, se compararon mediante Blast (NCBI) los datos ensamblados y sin ensamblar
contra las bases de datos CARD (Jia et al.,, 2017), ARG_ANNOT (Gupta et al., 2014) y
RESFAMS (Gibson et al., 2015). Unicamente se consideré para el andlisis, el best-hit (mejor
resultado encontrado) con un e-value <107, bit-score =70 e identidad >50% o >90%. Los
genes constitutivos (housekeeping genes) incluidos en las bases de datos que contenian
mutaciones que le conferian potencial capacidad de resistencia a antibidticos no fueron
incluidos en el anadlisis. Los GRA se agruparon segun la clase de antibidtico al que dan
resistencia de acuerdo con CARD (Jia et al., 2017) y si alguno de los GRA no aparecia en esta
base de datos, se le asignd el nombre establecido en la base de datos nr de la NCBI. La
abundancia de GRA se calculd6 como el nimero de best-hit encontrados entre las
Megabases (Mb) analizadas en la parte sin ensamblar, y en la parte ensamblada se dividid
por la longitud total en Mb de los contigs.

Una vez obtenidos los hits con GRA para las muestras de agua, estos se compararon entre
si mediante un diagrama de Venn realizado en la pagina de bioinformatics UGent
(https://bioinformatics.psb.ugent.be/cgi-bin/liste/Venn/calculate_venn.htpl).

Ademas de la separacién fisica (mediante filtros de 0,2 um) de la parte procariota vy la virica,
también se emplearon métodos informaticos para discernir fragmentos gendmicos de
origen virico de aquellos de origen procariota. Para ello, todas las muestras ensambladas
se analizaron con VIRSorter2 (Guo et al., 2021), identificando aquellos “contigs viricos”
(max.score=0,9) presentes en la fraccién <0,2 um vy en la >0,2 um que unidos,
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pertenecerian a la llamada, de aqui en adelante, “presunta fraccion virica”. El resto de
contigs de los que no se detectaron proteinas viricas, se agruparon en la fraccién
procariota, estos pueden ser ADN resistente a la ADNasa empleada, fragmentos
empaquetados en vesiculas o bien virus no detectados con los programas usados (Capitulo
3). La anotacién taxondmica de los contigs con al menos un GRA se realizé con Kaiju
(Menzel et al., 2016), que se comparo con la base de datos nr_euk.

Los contigs de las muestras de ARN fueron comparados con modelos hidden Markov
(HHMs) para la identificacion de virus de ARN usando el programa hmmsearch (hmmer.org)
Estos modelos fueron generados empleando hmmbuild, presente en HMMER 3.2.2
(hmmer.org) con las secuencias de RdRP (transcripatasa dependiente de ARN) de virus de
ARN obtenidas de la base de datos IMG/VR (Roux et al., 2021). A estas se sumaron los
modelos HMMs para esta proteina descargados de pfam (Mistry et al., 2021), y de articulos
de virus de ARN (Callanan et al., 2020; Wolf et al., 2020).

Para comparar los datos de la frecuencia relativa de GRA (datos no ensamblados, igual o
mayor al 50 y 90% de identidad) con la de antibiéticos de uso en humanos en la Comunidad
Valenciana (afio 2019), se extrajeron los datos de la pdgina web del Plan Nacional de
resistencia a antibidticos, tanto los datos de uso de antibidticos hospitalarios como los
comunitarios  (https://resistenciaantibioticos.es/es/profesionales/vigilancia/mapas-de-
consumo/consumo-antibioticos-humana). Los datos de consumos estan expresados en
Dosis Diarias por cada 1000 habitantes y dia. Para los datos se calculd la correlacion de
Spearman y su significancia con el test t-student con el programa estadistico R 4.1.2 (R Core
Team, 2007).

PCR digital de los genes sul2 y tetW

Tras los andlisis de los GRA in silico, se escogieron dos GRA comunes a las cuatro muestras
de agua con mas influencia antropogénica (hospital, depuradora y agua de mar) detectados
por metagendmica. Estos GRA fueron sul2 y tetW, para los que se disefiaron sondas de
dPCR que permitieran comparar los datos de abundancia empiricos con aquellos obtenidos
in silico mediante metagendmica.

Para el disefio de los cebadores y sonda de dPCR se recurrié primero a agrupar las proteinas
que fueron consideradas como GRA por identidad al 95%. Esto generd agrupaciones o
clusters de estas proteinas que permitieron identificar los contigs con estos GRA.

Los contigs que contenian el gen tetW o sul2 fueron alineados entre si con MAFFT
Alignment v.7.222 (Katoh et al., 2002) presente en Geneious v. 9.1.3 y junto a la secuencia
“original” de GRA que encontramos en las bases de datos de GRA usadas, una vez alineado
todo, se obtuvo la secuencia consenso, es decir, la posicidn mas frecuente para cada uno
de los nucledtidos que forman parte del GRA.

En el disefo de los cebadores se introdujo la secuencia consenso en PrimerQuest Tool
(https://eu.idtdna.com/pages/tools/primerquest) que disefid los cebadores y sondas
aplicables a la secuencia consenso. La especificidad de los cebadores fue comprobada in
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silico empleando primer-Blast (NCBI) que los compard con la base de datos nr (NCBI). Las
secuencias de los cebadores empleados fueron tetW _F (5'->3)
TCCAGTGGCACAGATGTAAAG y tetW_R (5’->3’) CTTTAGCGGAGATCACCAAGAT. Respecto a
sul2, las secuencias fueron sul2_F (5->3’) ATGCGCGCGTCAAAGAA y sul2_R (5'->3')
ATCTGCCAAACTCGTCGTTATG. Las secuencias de las sondas para dPCR fueron: para sul2
5'/6-FAM/CG CAA TGT G/ZEN/A TCC ATG ATG TCG CC/3IABkFQ/3’ y para tetW 5’/6-
FAM/AG GTG TAC C/ZEN/G CTC TTT GGC TGT TT/31ABkFQ/3’.

Para comprobar experimentalmente el funcionamiento de los cebadores, se emplearon en
una PCR convencional con las muestras de agua en las que fueron obtenidos. La master-
mix fue la siguiente: 18,15 pL de agua mili-Q, 1 uL de cada uno de los cebadores (10 uM),
0,75 uL de MgCl> (50 Mm; Invitrogen, Ref. Y02016), 2,5 pL de Buffer 10x (Invitrogen, Ref.
Y020228), 0,5 pL de dNTPs 10 mM (Thermo Fisher Scientific, Ref. 10297018), 0,1 uL de Taq
polimerasa (Thermo Fisher Scientific, Ref. 10342020) y 1 puL de muestra. Las condiciones de
la PCR fueron: 94°C durante 5 minutos, 35 ciclos de 94°C durante 45 segundos, 55°C 45
segundos y 72°C durante un minuto y medio. Otra fase de 72°C durante dos minutos y
finalmente mantenimiento a 4°C. Los productos de PCR (amplicones) se observaron en un
gel de electroforesis y posteriormente se secuenciaron empleando Sanger.

La dPCR se empled usando los cebadores de sul2 y tetW junto a una sonda de dPCR
disefiada con PrimerQuest Tool (https://eu.idtdna.com/pages/tools/primerquest). La
sonda 5' FAM/ZEN/IB®FQ 3’ (PrimeTime®, IDT, Bélgica) estaba marcada con el fluoréforo
FAM y dos quenchers o desactivadores de fluorescencia (ZEN y 3IABkFQ). A 7,25 uL de
MasterMix QuantStudio 3D DIGITAL PCR V2 MMX (ThermoFisher Scientific, Ref.
APPA26316), se afiadieron 4,14 plL de agua mili-Q, 0,63 uL de cada uno de los cebadores
(10 uM), 0,35 pL de la sonda (10 uM), 2,5 uL de MgCl, (50 Mm)y 1 pL de muestra. Los 14,5
uL de la mezcla se cargaron en los chips de dPCR (QuantStudio 3D DCPR V2 20K CHIP 12-
PACK, ThermoFisher Scientific, Ref. A26316). Las condiciones de PCR fueron: 95°C durante
10 minutos, 30 ciclos de 95°C durante 20 segundos, 55°C 45 segundos y 60°C durante un
minuto. Otra fase de 60°C durante dos minutos y finalmente mantenimiento a 4°C. Antes
de leer los chips (QuantStudio™ 3D Digital PCR Instrument; ThermoFisher Scientific, Ref.
4489084) se atemperaron en oscuridad durante 10 minutos a temperatura ambiental. Los
datos se analizaron con el software QuantStudio™ 3D AnalysisSuite™ (ThermoFisher
Scientific). Para la cuantificacion de ambos GRA se dividieron el numero de copias
encontradas por los ng de muestra extraidos.

Para verificar la correcta amplificacidon de los GRA durante la dPCR, el producto de la dPCR
fue extraido y se realizd una nested-PCR con los cebadores de ambos GRA con los ciclos de
la PCR convencional antes mencionadas y con la siguiente composicién: 21,25 ulL de
MasterMix QuantStudio 3D DIGITAL PCR V2 MMX (ThermoFisher Scientific, Ref.
APPA26316), 1 pL de cada uno de los cebadores (10 uM), 0,75 pL de MgCl, (50 Mm;
Invitrogen, Ref. Y02016) y 1 puL de producto de dPCR.

La comparacién de la cuantificacién para ambos genes se hizo comparando de los datos de
metagendmica, aquellos hits encontrados con un 50% de identidad con los GRA presentes
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las bases de datos usadas (datos ensamblados y no ensamblados), mientras que para los
valores de la dPCR se empled el nUmero de copias del GRA por ng extraido.

Resultados y Discusion

1) Analisis metagenémico: Abundancia in silico de los genes de resistencia a

antibiodticos en las muestras de ADN
Para el analisis metagendmico de la dindmica de GRA en las aguas de Alicante se analizaron
muestras del canal de Crevillente (agua por potabilizar), agua residual del Hospital General
de Alicante, agua residual en la entrada de la depuradora L’Alacanti Nord y salida de la
misma, junto a una muestra de agua de mar cercana a la desembocadura de la depuradora
(Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Volumen procesado y concentracion de dcidos nucleicos obtenida para las muestras estudiadas.

Concentracion de la
Fraccion extraccion Tipo de
M Fech
uestra echa estudiada (ng/pL) estudio?!
ADN ARN
Agua de mar 27/02/19 >0,2 um 1,44+0,12 - in silico
& 18/11/20 >0,2 um 0,23+0,03 - dPCR
Canal de in silico
+ -
Crevillente 20/11/20 >0,2 um 7,84+0,69
+ ) in silico + dPCR
14/05/19 | SO2Hm | 332025 in silico
<0,2 pum 9,95+0,08 -
50,2\ 105,6+0,06 | in silico + dPCR
26/03/19 H in silico

Entrada <0,2 um 0,77 +0,01 -

depuradora |™52/51/70 | >0,2um | 168,6+0,06 | 426%33 | ARN vs. ADN
19/02/20 | <0,2um | 37,50£0,07 | 2,89%0,02 | ARN vs. ADN

>0,2 um 16,26+1,56 _ in silico + dPCR
11/05/16 ' in silico

Salida <0,2 um 9,68+4,78 -
depuradora |™52/51/70 | 0,2 um | 192,3t0,06 | 1350 ARN vs. ADN
19/02/20 <0,2 pm 39,48+1,52 | 3,22+0,01 ARN vs. ADN
Tipos de estudio realizados en este capitulo: “in silico” se refiere al anélisis bioinforméatico de GRA en las
muestras de ADN. “dPCR” para el analisis de los GRA tetW y sul2 con esta técnica y “ARN vs ADN” para el
analisis de la presencia de GRA en contigs viricos de ARN y ADN.

Para el estudio metagendmico se analizaron un total de 74 Gb secuenciados pertenecientes
a 8 muestras de diferentes aguas de la ciudad de Alicante (Tabla 3.2). Entre un 89% y un
97,55% de las lecturas superaron el umbral de calidad establecido con Trimmomatic (Bolger
etal., 2014). Tras ensamblar los datos, trabajamos Unicamente con contigs con mas de 500
pb cuyo numero oscild entre 115394 y 509410 segun la muestra (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2. Datos iniciales secuenciados por muestra (Gb), % de lecturas conservadas tras emplear
Trimmomatic y contigs >500 pb analizados.

Acido nucleico Muestra Gb Lecturas N Contigs >
extraido iniciales conservadas (%) 500 pb
Agua de mar 20,58 89,10 509410
Canal de Crevillente 31,04 89,16 194282
Hospital > 0,2 um 2,36 93,03 120532
Hospital < 0,2 um 3,18 92,36 154677
Entrada depuradora 2,58 93,34 231647
ADN >0,2 um
Entrada depuradora 3,00 91,90 331760
<0,2 um
Salida depuradora 4,75 97,55 115394
>0,2 um
Salida depuradora 6,51 96,58 48186
<0,2 pm

Tras la deteccidon de GRA en las muestras analizadas mediante andlisis bioinformatico,
encontramos que dentro de la fraccidon procariota, es en el hospital donde existe una mayor
riqueza de GRA, es decir, de entre todas las muestras, es la que mayor nimero de GRA
diferentes tiene (803 GRA distintos; Tabla 3.3), siendo el agua de mar o el canal de
Crevillente (segun la identidad y si estan ensamblados) las que menor riqueza de GRA
presentan (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Numero de GRA diferentes encontrados para las muestras de Alicante.

