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Puesta a punto y optimizacion de un protocolo general de
analisis del metagenoma

Extraccion Secuenciacion masiva Analisis
de ADN de fragmentos largos  bioinformatico
con nanoporos

Purines Suelos
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Caracterizar la composicion y diversidad microbiana, asi como
detectar genes de resistencia a antibidticos, genes de virulencia y
elementos genéticos moviles, complementando con analisis
funcionales mediante COG y KEGG. g{." « Estudio de

4

composicion y

diversidad microbiana
¢ Identificacion de

genes de virulencia

e Deteccion de genes
de resistencia a
antibioéticos

¢ Analisis de elementos

genéticos moviles
(plasmidos, transposones,
integrones...)

e Anotacion funcional

COG mediante COG

.),O e Analisis de rutas
metabdlicas con

KEGG KEGG
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- ¢POR QUE ANALISIS METAGENOMICOS?

e <) No requiere cultivo > detecta bacterias no cultivables.

e & Aislamiento de diferentes matrices.

e @ Vision global = diversidad, abundancia, resistoma vy
funciones metabdlicas.

e & Elementos genéticos moviles = plasmidos, integrones,
resistomas.

e . Contexto ecolégico - posicion del aislado en el microbioma

(dominancia, asociaciones).
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Secuenciacion de nueva generacion

LECTURAS
LARGAS

VENTAJAS

e Secuenciacion de
moléculas sin PCR

e Resolucion de
regiones del genoma
complejas

LECTURAS
CORTAS

VENTAJAS

e Mayor calidad
y precision
e Mayor rendimiento
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Secuenciaciéon nanoporos

Secuenciacion de lecturas largas
Q e Z
iotencaa D
resistencia a

antibioticos
Gen de _
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Secuenciacion nanoporos

EXTRACCION MECANICA
D E AD,N G )
METAGENOMICO

Extraccién quimica 2> complejo
multienzimatico (MetaPolyzyme)

Mutanolysin « Achromopeptidase  Lyticase
* Chitinase  Lysostaphin ¢ Lysozyme

Heces ¢ Estiércol * Estiércol compostado
* Purines * Suelos * Microbiota endofita
v epifita de plantas de avena

DE MAYOR PESO MOLECULAR Extraccion mecanica > Power soil
de QIAGEN
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Secuenciaciéon nanoporos

Extraccion individual

EXTRACCION MECANICA -
DE ADN ,
METAGENOMICO

X

Mezcla muestras del mismo tipo en
concentraciones equimolares

O

Secuenciacion

/
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DE MAYOR PESO MOLECULAR
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Secuenciaciéon nanoporos

@ [° MICROBIOTA
O, . — o .
B 2O  EPIFITA
‘ ] vive en la superficie

de la planta (hojas,
tallos, raices)

AN
.c}@‘!
D
VJQV
MICROBIOTA
ENDOFITA

habita en el interior
de los tejidos vegetales

Li et al., 2023 (doi:10.1128/spectrum.04163-22)
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AGROALI MENTARIA DE ARAGO!

[ 162 metagenomas J

[ Cebaderos ovino ]

[ Granjas madres porcino_}

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

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

- 24 metagenomas plantas

[ Cebaderos porcino ]

- 32 metagenomas de heces.
- 32 metagenomas de purines

| | | L] || - TR
| [ B Il ] - ENEEEEE. 1 e y
[ ]| | [ = ] ]
mn ll | I |

] Shoot systeml
HEEEE Nl EEEEEEEETENE.

