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OBJETIVOS

Puesta a punto y optimización de un protocolo general de 
análisis del metagenoma



OBJETIVOS

Caracterizar la composición y diversidad microbiana, así como

detectar genes de resistencia a antibióticos, genes de virulencia y

elementos genéticos móviles, complementando con análisis

funcionales mediante COG y KEGG.



¿POR QUÉ ANÁLISIS METAGENÓMICOS?

• No requiere cultivo → detecta bacterias no cultivables.

• Aislamiento de diferentes matrices.

• Visión global → diversidad, abundancia, resistoma y

funciones metabólicas.

• Elementos genéticos móviles → plásmidos, integrones,

resistomas.

• Contexto ecológico → posición del aislado en el microbioma

(dominancia, asociaciones).



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Secuenciación de nueva generación



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Secuenciación nanoporos



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Secuenciación nanoporos

Extracción química → complejo 

multienzimático (MetaPolyzyme) 

Mutanolysin • Achromopeptidase • Lyticase

• Chitinase • Lysostaphin • Lysozyme

Extracción mecánica → Power soil

de QIAGEN

Heces • Estiércol • Estiércol compostado

• Purines • Suelos • Microbiota endófita 

y epífita de plantas de avena



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Secuenciación nanoporos

Extracción individual

Mezcla muestras del mismo tipo en 

concentraciones equimolares

Secuenciación



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Secuenciación nanoporos

Li et al., 2023 (doi:10.1128/spectrum.04163-22)



Granjas madres porcino

Cebaderos porcino

- 32 metagenomas de heces.
- 32 metagenomas de purines

- 25 metagenomas de heces.
- 14 metagenomas de purines
- 5 metagenomas de suelos

162 metagenomas

ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Cebaderos ovino

- 8 metagenomas de heces
- 6 metagenomas estiercol
- 6 metagenomas estiercol C
- 10 metagenomas suelos
- 24 metagenomas plantas



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Quick-DNA HMW 
MagBead Kit 

Extracción DNA individual

MinION device 
(ONT), v14 y 

R10.4.1 flow cells. 
Rendimiento

medio: 
4.52 Gb/muestra

• Plasmid Finder
• Virulence Finder

• Mobile Element Finder

Pipeline ARMA

Base de datos CARD

Flujo estable de análisis



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Abundancia (CG/GB secuenciado) Abundancia relativa



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Abundancia (CG/GB secuenciado)



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Granjas porcino

Abundancia GRAs

- 25 metagenomas de heces.
- 14 metagenomas de purines



Muestra Cg_GRA/Gb
Heces 770,68 + 100,67

Purines 364,05 + 88,35

ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Granjas porcino

Abundancia GRAs



Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3

3 meses 3 meses

ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Cebaderos ovino

Abundancia GRAs



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Cebaderos ovino

Abundancia GRAs

vs



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Cebaderos ovino

Abundancia GRAs



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Cebaderos ovino

Abundancia GRAs

Muestra Cg_GRA/Gb
Heces 602,55+ 53,15

Estiércol 559,31 + 312,69
Estiércol compostado 396,5 + 46,94

Suelos sin abonar 123,16 + 30,31
Suelos abonados 124,83 + 41,84



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Cebaderos ovino

Abundancia GRAs

❑Heces: 
48,93% Tetraciclinas
23,95% Bombas de eflujo

❑Estiércol: 
24,97% Bombas de eflujo
20,25% Elfamicina
20,17% Sulfonamida

❑Suelos: 
54,69% Elfamicina
30,47% Bombas de eflujo



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Cebaderos ovino

Abundancia GRAs
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ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Cebaderos ovino

Abundancia GRAs
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ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Cebaderos ovino

Abundancia GRAs
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Muestra Cg_GRA/Gb
Epífita_raíz_abonado 205,29 + 28,67
Epífita_raíz_control 167,76 + 41,74

559,31 + 312,69Epífita_veg_abonado 5,4 + 4,19
Epífita_veg_control 4,4 + 5,17

123,16 + 30,31Endófita_raíz_abonado 2,79 + 4,38
Endófita_raíz_control 0,60 + 0,02

Endófita_veg_abonado
Endófita_veg_control

0,05 + 0,05
0,26 + 0,24



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Cebaderos porcino

Análisis de redundancia



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Cebaderos ovino

Análisis de abundancia EGM
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ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Cebaderos ovino

Análisis de abundancia EGM



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Cebaderos ovino

Análisis de abundancia EGM



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Cebaderos ovino

Análisis de abundancia genes de virulencia



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Cebaderos porcino

Análisis de co-ocurrencia heces

genes de virulencia



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Abundancia relativa



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Cebaderos porcino

−diversidad GRAs



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Cebaderos porcino

−diversidad GRAs

integradora A

integradora B

integradora C

integradora D

Heces

Purines



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Cebaderos porcino

 GRAs



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Cebaderos porcino

Boxplot GRAs



ANÁLISIS DEL METAGENOMA

Cebaderos ovino

−diversidad GRAs



32 cebaderos

150 grupo / heces

MinION 
device (ONT), 
v14 y R10.4.1 

flow cells

SECUENCIACIÓN GENOMA COMPLETO AISLADOS

Cebaderos porcino

Aislados con MIC
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32 cebaderos

SECUENCIACIÓN GENOMA COMPLETO AISLADOS

Cebaderos porcino

Aislados con MIC

150 grupo / heces

Colaboración con el Plan de Secuenciación Epidemiológica 

Integrada de Patógenos de Aragón (SEIPA).



CONCLUSIONES

Puesta a punto de un sistema portátil de secuenciación y
flujo bioinformático de análisis de última generación

Descenso importante de la cantidad de GRA de heces a
purines

A pesar de que tanto heces como estiércol contienen una
gran cantidad de bacterias portadoras de GRA y EGM, su
transmisión a la microbiota del suelo y al cultivo de avena
parece ser muy limitada.

No obstante, en este trabajo detectamos diferencias en
cuanto a la composición y número de EGM entre
microbiota de heces, lo cual podría afectar a la diferente
diseminación de los GRA.



Muchas gracias