Muestra Nucledtidos Nucleétidos Proteinas Proteinas
bs70, id50%*! bs70, id90% bs70, id50% bs70, id90%
Agua de mar 307 95 127 8
Canal de Crevillente 406 75 148 2
Hospital > 0,2 um 803 449 322 166
Hospital < 0,2 um 254 79 42 12
Entrada depuradora 767 360 301 110
>0,2 um
Entrada depuradora 176 33 23 5
<0,2 um
Salida depuradora 500 g5 176 ”
>0,2 um
Salida depuradora 60 4 3 0
<0,2 um

1El umbral de deteccién frente a las bases de datos de GRA fue un bit-score >70 y dos identidades diferentes:
>50y >90%.
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Como se muestra en la Figura 3.2, los datos de abundancia de GRA para procariotas
estuvieron en torno a 2,5-23 GRA/Mb en los datos no ensamblados y entre 0,003-6
GRA/Mb en los datos ensamblados, siendo mayor para el hospital y la entrada de la
depuradora, tradicionalmente considerados como puntos calientes de la dispersion de GRA
(Kunhikannan et al., 2021), y menor para el canal de Crevillente y el mar. También se
observa el efecto “reductor” de GRA producido por la depuradora, descrito en otras
publicaciones (Huang et al., 2012; Parnanen et al., 2019). En este caso observamos que la
abundancia de GRA en la salida de la depuradora disminuye aproximadamente 4 veces con
respecto a la entrada de la misma, y cuya concentracién disminuye en la muestra de agua
de mar estudiada (Figura 3.2).

Aunque la abundancia de GRA en virus es escasa en relacidon con la abundancia en
procariotas, siendo entre 27 veces menor en el hospital y 116 veces menor en la salida de
la depuradora, vemos como comparando todas las muestras, es en el hospital donde hay
una mayor abundancia de GRA tanto en la parte no ensamblada como en la “presunta
fraccion virica” (Figura 3.2), que se corresponde a los contigs viricos identificados de la
fraccion procariota (>0,2 um) y virica (<0,2 um).

Dentro de una misma muestra, la abundancia de los GRA varia en funcion de si los datos
estan ensamblados o no lo estan. Este es un fendmeno normal ya que habitualmente no
todas las lecturas que encontramos en la parte no ensamblada se unen para dar lugar a
contigs, lo que produce una “pérdida” de la informacidon durante el ensamblaje
metagendémico (Figura 3.2).
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ensamblada (P) de la presunta fraccion virica se agruparon los contigs con origen virico encontrados in silico para las dos fracciones estudiadas (procariota y virica).
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Habitualmente en la literatura, se describe una mayor riqueza y abundancia de GRA en
aguas de hospital que en otras aguas residuales (Hassoun-Kheir et al., 2020), aunque
también se ha descrito una abundancia similar en ambas aguas; cabe destacar que este
estudio cuantificd unicamente los genes blaTEM, ermB, gnrS, sull y tetW mediante qPCR
(Rodriguez-Mozaz et al., 2014). Sin embargo, en un estudio metagendémico llevado a cabo
en la India por el grupo de Dengwei Zhang et al. (2021) en muestras de agua de la ciudad
de Jaipur, se comprobd que la riqueza y abundancia de GRA fueron menores en una
depuradora proveniente exclusivamente de un hospital comparada con la de otras tres
depuradoras provenientes de la ciudad india. Este resultado fue atribuido, entre otros
factores, a una baja abundancia de bacterias fecales presentes en el agua del hospital junto
a la alta tasa de automedicacidn existente en este pais (D. Zhang et al., 2021).

A pesar de la amplia variabilidad en la abundancia de GRA observada entre las muestras de
agua de Alicante (Figura 3.2), las clases de antibidticos a las que mas resistencia
encontramos (abundancia relativa 25%; Figura 3.3) fueron comunes a todas las muestras

analizadas.
50% identidad 90% identidad
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Figura 3.3. GRA agrupados por la clase de antibiético contra el que proporcionan resistencia cuya frecuencia
relativa es superior o igual al 5% en las aguas de Alicante. o,2r hace referencia a la fraccion virica (filtrada por
0,2 um).

Aun encontrando resistencia a las mismas familias de antibidticos en las distintas
muestras, lo que varié fue la frecuencia relativa de los genes de resistencia a estos
antibidticos, existiendo una separacioén clara entre las muestras de la fraccidon virica (<0,2
um) y la procariota (>0,2 um) para los datos analizados con la excepcidon de la muestra
ensamblada con los GRA detectados a una identidad proteica 290% (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Andlisis de las coordenadas principales (AcoP) del resistoma de diferentes muestras de agua de Alicante.

En las aguas de Alicante, tanto en los datos no ensamblados como ensamblados, vemos
una mayor abundancia relativa de GRA que otorgan resistencia a multi-antibidticos para
todas las muestras. En segunda posicién estan los genes que confieren resistencia a beta-
lactdmicos, MLS (Macrdlidos-Lincosamidas-Estreptomicinas), nitroimidazoles o
tetraciclinas en funcion de los datos analizados. En un meta-analisis sobre articulos que
estudiaban GRA en aguas residuales de hospital, se observd a nivel global la alta presencia
de GRA que conferian resistencia a beta-lactamicos, macrdélidos, sulfonamidas, tetraciclinas
y quinolonas (S. Zhang et al., 2020). En nuestro caso, en la fraccion procariota del hospital
se encontré una alta frecuencia relativa (>5%) para los genes que confieren resistencia a
tetraciclinas, beta-lactdmicos y macrélidos, siendo menos relevantes sulfonamidas vy
qguinolonas (Figura 3.3).

Igual que las abundancias relativas de los genes de resistencia agrupados por antibidticos
a los que confieren resistencia variaron en funcion de los datos analizados (Figura 3.3), los
GRA mas frecuentes también lo hicieron. Entre los mas frecuentes para todas las muestras
analizadas se encuentra msbA (bomba de flujo) a identidad > 50% (tanto ensamblado como
no ensamblado), mientras que para la identidad mayor o igual al 90% los GRA mas
frecuentes varian en funcién de la muestra y si los datos estan o no ensamblados.
Destacamos la presencia de msrE y mphE en aguas altamente antropizadas (hospital y
entrada de depuradora), clasificados como dos de los quince GRA mas abundantes en las
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aguas residuales y los dos mas frecuentes en una depuradora de Barcelona (Hendriksen et
al., 2019), coincidiendo con nuestros datos a identidad 290% en los datos no ensamblados.

La presencia de GRA en lugares urbanos estd afectada por el consumo de antibiéticos de la
poblacion, aunque estd descrito que no de manera directa (Berendonk et al., 2015;
Parndnen et al., 2019). En nuestro caso, comparando los datos de frecuencia relativa de los
antibiodticos en las aguas de Alicante en conjunto y con Unicamente la del hospital, vemos
en la Tabla 3.4 como no hay una relacidén directa entre estos y el consumo de antibidticos
en el afio 2019 para la Comunidad Valenciana en el sector hospitalario publico ni en el
sector comunitario (que junto al hospitalario incluye prescripcion de antibidticos del sector
privado y mutuas; p-value >0,05; Tabla 3.4). Igual que en nuestro caso, en 12 depuradoras
de Europa no se encontré una correlacion estadisticamente significativa entre la
abundancia relativa de GRA en la salida de depuradora y el consumo de antibiéticos en el
sector de atencidn primaria (Parnanen et al., 2019). Si que observamos una influencia ya
que los principales antibidticos recetados en la Comunidad Valenciana (beta-lactamicos,
quinolonas, MLS, sulfonamidas, tetraciclinas y aminoglucésidos) suponen entre un 51-61%
del total de los GRA (identidad 290%) encontrados en las aguas de Alicante.

Tabla 3.4. Cdlculos de las correlaciones y significancia del consumo de antibidticos en la Comunidad
Valenciana y la frecuencia relativa de estos en muestras sin ensamblar de las aguas de Alicante.

|dentidad vs Estadistico
Muestra bases de datos 1 DHD Hospital DHD Comunitario
de ARG (%)
r 0,31 0,65
>50 R2 0,1 0,43
Metagenoma p-value 0,56 0,18
Hospital r -0,26 0,49
>90 R? 0,07 0,23
p-value 0,65 0,35
r 0,66 0,65
>50 R2 0,43 0,43
Metagenoma p-value 0,18 0,18
Alicante r 0,48 -0,1
>90 R? 0,23 0,01
p-value 0,36 0,91

! Los estadisticos aqui presentados corresponden al coeficiente de Spearman (r), coeficiente de
determinacion (R?) y la significancia de la correlacién (p-value).

Este desajuste entre la presencia de GRA y el consumo de éstos puede deberse en parte a
la falta de otros datos complementarios como el consumo de antibidticos en ganaderia o
el consumo indirecto a través de la alimentacion (Lee, 2003). Ademas, es importante
destacar que hay otros condicionantes que afectan mds directamente a la presencia de
GRA en lugares antropizados: factores ambientales (temperatura), sistemas de
saneamiento de aguas y el estado socio-econdmico de la regién de estudio (Hendriksen et
al., 2019).
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Una vez determinada la presencia de GRA en las aguas de Alicante, el siguiente paso
consistié en explorar la posible transferencia horizontal de GRA entre bacterias de
diferentes tipos de aguas, para lo que se emplearon todos los metagenomas de la fraccion
procariota y se estudiaron los GRA en comun en los datos ensamblados y no ensamblados
(Figura 3.5).

Analizando los GRA comunes entre las muestras de la fraccidn procariota de los tipos de
aguas estudiadas, detectamos desde 19 a 172 GRA presentes en las 5 muestras analizadas
(No ensamblado; Figura 3.5). En el core, es decir, el conjunto de GRA comunes a las aguas
de Alicante analizadas en los datos no ensamblados con una identidad mayor o igual al 50%
encontramos el gen de resistencia a glucopéptidos vanY, clasificado en el rango | como
“amenaza actual” por su alto potencial de contribuir a que los patdgenos adquieran
multirresistencia (A. N. Zhang et al., 2021). También encontramos los genes mcr-3.5, mcr-
3.11, mcr-4, mcr-7.1, mcr-8, mcr-9, habitualmente presentes en pldsmidos, que median
resistencia a la colistina, un antibidtico utilizado como ultimo recurso para tratar
infecciones de bacterias resistentes a carbapenémicos, que es un beta-lactamico empleado
en clinica (Caniaux et al., 2017). Si aumentamos la identidad a 290%, observamos como
hay 15 GRA en el core, siendo en su mayoria bombas de flujo (11/15; ej. adeJ, acrB, mdtB,
emrB, tetA...). Del grupo de 15, destacamos el gen de resistencia a las sulfonamidas su/2,
descrito habitualmente en plasmidos, cuya abundancia analizaremos posteriormente por
dPCR y metagendmica en el punto 2 de este capitulo.
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Figura 3.5. Genes de Resistencia a Antibidticos comunes entre las diferentes muestras de agua de Alicante.

Sobre la dispersidn, si observamos las tres muestras de la entrada de la depuradora, salida
de la depuradora y el mar vemos que la abundancia de GRA disminuye segun el flujo de
agua avanza (Figura 3.2). De los 904 GRA encontrados en las tres muestras, hay 218 GRA
comunes a las tres (no ensamblado, 250% de identidad). Unicamente el 28% de los GRA
presentes en la entrada de la depuradora es transportado hacia la salida y llega hasta el
mar (Figura 3.5). El 43% de los GRA presentes en la entrada de la depuradora no son
detectados en la salida ni en el agua de mar, lo que confirma el efecto “reductor” de la
depuradora a nivel de riqueza de GRA (Huang et al., 2012; Parnénen et al., 2019) y la baja
dispersidon de estos segun van siendo transportados. Estos datos encajarian con los
resultados del capitulo 2 de esta tesis, dénde la deteccidon de GRA de origen humano en

lugares pristinos es anecdética (Capitulo 2, Figura 4).
Una vez determinados y caracterizados los GRA, el foco se puso en las bacterias resistentes
portadoras de esos GRA. Para ello, se analizd con el programa Kaiju (Menzel et al., 2016)

los contigs que tenian al menos un GRA que otorgaba resistencia a multi-antibidticos, MLS,
tetraciclinas y aminoglucésidos, que son los antibidticos a los que mds resistencia

encontramos en las aguas de Alicante (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Identificacion taxondmica de bacterias resistentes mds habituales (21%) con genes de
resistencia a las clases de antibiotico mds frecuentes en Alicante.

La gran mayoria de contigs resistentes no pudieron ser clasificados a nivel de especie por
Kaiju (=41-83%). Las principales especies de bacterias resistentes detectadas (abundancia
relativa superior al 1%) en las aguas de Alicante fueron bacterias del microbioma humano,
tanto comensales como patdgenos oportunistas (Figura 3.6). De hecho, alguna de las
especies de bacterias resistentes encontradas en las aguas de Alicante coincide con las
bacterias resistentes mas frecuentes en el sistema digestivo del cuerpo humano como
Escherichia coli, Enterococcus faecicum, Staphylococcus aureus (Capitulo 2, Figura 2). Estos
resultados concordarian con la hipdtesis de que la contaminacién fecal es la principal
responsable de la abundancia de GRA en lugares antropizados (Karkman et al., 2019).

Para una identidad proteica >50% de nuestros datos con las bases de datos de GRA
encontramos GRA en todas las muestras procariotas (>0,2 um) de agua analizadas que
otorguen resistencia frente a multi-antibioticos y MLS (Figura 3.6). Si aumentamos la
identidad (290%) ninguno de los genes que otorgan resistencia a aminoglucdsidos,
tetracilinas o multi-antibidticos estan presentes en todas las muestras, estando los genes
que dan resistencia a la tetraciclinas (presentes en 9 especies distintas) y multi-antibiéticos
(presentes en 12 especies distintas) en todas las muestras a excepcion de la del canal de
Crevillente.
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2) Abundancia de sul2 y tetWV en las aguas de Alicante.

En la actualidad se disponen de diferentes herramientas para la cuantificacién de GRA. A
nivel de acidos nucleicos, entre las mds empleadas estan la PCR (Yang et al., 2021, 2022),
el uso de microarrays (Perreten et al., 2005; Parnanen et al., 2019) o la metagendmica (Hu
etal.,2013; Lietal., 2015; Hendriksen et al., 2019; He et al., 2020). Una de las herramientas
mas fiables para la cuantificacién absoluta de un gen es la dPCR (Ishii, 2020), la cual consiste
en una amplificacion mediante PCR a tiempo final, en cuya reaccion, ademads de cebadores,
se incluyen sondas fluorescentes que permiten la cuantificacién absoluta del gen de
interés, sin necesidad de patrones o curvas de calibracién. La cuantificacion absoluta se
realiza mediante la divisiéon de la muestra en multiples reacciones individuales de PCR, las
cuales pueden arrojar dos resultados: positivas, es decir, hay presencia de la molécula diana
y por tanto se detecta fluorescencia, y negativas. La comparacién de las reacciones
positivas respecto al total, junto a la aplicacién de un factor de correccién de Poisson,
proporcionan la cuantificacién absoluta de la molécula diana sin la necesidad de curvas de
calibracion (Quan et al., 2018).

En nuestro caso, compararemos dos técnicas de cuantificacion: dPCR y metagendmica. En
la bibliografia consultada sdlo encontramos un articulo que compare los resultados de
dPCR y metagendmica para la identificacién de patdégenos y GRA en muestras de sangre
(Hu et al., 2021). El objetivo, en este caso, es ir un paso mas lejos y comparar la
cuantificacion para dos GRA realizada por ambas herramientas en muestras ambientales.

Los dos GRA seleccionados fueron sul2 y tetW, que estan presentes en las muestras
procariotas de agua del hospital, mar, entrada y salida de la depuradora, lo que nos permite
un seguimiento de estas en diferentes lugares conectados entre si. Ambos GRA son
habitualmente detectados en aguas residuales, y estan relacionados con el uso de
antibioticos en ganaderia (Yang et al, 2022). Ademas, sul2 (resistencia frente a
sulfonamidas) esta habitualmente asociado a plasmidos, lo que potencialmente le da una
alta movilidad (liang et al., 2019). En el caso de tetW, que otorga resistencia frente a
tetraciclinas protegiendo los ribosomas de ésta, es un gen muy habitual de aguas
residuales, posicionado entre los 15 GRA mas frecuentes de 79 muestras de agua residual
urbana provenientes de 60 paises de 5 continentes (Hendriksen et al., 2019).

Tras los analisis de los GRA in silico (Tabla 3.2), se escogieron dos GRA comunes a las
muestras de hospital, depuradora y agua de mar. Para estos se disefiaron cebadores y
sondas de dPCR (descripcién en materiales y métodos) que permitieran comparar los datos
de abundancia empiricos con aquellos obtenidos in silico mediante metagendmica. Previo
a su empleo con dPCR, se probaron los cebadores y la sonda en gPCR, demostrando su
correcto funcionamiento proporcionando la sefial de fluorescencia esperada tanto en los
controles positivos como negativos (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Resultados de la qPCR para las sondas y cebadores del sul2 y tetW probadas en las aguas del
Hospital General de Alicante.

La cuantificaciéon de sul2 y tetW por metagendmica y dPCR se llevé a cabo en 4 muestras
de aguas de Alicante, del hospital, de la entrada y salida de la depuradora y en el mar, que
se muestran en la Figura 3.8.

65



Historia de un viaje: Dindmica de los GRA, del cuerpo al ecosistema.

i Entrada Salida Agua
Hospital depuradora depuradora de mar
Datos dPCR:
F
29 dPCR
m oo dPCR .
faths! (copias/ ng DNA) 0 (copias/ ng DNA)
o
E . ..1043
- s Sin ensamblar A - :%82
L £ (GRA /Gb) FaN
wn C
5 H
m
al 'E Ensamblado O O 0O
E|  (GRA/Gh)
Datos de
§ e dPCR Sin ensamblar
2 55 | (copias/ ng DNA) |:| (GRA/Gh)
Q ..3{}0
u::, Sin ensamblar %5500
. (GRA/Gb) L\ 2\ PaN AN 1
@
o
o
fa

metagendmica

Ensamblado Ensamblado
(GRA /Gb) % ND (GRA/Gb)
.30
- 35

-5

ND

No detectado

Figura 3.8. Comparacion de los datos de sul2 y tetW obtenidos por dPCR y metagendmica. Los genes tetW'y
sul2 se cuantificaron en cuatro muestras de agua de Alicante: hospital (rojo), entrada (verde) y salida
(amarillo) de depuradora y agua de mar (azul). Para la cuantificacion se emplearon dos metodologias, los
resultados de dPCR expresados en copias/ng DNA extraido (cuadrado) y por metagendmica, que a su vez dio
lugar a dos resultados: los datos no ensamblados expresados en GRA/Gb (triéngulos) y los datos ensamblados
cuantificados como GRA/Gb (circulos). ND implica que no hubo deteccion del gen para una determinada
muestra. Las figuras geométricas hacen referencia a un limite mdximo, por ejemplo, si estd presente el circulo
mds pequefio, esto implicard que se han detectado hasta 5 GRA/Gb en la muestra, mientras que el circulo
mediano representa un valor comprendido entre 5,01 y 15 GRA/Mb. El circulo mds grande representa una
abundancia entre 15,1 y 30 GRA/Mb.

Ambos GRA fueron detectados mediante dPCR en todas las muestras de agua analizadas
(Figura 3.8). En ambos casos, se detecté una mayor abundancia de sul2 y tetW en la entrada
de la depuradora y también para ambos GRA, la abundancia fue menor en el agua de mar.
El gen de resistencia sul2, cuya abundancia varié entre 21y 11271 copias/ng DNA extraido,
fue mds abundante en todas las muestras a excepcion de la entrada de la depuradora que
tetW, del que se detectaron entre 7 y 18662 de copias/ng DNA extraido. Los resultados con
dPCR muestran el efecto “reductor” por parte de la depuradora para ambos GRA,
afectando mas a tetW (reducciéon de 100 veces) que a sul2 (reduccion de aproximadamente
1,5 veces). Extrapolando el nimero de copias de los GRA a los litros de muestra filtrados
obtenemos que sul2 tiene desde 3x10? copias/L en el agua de mar hasta 4x10° copias/L en

66



Capitulo 3: Dindmica de los GRA en las aguas de la ciudad de Alicante.

la entrada de la depuradora. La concentracién de tetW varié desde 1x10% copias/L hasta
7x10%° copias/L en el agua de la depuradora.

Respecto a la comparacion de la cuantificacion con dPCR y metagendmica ambas
metodologias sefalan que, de las muestras estudiadas, es el agua de mar la que tiene
menos presencia de sul2 y tetW, seguida por la salida de la depuradora, coincidiendo con
los datos empiricos por dPCR. Ademas, para ambas se observa el efecto “reductor” de la
depuradora (mas abundancia de GRA en la entrada que en la salida de la depuradora). Es
en el hospital y la entrada de la depuradora donde las metodologias difieren respecto a
cual de las dos tiene mas abundancia de los GRA estudiados (Figura 3.8). No se pudo
establecer una relacidn estadisticamente significativa entre la cuantificacién de GRA por
parte de la dPCR y la cuantificacién realizada con los datos metagendmicos.

En la bibliografia encontramos un Unico articulo que compare los datos obtenidos por
metagendémica y dPCR. Este trabajo emplea ambas herramientas para la identificacion de
patdgenos responsables de infecciones sanguineas siendo la dPCR mds rdpida y efectiva
(detectd 88 patdgenos frente a los 53 detectados por metagendmica dentro del rango de
la dPCR), e incluso identificando GRA que no fueron detectados por metagendmica (Hu et
al., 2021). Mientras que la dPCR da datos precisos sobre el nimero de copias de un gen (Hu
et al., 2021), en el caso de la metagendmica esta informacién es relativa, demostrandose
su utilidad en el campo de la oncologia, donde la variaciéon del niumero de copias de un
oncogen o gen de estudio ayuda a la diagnosis y seguimiento de la evolucién tumoral (Gu
etal., 2021).

Por tanto, tanto la metagendmica como la dPCR son recursos utiles que pueden emplearse
en funcién de las necesidades del estudio.

Empleando Kaiju se anotaron taxondmicamente los contigs que portaban sul2 o tetW
(Figura 3.9). El gen de resistencia sul2 fue detectado en la entrada y salida de la depuradora,
ademas de en el hospital, concretamente en dos bacterias pertenecientes a ordenes
diferentes: Enterobacteriales (Escherichia coli) y Pseudomonadales (Acinetobacter
johnsonii XBB1). El gen de resistencia tetW fue encontrado en las cuatro muestras de agua
analizadas, en contigs asignados a diferentes filos como Cyanobacteria (Prochlorococcus
sp. en agua de mar) y Actinomycetota (Bifidobacterium sp. en la salida de la depuradora y
el hospital). La presencia de tetW en cianobacterias estda documentada en muestras del
lago chino de Taihu, demostrando que las cianobacterias pueden representar una
importante reserva y fuente para la diseminacion de GRA en ambientes acudticos,
acrecentandose el problema cuando suceden los blooms (Wang et al., 2020).
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Figura 3.9. Asignacion taxondmica de los contigs portadores de los GRA sul2 y tetW encontrados en las
aguas de entrada y salida de la depuradora, hospital y agua de mar.

3) Presencia de genes de resistencia a antibiéticos en los virus de la

depuradora
La monitorizacién de aguas residuales para el estudio de la evolucién de enfermedades en

la poblacién humana ha demostrado su utilidad especialmente con la pandemia producida
por el virus SARS-CoV-2 (Peccia et al., 2020). En estas aguas pueden detectarse tanto virus
de ADN como ARN, de manera que permiten determinar la dinamica de las enfermedades
a nivel poblacional. Se ha demostrado que los virus de ADN, aunque de manera poco
frecuente, pueden transportar GRA (Enault et al., 2017). Sin embargo, no hemos
encontrado ningun estudio que explore la posibilidad de que los GRA estén presentes en
virus de ARN. El genoma de los virus de ARN suele tener un tamafio pequefio (Campillo-
Balderas et al., 2015) lo que explicaria la baja probabilidad de que en este se codifique un
GRA.

Los virus de ARN en aguas habian sido tradicionalmente poco estudiados, hasta
recientemente con la aparicidon de nuevos estudios que han aumentado exponencialmente
la informacion que teniamos sobre estos virus (Callanan et al., 2020; Wolf et al., 2020;
Zayed et al., 2022). En la actualidad, hay reconocidas 7 familias de virus de ARN que
infectan procariotas por el “International Commitee on Taxonomy of Viruses” ¢ ICTV?!
(Stockdale et al., 2020), entre ellas encontramos Cystoviridae que infectan
mayoritariamente Pseudomonas sp. (Poranen and Mantynen, 2017) y Norzivirales
(antiguamente Leviviridae) que infectan enterobacterias (Callanan et al., 2018), como por
ejemplo el fago QP, que infecta Escherichia coli. Ambas especies procariotas son habituales

L https://talk.ictvonline.org/. Datos extraidos: 23/05/2022.
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de aguas residuales y estdn presentes en las aguas de hospital y depuradora analizadas en
esta tesis transportando GRA (Figura 3.6), por lo que consideramos que el estudio de aguas
residuales es un buen modelo para encontrar virus de ARN potencialmente portadores de
GRA. Para ello, se analizaron dos puntos calientes de la dispersion de GRA como son las
aguas de entrada y salida de la depuradora (Tabla 3.2).

De las aguas de entrada y salida de la depuradora se compararon los GRA presentes en los
contigs viricos de la fraccion virica (<0,2 um) y la fraccién procariota (>0,2 um) tanto para
el ADN como para el ARN extraido. Entre un 0,81% y un 12,14% de los contigs fueron
clasificados como virus de ARN, siendo mas alto el porcentaje en las muestras viricas (<0,2
um; Tabla 3.7).

Tabla 3.7. Virus de ARN detectados in silico en las muestras de entrada y salida de la depuradora.

N contigs N contias Contigs “virus
Muestra Fraccion totales “irus ARgN" ARN” respecto
> 500 pb al total (%)
Procariota
48186 2086 4,33
Entrada (>0,2 um)
depuradora Virica 6136 751 12.14
(<0,2 um)
Procariota
57427 466 0,81
Salida (>0,2 um)
depuradora Virica 7568 672 8,88
(<0,2 um)

En los contigs viricos de ARN presentes en la fraccion procariota (>0,2 um) de la entrada y
salida de la depuradora no se encontré ningin GRA. De la misma manera, ninguno de los
GRA encontrados en la fraccién virica (<0,2 um; ensamblado), pudo asociarse a un contig
virico de ARN (Figura 3.10), por lo que podemos decir que tanto en las aguas de la entrada
como en la salida de la depuradora no hemos encontrado virus de ARN que sean portadores
de GRA. A los datos obtenidos de la depuradora se compard también los GRA/Mb
encontrados en la muestra de la fraccién virica del hospital (ADN), siendo esta la que mds
presencia de GRA en contigs viricos tuvo. Por tanto, nuestros datos indican que los virus de
RNA no parecen representar una amenaza como vectores de dispersién de GRA en el
ecosistema.
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Capitulo 4: Explorando el aire como vector abictico de dispersion de GRA.

Introduccidon

Los aerosoles son una suspension de particulas inorganicas y orgdnicas generalmente entre
0,001 y 100 um, cuyo pequeiio tamafio les permite mantenerse en el aire durante largos
periodos de tiempo e incluso viajar grandes distancias (Hervas et al., 2009). Dentro de la
fraccién organica de los aerosoles, encontramos los bioaerosoles, que generalmente se
definen como organismos vivos, muertos, debris o subproductos de la actividad biolégica
(Georgakopoulos et al., 2009). Por tanto, se incluyen en la definicion de bioaerosoles o
aerosoles biolégicos a los microorganismos como bacterias, hongos, arqueas u otras
particulas como polen, virus o sus fragmentos, componentes o subproductos como toxinas
o ADN (Mainelis, 2020).

El estudio de los bioaerosoles ha ido adquiriendo gran importancia a lo largo de los afios,
ya que se ha descubierto que estos estan implicados en numerosos procesos como la
formacién de nubes actuando como nucleos de condensacidn (Bauer et al., 2003), en la
transmisién de enfermedades vegetales (Smith et al., 2019), entre el ganado (Stark, 1999)
y sobre todo por su impacto en la salud humana (Kim et al., 2018), cobrando especial
importancia en la actualidad, ya que es una de las principales vias de transmision del SARS-
CoV-2 (Greenhalgh et al., 2021), a través de la inhalacion de los aerosoles producidos al
toser, estornudar o respirar por parte de una persona infectada.

La metodologia del estudio de los microorganismos presentes en el aire puede dividirse en
dos grandes grupos: muestreo pasivo y muestreo activo. En el muestreo pasivo se emplean
placas Petri con medio de cultivo sélido que se exponen al aire durante un tiempo
determinado. En estas crecen algunas de las particulas bioldgicas que sedimentan en la
misma, haciéndose el recuento como Unidades Formadoras de Colonias/m?/hora (Napoli
etal., 2012). En los muestreos activos el aire se aspira de manera controlada mediante su
bombeo y las particulas presentes en éste pasan a un medio de recoleccidn. Este medio de
recoleccidon puede ser liquido como en el caso de los muestreadores conocidos como
“impigners” o “ciclénicos”, o bien puede ser sdlido, por ejemplo, siendo una membrana de
nitrocelulosa en el caso de los muestreadores activos conocidos como “filtros” o en medio
agar soélido o semi-sélido en el caso de los “impactadores” (Haig et al., 2016).

Uno de los grandes problemas de los muestreos basados en medios de cultivo para el
estudio de poblaciones microbianas (por ejemplo, placas Petri) es que estdn basados en el
crecimiento de los microorganismos para su estudio, y éstos muchas veces no podran
crecer por no tener las condiciones adecuadas (problema conocido como “gran anomalia
de recuento en placa” (Staley and Konopka, 1985), por lo que no reflejan adecuadamente
la complejidad de la poblacién microbiana. Para solventar este problema, se recurre al
estudio de la poblacién microbiana empleando métodos no basados en cultivo, como la
metagendmica. En ésta se extrae el ADN de una muestra recolectada y posteriormente se
secuencia, obteniendo informacién de los microorganismos presentes en esta,
independientemente de si son o no capaces de crecer en un medio de cultivo.
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El muestreador de aire Coriolis p (Figura 4.1, Bertin Instruments, Francia) es un
muestreador activo del tipo ciclénico. Se denomina asi porque en el medio liquido que se
afiade al cono de recoleccidon se genera un vortex o corriente en espiral (ciclénica) que
permite la transferencia de las particulas que hay en el aire a la muestra acuosa, expulsando
al exterior el aire sin estas particulas. Las particulas retenidas (bacterias, arqueas, hongos,
virus, esporas, fragmentos o componentes de estos) quedan en el medio liquido a partir
del cual se puede extraer el ADN de los microorganismos presentes en ésta.

- Medio liquido de recoleccién Particulas
Aire
Figura 4.1. Imagen del Coriolis u, donde estdn marcadas la boquilla por la que se absorbe el aire (1), el cono
de recoleccion con medio liquido (2) y el cuello o tuberia por donde se expulsa el aire sin particulas (A). En el
panel B se puede apreciar el detalle del funcionamiento del mismo: Primero se pone el cono estéril con el
medio liquido (azul), después se absorbe el aire (rosa) que contiene las particulas (amarillo) y estds se van
quedando en el liquido gracias a la corriente cicldnica generada dentro del cono. El aire libre de particulas es

expulsado a través del cuello y fuera del aparato. Imagen A extraida de https://www.bertin-
instruments.com/product/air-samplers/coriolis-micro-air-sampler

La presencia de bacterias en el aire implica que estas pueden tener codificado en su
material genético algun gen de resistencia a antibidticos. Dada la emergencia global
existente respecto al incremento de resistencias (Ventola, 2015), cada vez hay mas estudios
que analizan la presencia de GRA en el aire (también llamado resistoma) o sus portadores
(Figura 4.2) especialmente en el area clinica (Wu et al., 2022), pero también en otros
ambientes como en el transporte publico (metro) (Zhou and Wang, 2013), guarderias (Li et
al., 2020), granjas (Yang et al., 2021) y depuradoras (Yang et al., 2022).
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Publicaciones relacionadas con Resistencia a
Antibidticos y aire
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Figura 4.2. Numero de publicaciones anuales que corresponden a la busqueda en PubMed (NCBI) de
“Antibiotic Resistance” + “air”. Datos extraidos el 03/02/22 y comprendidos entre 1957 y 2022. Los resultados
obtenidos fueron curados manualmente, leyendo el resumen de los articulos y eliminando aquellos que no
estaban relacionados con el estudio de GRA y microorganismos resistentes en el aire.

En su mayoria hay estudios que se dedican a la deteccién de uno o varios genes de
resistencia de interés a partir del empleo de PCR convencional (Zhou and Wang, 2013; Li et
al., 2016) o bien a su cuantificacién empleando gPCR (Li et al., 2018; Yang et al., 2021; Zhao
etal., 2021) o ddPCR (Gao et al., 2018). Mas recientemente empiezan a surgir estudios que
emplean la metagendmica para el analisis del resistoma del aire (Cao et al., 2014; He et al.,
2020; Wu et al., 2022).

Objetivos

En este capitulo estudiamos la potencial dispersidon de genes de resistencia a antibidticos a
través del aire en distintos puntos de la ciudad de Alicante. Para ello planteamos distintos
objetivos:

1) Caracterizacion microbiana presente en bioaerosoles de muestras del aire de la
terraza y recepcion del Hospital General de Alicante y de distintas localizaciones en
la depuradora de referencia de la ciudad de Alicante (L'Alacanti Nord) tanto in situ,
a favor y en contra de viento en la depuradora.

2) Estudio, caracterizacién y comparativa del resistoma aéreo en ambientes de alta
dispersion de GRA del Hospital General de Alicante y la depuradora.

3) Anadlisis de la potencial dispersién de GRA por el aire desde la depuradora a otros
lugares. Identificacion de los GRA y portadores comunes entre los focos calientes
de dispersion y otros ambientes.
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Descripcion del Experimento

Lugar de muestreo

Para la obtenciéon de muestras de aire se empled el muestreador Coriolis p (Bertin
instruments) cedido por la Dra. Elena Gonzalez Torill (INTA-CSIC). Este muestreador se
puede emplear tanto para la toma de muestras en interior como en exteriores, siendo
capaz de captar las particulas presentes en el aire y haciéndolas pasar al medio liquido
presente en el cono, lo que permite superar los limites de los métodos tradicionales de
analisis de aire basados en cultivo.

Se conocen como puntos calientes de dispersion de GRA aquellos lugares dénde hay una
alta concentracidon de GRA y por tanto altas probabilidades de que éstos se dispersen.
Ejemplos de esto son los hospitales (Wu et al., 2022), donde mas antibidticos se prescriben,
y las depuradoras a las que llegan diferentes antibiéticos cuyas concentraciones podrian
fomentar la aparicién de resistencias (Rizzo et al.,, 2013). Para este experimento se
muestrearon dos puntos calientes de la dispersién de genes de resistencia a antibioticos:

1) la depuradora L’ Alacanti Nord (38°25'33.7"N 0°25'08.1"W) donde se muestrearon tres
puntos o localizaciones de muestreo: 1.1) en el propio recinto de la depuradora, que
llamaremos in situ, 1.2.) en un punto a pocos metros del recinto de la depuradora situado
a favor del viento, y 1.3) y otro punto muy cercano a la depuradora, pero en contra del
viento (ver figura 4.3A para la localizacidén exacta). Para explorar la dispersiéon de GRA por
parte del viento en la depuradora se analizaron 3 puntos que son clave: en contra de viento,
es decir, viento procedente del mar que no ha pasado por la depuradora (depuradora en
contra), en el reactor bioldgico de la misma (depuradora in situ) y a favor de viento
(depuradora a favor), para comprobar si el viento que pasa por el reactor bioldgico es capaz
de transportar GRA provenientes del mismo.

2) Hospital General de Alicante (38°21'47.9"N, 0°29'08.6"W), donde se muestrearon dos
puntos: 2.1) en la recepcidn y 2.2) en la salida de un extractor del hospital situado en una
terraza del mismo (Figura 4.3 B).
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Figura 4.3. Puntos de muestreo de aire. En el panel A se puede observar el muestreo exterior realizado en la
depuradora L’Alacanti Nord (A). Se muestrearon 3 puntos distintos: en contra del viento (Depuradora en
contra), in situ en la depuradora, situado sobre el reactor biolégico (Depuradora in situ) y a favor de viento
(Depuradora a favor). En blanco se puede observar la flecha indicando la direccién del viento. En el panel B se
pueden observar los dos puntos de muestreo situados en el Hospital General de Alicante, uno en una de las
terrazas donde estaba situado un extractor de aire (Terraza del hospital) y el otro en el interior de la recepcion
del hospital (Recepcidn del hospital). Imagen A obtenida de https://www.google.es/maps. Imagen B obtenida
de http://alicante.san.gva.es/galeria-de-imagenes.

En la depuradora se midieron también la temperatura, velocidad y direccién del viento
empleando un anemoémetro (Mingtech Wireless Weather Station).

Como control negativo se muestred el aire presente en campana de flujo con esta en
funcionamiento durante 4 horas con el Coriolis pu dentro, siguiendo el mismo
procedimiento que con las otras muestras.

Muestreo v procesado de las muestras

En periodos de diez minutos, la alta tasa de succién (hasta 300 L/min) junto a la llamada
tecnologia cicldnica, en la que en el medio presente en el cono se genera una corriente en
espiral (o vortex), permiten la transferencia de particulas que hay en el aire a un buffer de
eleccién. Como buffer para muestrear se empled PBS (1x, pH 7) previamente autoclavado.
El volumen del cono se rellené siempre tras transcurrir los 10 minutos hasta un volumen
maximo de 10 mL para evitar la evaporacién del medio (Behzad et al., 2015).

Previo a cada muestreo se esterilizd la boquilla, cuello del Coriolis, conos y tapas. Para
eliminar cualquier contaminacién que hubiese podido quedar en la boquilla o cuello del
Coriolis, para cada una de las muestras los primeros 10 minutos de muestreo se recogieron
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en un cono distinto al de la muestra y se desecharon. Mientras que el resto de tiempo se
recogio la muestra en el mismo cono. Una vez recogida la muestra en el cono, esta se tapé
y se transportd en hielo (4°C) al laboratorio. Una vez en el laboratorio, la muestra se filtré
empleando filtros de 0,2 um (Isopore Membrane Filters, Ref. GTTP02500) y el eluido del
filtrado previo se volvio a filtrar por filtros de 0,02 um (Anodisc Whatman, GE Healthcare
Life Sciences, Ref. 6809-6002), a estas muestras las nombraremos como viricas o muestras
de virus. Ambos filtros se congelaron a -80°C hasta su procesamiento. El ADN de todas las
muestras se extrajo empleando el kit DNAeasy PowerSoil Pro (Qiagen, Ref. 47014) como
especifica la casa comercial.

La concentracion de ADN extraido se midiéd con Qubit y el kit HS dsDNA Qubit (Thermo
Fisher Scientific, Ref. Q32851). Ante la imposibilidad de obtener librerias empleando
metodologias convencionales que funcionaron en otras muestras de esta misma tesis
(Nextera XT, lllumina) las librerias se realizaron empleando la metodologia de Rinke et al.
(2016) en la que se reduce la concentracidon de tagmentasa (1/10) respecto a la original, se
emplean 20 ciclos de PCRy la resuspension final se realiza en 20 uL. En este paso, se afiadié
un control negativo que consistio en la realizacién de una libreria de ADN del fago lambda
(500 ug/mL; Biolabs, Ref. N3011S) cuyas lecturas se emplearon para limpiar las de las
muestras obtenidas como especifica Rinke et al. (2016).

El ADN de las muestras de las que no se pudieron hacer librerias empleando la metodologia
de Rinke (Rinke et al., 2016), se amplificd utilizando la amplificacion de desplazamiento
multiple cominmente conocida como MDA por sus siglas en inglés, que habia sido
previamente aplicada en estudios de gendmica de célula o virus individuales, demostrando
su efectividad para la amplificacion de ADN en bajas cantidades (Martinez-Hernandez et
al., 2017; De La Cruz Peiia et al., 2018). Las librerias para las muestras amplificadas por
MDA fueron entonces realizadas empleando Nextera XT (Illumina, Ref. FC-131-1024) como
indica el fabricante. Otro de los controles negativos afiadidos fue la amplificaciéon por MDA
de agua miliQ para la eliminacidn bioinformatica de aquellas lecturas debidas a la presencia
de ADN contaminante potencialmente presente en los reactivos empleados durante el
proceso de MDA.

Las librerias se secuenciaron en Macrogen (Seoul, Rep. de Corea) con lllumina Hiseq X que
dio lecturas pareadas (paired-end) de 150 pb. Se emplearon una carrera y media de
secuenciacion para todas las muestras (110 Gb/carrera).

Para la comprobacion del funcionamiento del Coriolis se filtrd el aire de la depuradora de
L’Alacanti Nord y una parte de éste se tifid con SYBR-Gold (ThermoFisher Scientific, REF.
$11494) y se observé con microscopia para comprobar la existencia de microorganismos
en la muestra.

Andlisis bioinformatico

Una vez recibidas las muestras secuenciadas, se eliminaron las secuencias que
correspondian a los cebadores y también lecturas de baja calidad empleando Trimmomatic
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(Bolger et al., 2014). Los metagenomas obtenidos se compararon empleando MetaFast
(Ulyantsev et al., 2016).

Posteriormente, se realizé la limpieza de lecturas con los controles negativos antes
mencionados, eliminando toda lectura de las muestras cuya cobertura fuera 250% e
identidad >80% respecto a los controles. Las muestras de la depuradora filtradas por 0,2
um (3 en total) y la de la recepcidn del hospital se limpiaron con el control negativo del fago
lambda (obtenido con Rinke et al., 2016) y las muestras obtenidas por MDA (terraza del
hospital y virus de la terraza del hospital) se limpiaron con el control de agua miliQ al que
se le aplicé el mismo proceso metodoldgico. Una vez eliminadas las lecturas consideradas
como contaminacion, se reagruparon como emparejadas y no emparejadas (paired y
unpaired) y se procedié a ensamblarlas empleando SPAdes (Bankevich et al., 2012) (-meta,
configuracion por detecto). En el caso de que una de las dos lecturas emparejadas fuera
similar a los controles negativos se eliminaron ambas lecturas para analisis posteriores.

Tras ensamblar las lecturas, los fragmentos gendmicos o contigs obtenidos con una
longitud superior a 500 pares de bases (bp) fueron analizados mediante prodigal (Hyatt et
al., 2010) que detectdé los marcos abiertos de lectura (ORF por sus siglas en inglés) y
posteriormente los tradujo a proteinas.

Tanto las lecturas como las proteinas obtenidas de las secuencias ensambladas se
emplearon para estudiar los GRA presentes en estas mediante la comparacién usando
BLAST con 3 bases de datos de GRA: CARD (Jia et al., 2017), RESFAMS (Gibson et al., 2015)
y ARG_ANNOT (Gupta et al., 2014). Como criterio para considerar la presencia de un GRA
en los datos, se considerd Unicamente el mejor hit (best-hit) que tuviera un bit-score 270 e
identidades proteicas 250% y 290% con las bases de datos usadas. En ocasiones, los genes
esenciales o constitutivos (en inglés housekeeping) pueden presentar mutaciones
puntuales que los hacen resistentes a antibiéticos por lo que estan recogidos en las bases
de datos de GRA usadas, sin embargo, todos estos fueron descartados del analisis ya que
los filtros usados podian incluirlos a pesar de ser falsos positivos (Capitulo 1 de la Tesis).
Los GRA se agruparon por la clase de antibidtico al que otorgan resistencia segin CARD (Jia
etal., 2017).

Para poder comparar la abundancia de GRA entre muestras, éstas se normalizaron
dividiendo el niumero de hits por las Megabases (Mb) de las lecturas en la parte sin
ensamblar o por el numero de rRNA 16S encontrados. En el caso de los datos ensamblados,
se divididé por los Mb de los contigs obtenidos. Esta normalizacion se aplicd Unicamente a
aquellas muestras para las que no se empled MDA, ya que en este caso la MDA puede
alterar las proporciones relativas originales de los fragmentos de DNA, afectando por tanto
a los valores de abundancia de GRA (Yilmaz et al., 2010).

La anotacion taxondmica para las lecturas no ensambladas se realizé empleando Kaiju
(Menzel et al., 2016) empleando la base de datos nr_euk que contiene proteinas
pertenecientes a arqueas, bacterias, virus, hongos y eucariotas microbianos. De aquellas
lecturas que no pudieron ser clasificadas por el programa, se extrajo un subconjunto (1-2%
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del total de la muestra, siempre un minimo de 20000 lecturas) y se compararon con la base
de datos nt de NCBI (2021) para su clasificacion. En el caso de la taxonomia de la parte
ensamblada, se extrajeron aquellos fragmentos gendmicos o contigs que tenian al menos
un GRA y se analizaron con Kaiju (Menzel et al., 2016), comparandolos con la base de datos
nr_euk.

Para la deteccidn de contigs viricos en aquellos contigs con al menos un GRA se empled
VirSorter2 (Guo et al., 2021), considerandose como contigs viricos Unicamente aquellos con
una puntuacién maxima (o max. score) 20,9.

Resultados y Discusion

1) Microscopia de fluorescencia

La presencia de microorganismos en la muestra de aire tomada con el muestreador Coriolis
i durante 2 horas en la depuradora de L’Alacanti Nord fue demostrada con una tincion
SYBR-Gold (ThermoFisher Scientific, REF. $11494), un fluorocromo que se une a acidos
nucleicos (Figura 4.4).

Figura 4.4. Tincion SYBR-Gold de una muestra de aire obtenida tras 2 horas de succion de aire (300L/min)
donde se puede apreciar la presencia de microorganismos. La muestra fue recogida en PBS (1x, Ph 7) y
posteriormente filtrada empleando un filtro de 0.2 um. La tincidn se realizé sobre el filtro. La imagen fue
tomada con microscopia de epifluorescencia con el objetivo de inmersion (100x).

2) Toma de muestras y controles

Como control negativo se empled el Coriolis u dentro de una campana de flujo en
funcionamiento durante 4 horas tal y como se tomaron el resto de las muestras. Se realizd
una extraccion de ADN, pero no se obtuvo ADN, o bien, su concentracion fue
extremadamente baja para su deteccion con HS dsDNA Qubit (Thermo Fisher Scientific,
Ref. Q32851). En una ultima prueba, se traté de amplificar el ADN obtenido empleando
MDA pero no se obtuvo ningun resultado. Estos datos indican que el proceso empleado
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para la obtencién de muestra y extraccién de ADN de la misma no introducen una
contaminacidn significativa detectable.

Una vez comprobados que el control negativo y el positivo funcionaron correctamente, se
procesaron las siguientes muestras de aire:

Tabla 4.1. Muestras de aire procesadas en esta tesis.

Tiempo vol. Vel. .. ADN .

Muestras Fecha Muestreo Viento Concentracion total Libreria/

Aire?! (horas) filtrado (km/h) ADN (ng/uL)® extraido  Amplif.2
(m3) (ng)

Recepcion  22/10/19 6h 108 / P 0,08 8,02 Rinke et
del hospital al.
Depuradora 27/05/20 3h30 60 21+5 PO0,07 5,09 Rinke et

in situ al.
V DB AMD y 12x
Depuradora 11/7/20 3h30 60 15¢6 P 0,05 4 Rinke et
en contra al.
Depuradora 12/7/20 3h30 60 12+3 PO0,16 12,52 Rinke et
a favor al.

Terraza del 14/7/20 2h55’ 52,5 / P 0,07 0,72 AMD y 12x

hospital VvV DB AMD y 12x

1 En esta tabla se presentan las muestras de aire procedentes de 5 lugares diferentes (dos en el Hospital de Alicantey 3
en la depuradora de L’Alacanti Nord.

2 P (procariotas) indica que la muestra fue obtenida de un filtro de 0,2 um (fraccién >0,2 um), mientras que la V (virus)
indica que ésta fue obtenida del filtrado obtenido, que quedd retenido en un filtro de 0,02 pum (fraccién <0,2 um).

3 “Rinke et al.” hace referencia a que se siguio el protocolo propuesto por el autor (Rinke et al., 2016) para la realizacion
de librerias y “AMD y 12x” si el ADN obtenido se amplific6 mediante Amplificacién de Desplazamiento Multiple (MDA) y
posterior libreria convencional de 12 ciclos.

El lugar donde més ADN se recogid por m3 de aire muestreado fue en la depuradora a favor
de aire (208 pg/m3) seguido por el reactor biolégico de la misma (de aqui en adelante,
depuradora in situ) con 85 pg/m3, en drdenes similares se encontraron la muestra de la
recepcion del hospital (74 pg/m3) y la depuradora en contra del viento (66 pg/m3).
Finalmente, de la que menos ADN se extrajo fue de la terraza del hospital (14 pg/m?3) un
valor muy similar al valor medio de ADN extraido de una terraza de hospital de San Diego,
Estados Unidos (16 pg/m3) a pesar de que éste muestreo se realizé6 durante 3 dias
empleando muestreador activo del tipo “filtro” (100L/min) (King et al., 2016) .

Una de las consideraciones mas importantes cuando se preparan librerias para la
secuenciacion partiendo de una cantidad de ADN baja es la contaminacidn (Rinke et al.,
2016). Se ha descrito que durante el procesamiento de la muestra con el empleo de kits y
otros reactivos usados en el laboratorio se introducen contaminantes, como ADN exdgeno,
gue pueden afectar los resultados de la secuenciacién (Salter et al., 2014). De hecho, hay
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hasta 181 géneros de bacterias reconocidos como contaminantes de kits de extraccion de
ADN usados comtnmente (Glassing et al., 2016). Este es un problema negligible en el
contexto de librerias de ADN que parten de una biomasa microbiana o concentracion
estandar, pero puede suponer un grave problema para aquellas librerias cuya
concentraciéon de inicio es muy baja debido a la baja biomasa presente inicialmente en la
muestra (Salter et al., 2014; Rinke et al., 2016).

Por ello, ademds de las muestras arriba presentadas, se prepararon tres controles
negativos que se emplearian posteriormente para la limpieza bioinformatica de los datos
obtenidos. El primer control negativo ya mencionado fue el empleo de Coriolis pu dentro de
una campana de flujo, del que no se consiguié amplificar el ADN. Otro de los controles
negativos aplicados fue realizacidn de la libreria y posterior secuenciacién segin el método
de Rinke et al. (2016) de ADN del fago lambda, empleado para filtrar las lecturas
secuenciadas de las muestras procesadas igual (recepcién del hospital y las tres de
depuradora obtenidas del filtro de 0,2 um). Finalmente, el Ultimo control negativo fue la
amplificacién de agua mili-Q empleando AMD vy la realizacién de una libreria Nextera XT de
manera convencional (12 ciclos).

3) Secuenciacidn, limpieza y comparativa frente a negativos con datos sin

ensamblar
Una vez obtenidas las secuencias en crudo (HiSegX, 2x150pb; Tabla 4.2) se procedieron a
su tratamiento bioinformatico con diferentes herramientas. En total, se analizaron 40 Gb
de datos de secuenciacién a partir de muestras de aire (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Limpieza bioinformdtica inicial de las muestras y controles obtenidos.

Numero de Numero de Lecturas
Muestra/Control Gb iniciales !e.ct.uras lecturas tras el eIi.minadas . por
inicial uso de Trimmomatic
Trimmomatic (%)
Lambda 41,94 2,78x108 2,13x108 23,24
(control negativo)
Mili-Q 32,05 2,12x108 1,93x108 9,01
(control negativo)
Depuradora in situ 2,61 1,73x10’ 1,49x10’ 13,80
Virus depuradora in 0,62 4,10x10° 3,77x10° 8,20
situ
Depuradora en contra 0,52 3,42x10° 3,15x10° 7,67
Depuradora a favor 0,20 1,30x10° 1,19x10° 8,64
Recepcidn del hospital 3,93 2,61x107 2,11x107 18,87
Terraza del hospital 31,08 2,06x108 1,86x108 9,88
Virus  terraza  del 0,61 4,04x10° 3,62x10° 10,50
hospital
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Para la limpieza inicial se empled el programa Trimmomatic (Bolger et al., 2014) que elimina
lecturas de baja calidad, asi como los cebadores usados en las librerias. Esta primera
limpieza elimind por muestra aproximadamente un 12% de las lecturas totales (Tabla 4.2).
Con las lecturas procesadas por Trimmomatic (Bolger et al., 2014) se procedié a comparar
las muestras entre ellas y con sus controles empleando MetaFast (Ulyantsev et al., 2016)
(Figura 4.5) que indicé una distancia grande (>0,88) entre parejas de muestras, por tanto,
existen diferencias entre las muestras analizadas y sus respectivos controles negativos.

A B
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Recepcion del hospital Virus terraza del hospital
D d f .

epuradoraa favor Terraza del hospital
Depuradora en contra
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Figura 4.5. Resultados de MetaFast (Ulyantsev et al., 2016) al comparar las muestras con sus respectivos
controles. En el panel A, las muestras obtenidas mediante Rienke et al. (2016) que corresponden a las del aire
de recepcion del hospital, las obtenidas de la depuradora y el control negativo realizado con el fago lambda.
En el panel B, se comparan las muestras de virus de la terraza del hospital, la terraza del hospital y el control
negativo con agua mili-Q (MQ) realizados todos con MDA. De las muestras realizadas con MDA, la distancia
minima fue 0,99. Cuando se indique virus, se hace referencia a ADN obtenido de filtros de 0.02um. Segun se
va oscureciendo el color implica mayor distancia entre las muestras (ej. Blanco implica ser iguales, azul marino
oscuro distancia mdxima).
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Las muestras mds similares entre ellas (segin MetaFast (Ulyantsev et al., 2016)), fueron las
de la recepcién del hospital con la muestra de aire a favor de la depuradora (0,879; Figura
4.5) y la de la recepcion del hospital con la muestra de aire en contra de la depuradora
(0,898; Figura 4.5).

El segundo paso de limpieza consistid en la eliminacion de lecturas de las muestras
similares a la de los controles negativos, que se realizé comparandolas mediante BLASTn.
Todas aquellas lecturas de las muestras con una identidad mayor o igual al 80% y una
cobertura mayor o igual al 50% comparadas con los controles negativos fueron eliminadas
para andlisis posteriores dando lugar a un porcentaje de lecturas eliminados que varid
entre 0,03% vy el 27,29% en funcién de la muestra (Tabla 4.3).
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Tabla 4.3. Lecturas obtenidas tras usar Trimmomatic (Bolger et al., 2014) y tras limpiar las muestras compardndolas con sus respectivos controles negativos

Numero de lecturas tras usar Trimmomatic Numero de lecturas limpias respecto a los Lecturas
controles eliminadas
Muestra Paired R1 Paired R2 Unpaired Unpaired TOTAL Paired R1 Paired R2 Unpaired Unpaired TOTAL (%)*
R1 R2 R1 R2
Depuradorainsitu 6400495 6400495 2009837 106597 14917424 4660283 4660283 1440763 85253 10846582 27,29
Virus Depuradorain 1740717 1740717 254627 29607 3765668 1740113 1740113 254570 29588 3764384 0,03
situ
Depuradora en 1468421 1468421 184600 33373 3154815 1455277 1455277 183582 33222 3127358 0,87
contra

Depuradora a favor 544513 544513 94928 7014 1190968 541741 541741 91841 6946 1182269 0,73

Recepcion del 8370695 8370695 4220431 176153 21137974 7821146 7821146 4155300 353379 20150971 4,67
hospital

Terraza del hospital 84137055 84137055 15821870 1413321 185509301 75982373 75982373 14993009 1317880 168275635 9,29

Virus terraza del 1627558 1627558 339482 23780 3618378 1326969 1326969 442551 158527 3255016 10,04
hospital

1El porcentaje de lecturas eliminadas se calculd restando a el nimero total de lecturas obtenidas por Trimmomatic el niimero de lecturas totales limpias respecto a los controles y se dividio
por el numero de lecturas obtenidas tras usar Trimmomatic.
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4) Anadlisis de la comunidad microbiana presente en el aire
Las lecturas que no fueron eliminadas del analisis (distintas a los controles) se emplearon
para realizar una anotacién taxondmica aplicando Kaiju (Menzel et al., 2016) contra la base
de datos nr_euk, que contiene proteinas de arqueas, bacterias, virus, hongos y eucariotas
microbianos. La mayoria de las lecturas no fueron clasificadas (63-98%) y entre las que si
fueron, se detectd la presencia de bacterias, hongos y en menor medida virus para todas
las muestras analizadas.

Para el estudio de la abundancia relativa de los diferentes taxones encontrados en el aire
(Figura 4.6) no se incluyeron las muestras amplificadas mediante MDA (terraza del hospital
y virus de esta) ya que esta metodologia introduce un sesgo que compromete la precisién
del andlisis cuantitativo (Yilmaz et al., 2010).
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Figura 4.6. Filos encontrados en los datos no ensamblados al contrastarlos empleando Kaiju con la base de
datos nr_euk. Solo se representaron aquellos filos cuya abundancia relativa fue igual o superior al 1% en al
menos una de las muestras. Predominan las lecturas no clasificadas en todas las muestras (blanco).

Los taxones dominantes encontrados empleando a Kaiju (Menzel et al., 2016) en la
depuradora I'Alacanti Nord son similares al de otros estudios sobre bioaerosoles en
depuradoras. Tienen en comun los filos de hongos principales (Ascomycota vy
Basidiomycota) y también dos de los tres filos bacterianos mas abundantes en este estudio
realizado en Pekin, siendo estos Proteobacteria y Bacteroidetes (Han et al., 2019). En
nuestro caso aparece también el filo Actinobacteria como uno de los mas abundantes. En
la recepcion del hospital, los filos bacterianos dominantes encontrados (Actinobacteria,
Proteobacteria y Firmicutes) estan también entre los dominantes encontrados en la
entrada de un hospital de San Diego (EE. UU.) (King et al., 2016) y en el aire que sale a través
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de la ventilacidn al exterior en un hospital de la ciudad de Cantén (China) (Wu et al., 2022),
aungue las proporciones y el orden de abundancia varia en funcién de la localizacién de la
muestra. Ante el alto numero de lecturas que no pudieron ser clasificadas al compararse
con la base de datos euk_nr (59-98% del total segun la muestra; Tabla 4.4), procedimos a
identificar una subseleccién de lecturas (que representaba entre el 1-2% del total de las
lecturas no clasificadas) comparandola con la base de datos de la nt (NCBI) para tratar de
identificar taxones no presentes en la euk_nr (Tabla 4.4). Sélo aquellas lecturas con una
identidad mayor o igual al 95% a la nt de la NCBI y un e-value <107 fueron incorporadas al
analisis.

Tabla 4.4. Andlisis de las lecturas que no se pudieron asignar a ningun taxon mediante Kaiju.

Lecturas no asignadas con Kaiju

Muestra Lecturas N de % de % de N de N de % de
totales lecturas no lecturas lecturas lecturas lecturas lecturas
asignadas no extraidas extraidas asignadas asignadas

con Kaiju asignadas de las no de las no conlant conlant!
con Kaiju asignadas asignadas

D
epuradora 5150358 2029356 64,89 1 20242 1481 732
en contra
Depuradora
—ep 10846582 7356111 67,82 1 73027 15513 21,24
In situ
Depuradora

1182269 1153559 97,57 2 22401 1105 4.93
a favor
fecencid
ecepcion del 1150971 11829940 58,71 1 118318 26271 22.20
hospital
Virus
depuradora in 3764384 2361414 62,73 1 23813 16068 67,47
situ

! Porcentaje de aquellas lecturas no clasificadas con Kaiju que si fueron clasificadas con la nt.

La busqueda en la base de datos de NCBI muestra que entre un =5y un 67% de las lecturas
no identificadas con la base de datos euk_nr, se asignaron al compararlos contra la nt
(NCBI) a bacterias, hongos, plantas o artréopodos (en su mayoria insectos) y humanos
(Homo sapiens), cuyas proporciones variaron en funcion de la muestra analizada (Tabla 4.4;
Figura 4.7). Aparecieron, ademas, lecturas asignadas a arqueas que no aparecieron en el
primer analisis. Encontramos secuencias asociadas a Homo sapiens en todas las muestras,
teniendo una especial relevancia en la depuradora in situ y en la recepcién del hospital; lo
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cual es absolutamente esperable ya que hay células, restos celulares y de tejido humano
en forma de aerosoles. La presencia de ADN humano se detectd también en otras muestras
de aire tomadas en Nueva York y San Diego, tanto en el exterior como en el interior de un
edificio, un hospital y una casa (Yooseph et al., 2013).

Realizando una extrapolacién con las lecturas clasificadas con Kaiju (Menzel et al., 2016) y
la base de datos nt de NCBI, finalmente el nimero de lecturas sin clasificar continuaria
siendo alto a excepcidn de los virus de depuradora in situ (20% sin clasificar) aunque la
mayoria de las lecturas se asignan a hongos en lugar de a virus. Del resto de muestras, todas
tendrian mas de un 45% de lecturas sin asignar, siendo la mayor la del aire de la depuradora
a favor (79% sin asignar).
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Figura 4.7. Clasificacion taxondmica mediante la base de datos nr de la NCBI de una submuestra de aquellas
lecturas que no pudieron ser clasificadas con la base de datos de Kaiju euk_nr (Menzel et al., 2016). En la
grdfica se muestras los grupos taxonomicos cuya abundancia relativa fue mayor o igual a un 1% en al menos
una de las muestras. Humano recoge aquellas lecturas asociadas a Homo sapiens, mientras que el resto hacen
referencia a los reinos Plantae (plantas), Fungi (Hongos), y dentro de Animalia dos de los grupos mas
representados, mamiferos y artropodos.

Aunque escasa, se detectd la presencia de lecturas asignadas a virus en todas las muestras
excepto en la fraccién enriquecida de virus (filtrada por 0,2 um) de la muestra depuradora
in situ. El mayor porcentaje de lecturas asignadas a virus se dio en la muestra del aire de la
depuradora in situ (0,02%), seguida por la del viento a favor (0,01%) siendo esta
ligeramente superior a la encontrada en la recepcidn del hospital. Estos bajos niumeros
pueden deberse a la baja concentracion estimada de virus ( y por tanto de ADN virico) que
hay en el aire en el interior de los edificios (+10°/m?3) y en el exterior (2,6 veces mas que en
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el interior) (Prussin et al., 2015) en relacién a otros ambientes como el marino con =10’
VLP/mL.

5) Presencia y abundancia de GRA en muestras no ensambladas

La presencia de GRA en muestras de aire no ensambladas fue comprobada comparando las
lecturas con 3 bases de datos de GRA: CARD (Jia et al., 2017), RESFAMS (Gibson et al., 2015)
y ARG-ANNOT (Gupta et al., 2014). Sélo se considero el best-hit para cada lectura, siempre
que éste tuviera un bit-score mayor o igual a 70 y unas identidades en nucledtidos mayor
o igual al 50% o mayor o igual al 90% (Figura 4.6). El empleo de una identidad del 50%
puede dar lugar a la introduccién de falsos positivos en el analisis y si la identidad se
aumenta al 90%, este criterio es mas restrictivo y, por tanto, podemos descartar GRA que
si lo son. En este andlisis empleamos ambos criterios de manera complementaria para
tener dos referencias de las muestras.

Empleando una identidad con las bases de datos de GRA mayor o igual al 50%, se
detectaron GRA en todas las muestras analizadas a excepcidon de la de virus del aire
obtenido de la terraza del hospital. Cuando incrementamos la identidad a mayor o igual al
90%, que es un valor mucho mds conservador, no se detectaron GRA en la muestra de virus
de la depuradora in situ ni en la muestra de la terraza del hospital.

Fue la muestra del aire tomada en la recepcién del hospital la que mayor riqueza, es decir,
numero de GRA, diferentes presentaba (Tabla 4.5). Esta riqueza de GRA superior en el aire
de la recepcién del hospital también ha sido descrita respecto a entradas de comunidades
urbanas a 0,5 km del hospital y a 10 km del mismo en un estudio realizado en la ciudad de
Guangzhou en China (He et al., 2020).

Tabla 4.5. Riqueza o numero de GRA diferentes en cada una de las muestras de aire no ensambladas
analizadas a diferentes identidades de nucledtidos (250% y >90%).

Numero de GRA diferentes Numero de GRA diferentes
Muestras de aire

bs70, id50% bs70, id90%

Depuradora in situ 161 42

Virus depuradora in 4 0
situ

Depuradora en contra 165 26
Depuradora a favor 8 4

Recepcion del hospital 408 184
Terraza del hospital 5 0
Virus terraza del 0 0

hospital
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Los hits de GRA encontrados se agruparon en 21 clases de antibidticos a los que otorgan
resistencia segun la base de datos CARD (Jia et al., 2017). Aquellos GRA que dan resistencia
a diferentes antibidticos (multi-antibidticos) fueron los mds frecuentes tanto para la
identidad de GRA >50% (en 6 de las 7 muestras analizadas) como la 290% (en 4 de las 7
muestras analizadas). La segunda clase mas frecuente (en 5 de las 7 muestras analizadas a
identidad 250% y 4 de 7 a identidad >90%) fue la que agrupa a los GRA que otorgan
resistencia a los beta-lactamicos (Tabla 4.6). En concordancia con ser la muestra con mayor
riqueza de GRA diferentes, la muestra de la recepcion del hospital es la que presenta
resistencia a mas clases de antibidticos diferentes, seguida por la depuradora in situ.

Se ha sugerido la universalidad de GRA contra aminoglucésidos, multi-antibidticos y
sulfonamidas en aerosoles (Yang et al., 2022), sin embargo, los estudios citados para
realizar esta afirmacion estan todos realizados en China. Por ejemplo, en las muestras del
aire de depuradora de Alicante no encontramos GRA que otorguen resistencia a las
sulfonamidas (Tabla 4.6). Teniendo en cuenta que los GRA presentes en el agua de la
depuradora pueden pasar a la atmdsfera a través de procesos como la agitacion y la
aireacion (Han et al., 2019) y que la abundancia y diversidad de GRA encontrados en aguas
residuales de regiones como Europa y Asia son diferentes (Hendriksen et al., 2019), se hace
patente la necesidad del andlisis de mas muestras de aire de otras partes del mundo para
encontrar qué categorias de GRA son universales o bien caracteristicas.
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Tabla 4.6. Presencia de GRA agrupados por clase de antibidtico al que otorgan resistencia en las muestras

de aire analizadas sin ensamblar?.

Identidad 2 50%

Virus
terraza
del
hospital

Terraza
del
hospital

Aminocumarinas

Aminoglucdsidos

Acidos grasos con
actividad
antibacteriana

Beta-lactamicos

Diaminopirimidinas

Fenicoles

Fosfomicinas

Glucopéptidos

MLS
Multi-antibicticos
Mupirocina

Nitroimidazoles

Nucledsidos

Peptidicos

Pleuromutilinas

Quinolonas

Rifamicinas

Sulfonamidas

Tetracenomicinas

Tetraciclinas

Triclosén
L . Virus
Depuradora|Depuradora/Depuradora Recepcion|  Virus terraza Terraza
Identidad = 90% o del depuradora del
en Contra in situ a Favor y L . del .
hospital in situ . |hospital
hospital

Aminocumarinas

Aminoglucosidos

Beta-lactamicos

Fenicoles

Fosfomicinas

Multi-antibidtico

Mupirocina

Nitroimidazoles

Nucledsidos

Peptidicos

Quinolonas

Rifamicinas

Sulfonamidas

Tetraciclinas

Triclosan

1Presencia (verde) o ausencia (blanco) de resistencia a diferentes clases de antibidticos. MLS hace referencia al conjunto

de antibidticos Macrdlidos, Lincosamidas y Estreptomicinas.
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A pesar de que la MDA se ha empleado para amplificar con éxito incluso ADN de virus
individuales (Martinez-Hernandez et al.,, 2017, De La Cruz Pefia et al., 2018), esta
metodologia presenta un sesgo a la hora de amplificar, lo que compromete el posterior
analisis cuantitativo (Yilmaz et al., 2010), por lo que para comparar la abundancia de los
GRA detectados, no incluiremos las muestras realizadas con MDA en este analisis (terraza
del hospital y virus de la terraza del hospital).

Para determinar la abundancia de GRA en las muestras no ensambladas, se compararon las
muestras no amplificadas con MDA con tres bases de datos de GRA (CARD (Jia et al., 2017),
RESFAMS (Gibson et al., 2015) y ARG-ANNOT (Gupta et al., 2014)) escogiendo el best-hit
para cada uno de los casos, siempre que este tuviera un bit-score 270, identidad 250% vy e-
value <107. Con los datos obtenidos se calculé la abundancia relativa de los GRA agrupados
por las clases de antibidticos a los que otorgan resistencia, observando una mayor
frecuencia de GRA que otorgan resistencia frente a multi-antibidticos, seguidos de beta-
lactamicos o tetraciclinas en funcion de la muestra (Figura 4.8).
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Figura 4.8. Abundancia relativa de los GRA agrupados por antibidtico al que dan resistencia. Solo se representan aquellas
clases de antibidticos cuya abundancia relativa de GRA era mayor o igual al 5%. Ambos andlisis se hicieron comparando
las lecturas de las muestras con las bases de datos de resistencia a antibidtico. En las grdficas se muestran los datos para
una identidad 250% (A) y 290% (B). En los virus de la depuradora no se encontrd ningun GRA con una identidad > 90%,
por lo que se dejo en blanco.

Ademas, con los mismos datos de realizé un Analisis de las Coordenadas Principales (ACoP)
viendo como a una identidad 250% se agrupan la muestra de la recepcion del hospital y del
aire de depuradora en contra, teniendo préxima a la de aire de la depuradora in situ. Si
aumentamos la identidad a 290% se observa como la del aire de la depuradora en contray
la depuradora in situ contintdian préximas (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Andlisis de Coordenadas Principales (ACoP) para el estudio del resistoma en el aire de las diferentes
muestras: Recepcion del hospital (azul), Depuradora en contra (amarillo), Depuradora in situ (rosa),
Depuradora a favor (rojo) y Virus de depuradora in situ (verde). Se realizo para identidad de GRA 250% (A) y

>90% (B). Calculado empleando la distancia euclidiana y representado con ggplot2 (Para ambos se empel6 el
software R).

Para el calculo de la abundancia el nimero de GRA encontrados se dividid por las
Megabases no ensambladas (Mb) de la muestra o por el nimero de genes ribosdmicos 16S
encontrados (Figura 4.6).
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Figura 4.10. Abundancia de GRA en las muestras de aire no ensambladas. La abundancia de GRA fue calculada
para dos identidades diferentes, 250% en azul y 290% en naranja. Para poder comparar los datos, estos se
normalizaron dividiendo el nimero de GRA entre los Mb de la muestra (A) o el nimero de genes ribosomicos
16S encontrados en la misma (B).
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La normalizacién por las Megabases no ensambladas y por metro cubico de aire filtrado
nos indica que hay mas abundancia de GRA en la depuradora in situ (7,6 GRA/Mb ¢ 118
GRA/m?3 de aire muestreado) seguida por la recepcion del hospital (3,5 GRA/Mb 6 87
GRA/m?3 de aire muestreado) para los dos criterios empleados para la deteccidon de GRA,
uno mas laxo (250% de identidad) y otro mas restrictivo (290% de identidad). Sin embargo,
al normalizar por el gen ribosédmico 16S observamos cdmo encontramos mas abundancia
de GRA en la depuradora en contra de viento Unicamente a identidad >50% (Figura 4.6,
panel Ay B).

La ausencia de protocolos estdndar para el muestreo de aire y la imposibilidad de aplicar
un tipo de metodologia para captar y analizar todos los bioaerosoles hace dificil la
comparacion entre muestras de aire tomadas con diferentes metodologias (Grinshpun et
al., 2015). Entre los factores que dificultan esta comparacion estan los diferentes modelos
de muestreadores, los tiempos y flujo de recoleccidn de aire, medios en los que se recogen
los bioarosoles y los andlisis, por lo que hay diversos disefos experimentales posibles.

Nuestros datos muestran como el aire de la depuradora in situ tiene mayor abundancia de
GRA comparado con el aire de la recepcion del hospital (Figura 4.10). Este dato concuerda
con los datos obtenidos en el muestreo de 6 ambientes en Tianjin (China), pese a que se
hizo con gPCR para 19 GRA, en el que el promedio de los valores obtenidos para la
depuradora (8,6x10* copias GRA/m?3) superan a los de una sala de transfusiones de hospital
(7,2x10% copias GRA/m?3). En la literatura analizada, no hemos encontrado otro estudio que
compare los GRA del aire obtenidos con un mismo protocolo de una depuradora y un
hospital. Sin embargo, en los estudios metagendmicos realizados comparando el aire de
hospital (tejado e interior) con el de ambientes urbanos, pese a que tienen disefios
experimentales diferentes, se observa que la abundancia de GRA es superior en el hospital
que en la ciudad o ambientes suburbanos (He et al., 2020; Wu et al., 2022) como ocurre si
comparamos los valores de la abundancia del aire en contra de la depuradora y del hospital
normalizados por Mb no ensambladas (Figura 4.10. panel A).

Entre los GRA mas abundantes de los datos no ensamblados encontramos abcA (resistencia
frente a multi-antibiéticos) en el aire de la depuradora en contra y en los virus del aire de
la depuradora in situ a identidad 250%. En el aire de la depuradora in situ el mas abundante
es acrB que da resistencia a multi-antibidticos (identidades =50 y >90%). Para ambas
identidades de GRA estudiadas, en aire de la depuradora a favor, el GRA mas abundante es
tetd4 que otorga resistencia a las tetraciclinas. En el resto de las muestras el GRA
dominante cambia en funcién del porcentaje de identidad proteica empleado. En la
recepcidon del hospital el GRA mas frecuentes es ugd que otorga resistencia frente a los
antibioticos peptidicos al 50% y erm36 que da resistencia frente a MLS al 90%. En el caso
del aire de la depuradora en contra al 90% encontramos TEM-83 (resistencia frente a beta-
lactamicos).

En la depuradora in situ, tanto para la fracciéon bacteriana (>0,2 um) como para la filtrada
por 0,02 um (que corresponde a la llamada virica) encontramos en los datos no
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ensamblados que ambas tienen en comun los genes arr-1y abcA que otorgan resistencia a
rifamicina y a multi-antibidticos respectivamente.

También encontramos GRA clasificados como de alto riesgo para la salud humana ya que
tienen una alta movilidad entre un amplio abanico de huéspedes (Zhang et al., 2021). Entre
estos encontramos que en el aire del lobby del hospital hay vanY, tetM y blaZ (a identidad
>50% y los dos ultimos a identidad >290%) que otorgan resistencia a los glucopéptidos,
tetraciclinas y beta-lactdmicos. También encontramos TEM-1 (resistencia a beta-
lactdmicos) en la muestra de aire de la depuradora en contra y vanY (250% identidad) en
el aire de la depuradora in situ. El gen de resistencia frente a glucopéptidos vanY esta
también presente en las aguas de Alicante (incluidas depuradoras y hospital; Capitulo 3).

6) Presencia y abundancia de GRA en muestras ensambladas

Para la caracterizacion de aquellos microrganismos presentes en el aire que tienen al
menos un GRA se procedid a ensamblar las lecturas empleando SPAdes (Bankevich et al.,
2012) y de los contigs se obtuvieron las ORF empleando el programa informatico Prodigal
(Hyatt et al., 2010). Por consistencia con los anteriores analisis presentados en esta tesis,
los contigs de menos de 500 pb fueron eliminados del posterior analisis (Tabla 4.7).

Tabla 4.7. Resultado del ensamblaje realizado mediante SPAdes (Bankevich et al., 2012) para las muestras de
aire.

Resultado de SPAdes Contigs con 2 500 pb

Muestra N contigs Nucledtidos | N contigs Nucleétidos N proteinas
Depuradora in situ 20442 7739368 2712 2061515 4042
Virus depuradora in situ 553 682270 255 581149 654
Depuradora en contra 19787 8165624 3492 2849982 5263
Depuradora a favor 3564 1156560 152 110786 150
Recepcidn del hospital 296110 120485474 46928 36466179 69192
Terraza del hospital 3654 2154155 985 1463134 1701
Virus terraza del hospital 178 220452 77 187814 188

Entre 150 y 69192 proteinas por muestra (Tabla 4.7) fueron comparadas con las bases de
datos CARD (Jia et al., 2017), ARG_ANNOT (Gupta et al., 2014) y RESFAMS (Gibson et al.,
2015) mediante blastp. Sélo aquellos best-hit con un bit-score >70, un e-value <107, e
identidades 250% 6> 90% fueron considerados como GRA. Los GRA fueron a su vez
agrupados en funcién del antibidtico al que otorgaban resistencia (Tabla 4.8).
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Tabla 4.8. Clases de antibidticos detectadas contra las que existe resistencia para cada una de las muestras

ensambladas.

Identidad 2 50%

Depuradora
en Contra

Depuradora
in Situ

a Favor
Ho

Recepcidn
Depuradora
P del

Virus Virus

in Situ del

Hos
Hospital

spital

Terraza
Depuradora| Terraza del

pital

Aminocumarinas

Aminoglucésidos

Acidos grasos con
actividad
antibacteriana

Beta-lactdmicos

Diaminopirimidinas

Elfamicinas

Fenicoles

Fosfomicinas

Glucopéptidos

MLS

Multi-antibidticos

Nitroimidazoles

Peptidicos

Pleuromutilinas

Quinolonas

Rifamicinas

Sulfonamidas

Tetraciclinas

Triclosan

Identidad = 90%

Depuradora
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Depuradora
in Situ

Depuradora
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Hospital

Virus Virus
Depurador| Terraza
a in Situ del
Hospital

del

Terraza

del

Hospital

Aminocumarinas

Aminoglucosidos

Beta-lactamicos

Elfamicinas

Fenicoles

Fosfomicinas

Glucopéptidos
MLS

Multi-antibidticos

Nitroimidazoles

Peptidicos

Pleuromutilinas

Quinolonas

Rifamicinas

Sulfonamidas

Tetraciclinas

Triclosan

En las muestras ensambladas se encontraron 19 clases de antibidticos contra los que se
detectd resistencia (250% identidad proteica), 3 menos que en la parte no ensamblada
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(Tabla 4.6). Este dato es esperable ya que al ensamblar las lecturas para dar lugar a contigs
siempre hay un porcentaje de éstas que no se ensamblan para dar lugar a fragmentos
gendmicos mas largos, por lo que la informacién que puedan dar esas lecturas “se pierde”
en la parte ensamblada (Capitulo 3, Figura 3.2). En este caso no encontramos GRA en los
contigs de la muestra de aire de depuradora a favor, ni en las dos muestras de la terraza
del hospital. Como ocurre en el analisis de la parte no ensamblada, encontramos mayor
diversidad de antibidticos en la recepcion del hospital que en el resto de las muestras (Tabla
4.9).

Tabla 4.9. Numero de GRA diferentes en cada una de las muestras de aire analizadas a diferentes
identidades proteicas para los datos ensamblados.

Muestras de aire Numero de GRA diferentes Numero de GRA diferentes
bs70, id50% bs70, id90%
Depuradora in situ 18 4
Virus depuradora in 1 0
Situ
Depuradora en contra 27 1
Depuradora a favor 0 0
Recepcion del hospital 106 15
Terraza del hospital 3 0
Virus terraza del 0 0
hospital

En la Figura 4.11 podemos observar las abundancias relativas de los GRA para las muestras
no amplificadas con MDA. Se observa que los GRA que dan resistencia a multi-antibiéticos
son los mas abundantes en la depuradora (in situ y en contra) y en el hospital a una
identidad de GRA >50%. En el caso de los virus de depuradora en la parte ensamblada sélo
encontramos resistencia a la quinolona (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Abundancia relativa de los GRA agrupados por antibictico al que dan resistencia. Sélo se
representan aquellas clases de antibidticos cuya abundancia relativa de GRA es mayor o igual al 5%. Ambos
andlisis se hicieron comparando las proteinas de las muestras con las bases de datos de resistencia a
antibidtico. En las grdficas se muestran los datos para una identidad mayor o igual a 50% (A) o 90% (B). Los
espacios en blanco implican que no se detectaron GRA.

Las muestras de aire se agruparon en funcién de los antibiéticos a los que presentaron
resistencia. A una identidad proteica 250% en la parte ensamblada, vemos como las dos
muestras de la depuradora (en contra e in situ) en las que se detectaron GRA se agrupan.
A un 90% o mas identidad no observamos el agrupamiento de ninguna de las tres muestras
en las que se encuentran GRA (Figura 4.12).

103



Historia de un viaje: Dindmica de los GRA, del cuerpo al ecosistema.

A 50% identidad B 90% identidad
2 @ O
1.04
1 0.51
o O o
i N e
o FHREE
o (o]
N0 &
(%3] wl
o [
= = -]
B O
1.04
(9] o
-154 ; - - -
-2 -2 -1 0 1 2 -1 0 q
MDS1-52.3% MDS1-74.8%
@ Recepcion del hospital © Depuradoraen contra
@ Depuradorain situ @ Virus depuradorain situ

Figura 4.12. Andlisis de Coordenadas Principiales (ACoP) para el estudio del resistoma ensamblado en el aire de las
diferentes muestras: Recepcion del hospital (azul), depuradora en contra (amarillo), depuradora in situ (rosa) y virus de
depuradora in situ (verde.). Se realizo para identidad de GRA >250% (A) y 290% (B). Calculado empleando la distancia
euclidiana y representado con ggplot2 (Para ambos se empelé el software R).

La abundancia de GRA detectados en los datos ensamblados muestra, igual que en los
datos no ensamblados, mas abundancia de GRA si comparamos el aire de la depuradora in
situ con el de la recepcion del hospital (Figura 4.13).
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Figura 4.13. Abundancia de GRA en las muestras de aire ensambladas. La abundancia de GRA fue calculada
para dos identidades proteicas diferentes, 250% en azul y 290% en naranja. Para poder comparar los datos,
estos se normalizaron dividiendo el numero de GRA entre los de Mb ensamblados.

7) Identificacion taxonomica de contigs portadores de GRA presentes en el aire

Una vez identificadas aquellas proteinas que otorgaban resistencia a antibidticos, se
analizaron taxondmicamente los contigs donde éstas se incluian. Para identificar qué
microorganismos son los portadores de éstos GRA se compararon estos contigs con la base
de datos euk_nt empleando Kaiju (Menzel et al., 2016). Como sucedié en el analisis
taxondmico en la parte no ensamblada, un gran porcentaje de las muestras no pudo ser
identificado (~50%; Figuras 4.14 y 4.15).

A nivel de especies resistentes a antibidticos, encontramos en el aire de la depuradora en
contra dos especies de Sinorhizobium (S. meliloti y S. medicae) que habitualmente son
simbiontes de leguminosas (Biondi et al., 2003) que podrian provenir de los arboles de
cultivo que hay al sur de la depuradora. En la muestra tomada en la depuradora in situ
vemos que la especie resistente mas frecuente es Acinetobacter junii (26,66%), seguida por
Mycobacterium sp. (6,66%) ambas especies son bacterias resistentes a antibidticos
frecuentes en las aguas de Alicante (Capitulo 3, Figura 3.6) y Flexivirga endophytica una
bacteria asociada a vegetales (Figura 4.14). En el aire de |la depuradora in situ el GRA mas
frecuente a identidad proteica 250% fue adeJ (multi-antibiéticos), que también fue el mas
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frecuente a una identidad >90%, compartiendo la posicidon con otras bombas de flujo que
otorgan resistencia frente a multi-antibidéticos como OprM, acrB y el gen cfr 23S que
codifica una metilasa de la subunidad ribosémica 23S, que al metilarla, le otorga resistencia
frente a diferentes antibidticos. En el aire de depuradora en contra encontramos que los
GRA mas abundantes son sav1866 (multi-antibiéticos) y macB (MLS), ambas bombas de
flujo a identidad >50%. Al 90% encontramos el gen TEM-166 de resistencia frente a beta-

lactamicos.
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Figura 4.14. Abundancia relativa (%) de las especies detectadas con al menos un GRA en las muestras de aire en contra
de la depuradora (A) e in situ (B). Las abundancias relativas estdn expresadas para una identidad de GRA >50% (ID50) y
una identidad 290% (ID90). La clasificacion taxonémica de los contigs se hizo empleando Kaiju. Para los contigs cuyos GRA
tuvieron una identidad >90% respecto a las bases de datos de GRA no se pudo clasificar ningun contig a nivel de especie.

En la recepcidn del hospital encontramos 62 especies resistentes a antibiodticos. Entre estas,
destacar que la mas frecuente es el patégeno oportunista Paracoccus yeei (Figura 4.15). En
su mayoria en el caso de las bacterias, su origen suele ser el suelo (Paracoccus aeridis,
Micrococcus terreus) aungque también encontramos bacterias generalmente transportadas
por el ser humano como Staphylococcus hominis, Cutibacterium acnes y patégenos como
Streptococcus pneumoniae y Salmonella enterica. Entre los GRA mas frecuentes en la parte
ensamblada de la muestra de aire de recepcion del hospital encontramos mtrA y triC
(bombas de flujo que dan resistencia a multi-antibidticos) y ugd (da resistencia frente a
antibidticos peptidicos) a una identidad de GRA >50%, si aumentamos la identidad >90%,
tetA (resistencia a tetraciclinas) es el GRA mas abundante.

Ademas de encontrar la presencia de GRA en bacterias también la encontramos en hongos
en el aire de la entrada del hospital. En la literatura encontramos que algunos hongos del
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suelo pueden transportar plasmidos con GRA, favoreciendo la transmision de éstos entre
las comunidades microbianas presentes en la micosfera (Nazir et al., 2017). Entre las
especies de hongos con GRA encontradas estdan patégenos de plantas como
Parastagonospora nodorum, Daldinia sp. EC12 o Eutypa lata.
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Figura 4.15. Abundancia relativa (%) de las especies detectadas con al menos un GRA en las muestras de
aire de la recepcion del Hospital General de Alicante. Las abundancias relativas estdn expresadas para una
identidad de GRA > 50% (ID50) y una identidad > 90% (ID90). La clasificacién taxonomica de los contigs se
hizo empleando Kaiju.

La presencia de virus en el aire es patente y ha sido demostrada (Prussin et al., 2015),
ademas, se sabe que a pesar de que es poco comun, los virus pueden también transportar
GRA (Enault et al., 2017; Capitulo 2, Figura 5). Existen diversos estudios referidos a la
presencia de virus en el aire debido a su importancia en la transmisidon de enfermedades
(Kim et al., 2018; Greenhalgh et al., 2021) pero hasta la fecha, no hemos encontrado
ninguno que haya explorado la presencia de GRA en contigs viricos obtenidos del aire. De
las dos muestras de virus analizadas, virus de la terraza del hospital y virus de la depuradora
in situ vemos que en la partes no ensamblada y ensamblada Unicamente detectamos GRA
en la muestra de virus de la depuradora a identidades mayores que 50% e inferiores al 90%.
Empleando Kaiju (Menzel et al., 2016) sobre los contigs con al menos un GRA no se detectd
ningun fragmento virico en ninguna de las muestras con GRA, sin embargo, usando
VirSorter2 (Guo et al., 2021) encontramos 1 contigs virico en la recepcion del hospital con
el gen mtrA, una bomba de flujo que da resistencia frente a multi-antibiéticos (Tabla 4.10).
Este supone el Unico GRA en un contig virico de los 54601 contigs totales analizados (Tabla
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4.7). Por tanto, podemos confirmar que como sucede en otros ambientes, la presencia de
GRA en virus del aire es escasa.

Tabla 4.10. Contigs viricos con presencia de GRA detectados en el aire.

% %
Maxima puntuacién Tipo de proteinas proteinas
Contig (VirSorter2) Virus viricas  celulares GRA
lobbyHosp_817_length_2066 0,907 dsDNA 100 0 mtrA

Respecto a la presencia de multirresistencias (dos o mas GRA que otorgan resistencia a dos
o mas clases de antibidticos) Unicamente encontramos un contig multirresistente en el aire
de la depuradora en contra, del que desconocemos la afiliacion taxondmica. Este contig
tiene los genes amrB de resistencia a los aminoglucdsidos y mexA que otorga resistencia
frente a varios antibiodticos.

8) Transporte aéreo de GRA

El transporte de bacterias por el viento ha sido demostrado incluso a grandes distancias
(Hervas et al., 2009) . Por tanto, los GRA que estén codificados en el ADN de aquellas
bacterias que estén en el viento serdn también transportados. En el caso del transporte de
GRA desde puntos calientes como las depuradoras, en un estudio realizado con gPCR en
una depuradora de Carolina del Sur (EE.UU.) se observo que el 68% de los GRA encontrados
en la muestra tomada a favor de viento se correspondian con los GRA encontrados en los
lodos de decantacién de la depuradora (Gaviria-Figueroa et al., 2019).

En nuestro caso, vemos como en la parte no ensamblada el 71,45% de las especies
detectadas con Kaiju en el aire de la depuradora en contra son comunes con la depuradora
in situ y un 84,96% de las especies encontradas en el aire de la depuradora a favor son
comunes con la depuradora in situ, por lo que el aire a favor de la depuradora tiene una
alta influencia a nivel de la comunidad microbiana de la depuradora in situ. Respecto a los
GRA detectados, a una identidad de nucledtidos del 50% encontramos tres bombas de flujo
(acrB, mdtB, y abcA) y el gen tetA(48), que codifica una encima que degrada las
tetraciclinas, en los tres puntos de muestreo de la depuradora. Estos datos suponen que
un 45,5% de los GRA encontrados en el viento de la depuradora a favor estan también en
las otras dos muestras de la depuradora, por lo que son GRA que parecen estar en el aire
gue circula por la depuradora, sin que necesariamente ésta sea el origen de estos GRA en
el aire. También encontramos sdlo un gen (PBP1a de resistencia a beta-lactdmicos) comun
entre el aire de la depuradora in situ y a favor. Ademads, hay un 36% de los GRA del aire de
la depuradora a favor que no aparecen en las otras muestras de aire de la depuradora
analizados, por lo que desconocemos su origen (Figura 4.16 panel A).

108



Capitulo 4: Explorando el aire como vector abictico de dispersion de GRA.

Siendo mas estrictos (identidad de nucleétidos >90%) encontramos la presencia del gen
mdtB Unicamente en el aire de la depuradora in situ y a favor. Esto implica que el 25% de
los GRA del aire de depuradora a favor son transportados desde la depuradora in situ (no
estan en el aire de la depuradora en contra) y el restante 75% son GRA no detectados en
las otras muestras de la depuradora (Figura 4.16 panel B), por lo que en este caso si
detectamos el transporte de GRA desde la depuradora in situ y a favor de aire.

50% ldentidad 90% Identidad

Depuradora
en contra

Depuradora Depuradora
afavor en contra

Depuradora
afavor

Depuradora
in situ

Depuradora
in situ

Figura 4.16. Diagrama de Venn para los GRA diferentes encontrados en las tres muestras de aire de la
depuradora. Realizado con los datos no ensamblados.

La presencia y transporte de GRA por parte del aire puede ser una de las explicaciones de
la presencia de GRA en el sistema respiratorio humano, concretamente en las fosas nasales
(Capitulo 2 de esta tesis). En este estudio hemos detectado GRA tanto en el exterior como
en el interior (recepciéon del hospital), este dato cobra especial importancia ya que el ser
humano pasa la mayor parte del tiempo en el interior (Heseltine and Rosen, 2009), en el
gue se estima que hay una mayor concentracién de GRA respecto al exterior con estudios
realizados mediante HT-gPCR (Zhao et al., 2021), dato apoyado por nuestros datos
metagendmicos donde encontramos mas GRA/Mb en la recepcion del hospital que en aire
de la depuradora en contra.

Todo esto puede suponer una mayor probabilidad de que se depositen GRA en la piel y en
las fosas nasales donde acceden al sistema respiratorio mediante la inhalacién, pudiendo
provocar problemas de salud (Gwenzi et al., 2022) por lo que cobra importancia la correcta
ventilacidn de los espacios cerrados para prevenir la acumulacion de elementos dafiinos
para la salud.
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Conclusiones.

Conclusiones

e En el estudio del resistoma del cuerpo humano se analizaron un total de 9,1x107
proteinas provenientes de 771 muestras del Proyecto del Microbioma Humano,
encontrando 28714 GRA que se agruparon en 235 tipos diferentes de GRA. La
comparacion de la abundancia de genes de resistencia a antibidticos en las
muestras de individuos sanos del Proyecto del Microbioma Humano mostré que
en las fosas nasales hay mdas abundancia metagendmica de GRA (1,86 GRA/Mb)
gue en otras partes del cuerpo estudiadas (vagina, piel, cavidad oral y sistema
digestivo). Por otra parte, es en el sistema digestivo donde encontramos la mayor
riqueza de GRA, a pesar de que mostrara la menor abundancia de genes de
resistencia a antibidticos, que se atribuyé a que las especies bacterianas resistentes
en esta parte del cuerpo dentro del conjunto del microbioma intestinal eran poco
abundantes.

e Las bacterias resistentes a antibiéticos del cuerpo humano fueron en su mayoria
comensales y con un Unico GRA, detectdndose al menos una bacteria resistente en
el 99% de las 771 muestras analizadas. Las bacterias del sistema digestivo humano
son las principales portadoras de GRA en aguas urbanas.

e Elandlisis de diferentes muestras de la ciudad de Alicante (114 Gb de datos) indico
gue desde ambientes urbanos hay transporte de GRA a otros ambientes por medio
del aire y agua, aungue segun nos alejamos de los puntos calientes de dispersion,
encontramos menor abundancia y riqueza de GRA.

e Se observd una amplia variabilidad en la abundancia de GRA de la fraccién
procariota tanto para los datos no ensamblados (2,5-23 GRA/Mb) como
ensamblados (0,003-6 GRA/Mb) en las aguas de Alicante. En todos los casos, la
abundancia de GRA en la fraccidn virica fue entre 27 y 180 veces menor.
Encontramos, aunque de manera poco frecuente, la presencia de GRA en
segmentos gendmicos de virus de ADN y ninguno en los genomas viricos de ARN.
Por tanto, si afladimos que los virus de ADN suelen ser especificos de un solo tipo
de huésped, el conjunto de los virus estudiados no pareceria representar una
amenaza relevante para la dispersion de GRA.

e Existe una relacidon entre los tipos mas frecuentes de GRA presentes en el aire y en
el agua de las ciudades de Alicante, teniendo en comun los genes de resistencia de
las clases multi-antibidticos, MLS (Macrdlidos-Lincosamidas-Estreptomicinas),
beta-lactdmicos y tetracilinas. Ademas, tanto en agua como aire se encontré la
presencia del gen vanY (resistencia a glucopéptidos), clasificado como de alto
riesgo para la salud humana ya que tiene una alta movilidad entre un amplio
abanico de huéspedes.
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Se observé una influencia entre el consumo de antibidticos y la resistencia a los
mismos tanto para las muestras del Proyecto del Microbioma Humano como para
las aguas de Alicante, dado que entre el 51-61% de los GRA encontrados se
agruparon en las clases de antibidticos mas recetadas.

El uso de la metagendmica y experimentos de microcosmos en efluentes de agua
residual mostraron que la aplicacién del antibidtico de Ultimo recurso polimixina B
parece no aumentar la presencia de genes de resistencia a antibiéticos en aguas
depuradas, pero si altera las poblaciones bacterianas y aumenta la liberacion de
vesiculas que tienen el potencial de transmitir GRA. Aunque los genes de
resistencia a la polimixina fueron muy poco abundantes en la fraccién
procariota (0,018% del total de ARG), es llamativo que en la fraccion viral fueron
mas frecuentes (0,5%-0,8% del total de ARG).

La aplicacion de la dPCR sobre dos GRA modelo proporciond datos precisos sobre
el nimero de copias en las aguas de Alicante del gen de resistencia sul2 (que varia
entre 21 y 11271 copias/ng DNA extraido) y del gen tetW (entre 7 y 18662 de
copias/ng DNA extraido). Segun los datos de dPCR, la abundancia de GRA de sul2'y
tetW podria representar entre 4x10° -7x10'° copias/L de agua de la entrada de la
depuradora. Comparando estos datos con los obtenidos in silico por metagendmica
para ambos genes, vemos como ambas metodologias muestran una tendencia
similar en las abundancias, siendo probablemente mas preciso los datos de dPCR.

En las muestras de aire analizadas (40 Gb) de distintos puntos de la ciudad de
Alicante se encontraron bacterias, hongos y un virus con GRA en su material
genético, siendo una posible explicacion a la presencia de GRA detectados en las
fosas nasales humanas. Es en el aire de la depuradora dénde mayor abundancia de
GRA encontramosEn el aire de la recepcién del hospital encontramos la mayor
riqueza de GRA analizados (106 GRA diferentes en 108 m3). La mayor abundancia
de GRA en ambientes cerrados comparados con ambientes abiertos resalta la
importancia de ventilar ya que como hemos demostrado anteriormente, las fosas
nasales son un punto caliente de GRA en el cuerpo humano, y por tanto una
probable puerta de entrada y salida de GRA.

El estudio metagendmico de mas de 250 ambientes pristinos reveld que es
extremadamente infrecuente la adquisicion de GRA dispersados desde ambientes
en bacterias autdctonas de ambientes pristinos.

Para la correcta implementacion de la metagendmica como una herramienta de
monitorizacién estandarizada en sistemas de vigilancia epidemiolégica de GRA, es
necesario llegar a un consenso en el uso de umbrales y programas que faciliten la
comparacion y el andlisis de los datos bioinformaticos entre laboratorios vy
hospitales. Un ejemplo claro es la deteccién de genes esenciales o housekeeping
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donde una Unica mutacion puntual puede determinar la resistencia a antibiéticos
(ej. gyrA), lo que podria dar lugar a falsos positivos, ya que escaparian del umbral
conservador comunmente usado de un 90% de identidad de secuencia con las
bases de datos de GRA.
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