Sampling 1 Sampling2 Sampling 3 Root system
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e TAXONOMIA

clasificacion de los
microorganismos
en la muestra

* RESISTOMA

genes que confieren
resistencia a

MinlON device

(ONT),v14dy antibiéticos
R10.4.1 flow cells. e VIRULOMA
o de fact d
Rendimiento ilnci comg.
medio: toxinas o adhesinas
Quick-DNA™ HMW 4.52 Gb/muestra e MOBILOMA
— MagBead Kit 0 elementos genéticos
.z . . o moviles que se
Extraccion DNA individual @ transfieren entre
bacterias

Flujo estable de analisis

] COG
Taxonomia —
@/ — = Galaxy
:PI2M:  Plasmid Finder
g =
SqueezeMeta Pipeline ARMA * Virulence Finder

KEGG

e Mobile Element Finder
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[ ANALISIS DEL METAGENOMA
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Heces

l 7

75%
50%
25%

Heces
enfermos
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Aminocoumaring
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s
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Abundancia (CG/GB secuenciado)
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Dai, D., Brown, C., Eﬁlgmann, H. et al.
https:ffdoi.org/10.1186/s40168-021-01216-5
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‘ >~ Granjas porcino
% Abundancia GRAs

- 25 metagenomas de heces.
- 14 metagenomas de purines

Granja A

Cuarentena

Maternidad

@ Transicién @ Transicién

d Balsade purines Jd Balsade purines
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‘ __ & Granjas porcino
O G :
<~  Abundancia GRAs
'\\t:y//
Abundancia GRAs granja A Abundancia GRAs granja B
800
600
400
200
0
<3 <5 5 03 =5 2
o= o= = =9 =2 © 2 o = =8 o2 =9
50 &5 = S g S £ So &3 = S £ ps
% G O 0 ©& G S G s o2 oZ
@] = O =
Tipo GRA
B Aminocumarinas Bl Elfamicinas EEm Mupirocina W Estreptotricinas M u estra Cg G RA/G b
B Aminoglucésidos B Fluoroquinolonas Péptidos Emm Sulfonamidas —_—
B Beta-lactamicos E Fosfomicina Hm Polimixinas B Tetraciclinas
Cloranfenicol B Glucopéptidos B Rifampicina B Trimetoprim HeceS 770, 68 i 100, 67
EEm Bombas de expulsion / Eflujo m MLS

Purines 364,05 + 88,35
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Cebaderos ovino

Abundancia GRAs

] 3 meses ] 3 meses .
| | |
Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3

i = Metagenomas b

Tipo muestra GranjaA GranjaB  Total

Heces 3 2 5 Y

Heces animales enfermos 2 - 2 Lo

Estiércol 3 2 5

Estiércol madurado 2 2 4 "

XBuelo abonado 5 5 ( 7 B

Suelo sin abonar 4 4 E "

Microbiota epifita parte aérea avena 6 6 / . .

Microbiota enddfita parte aérea avena 6 6 }

Microbiota epifita raiz avena 6 6 v/

Microbiota enddfita raiz avena - 6 6 } ‘” "

Jotal . 10 39 458

- .

Cebadero A: Cebadero B:
+ Heces (n=3), * Heces (n=2),
+ Heces animales enfermos (n=2), i * Estiercol (n=2),

« Estiércol madurado (n=2),
* Suelo abonado (n=5),
« Suelo sin abonar (n=4).

Estiércol (n=3), B bk

Estiércol madurado (n=2).
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i!

Cebaderos ovino
Abundancia GRAs

VS

Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3
I 3 meses = 3 meses 1 mes
| | | NN
Suelo Suelo sin Suelo sin \fi’l/ Suelo sin
control abonar abonar abonar

0, 2.°,0  MICROBIOTA
‘f ©®  EPIFITA

;“ 9 O vive en la superficie ) )
Ay = \ Shoot system
AYOR
AY: ‘63.
“
N T \{0, f

MICROBIOTA Root system

ENDOFITA

@ ap habita en el interior
R de los tejidos vegetales
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Cebaderos ovino
Abundancia GRAs

Composicion de GRA por tipo de muestra

800
700
600
500
400
300
200
100
0
G‘a(\\
Tipo de GRA
I Aminocumarinas I Fluoroquinolonas M Polimixinas
mmm Aminoglucésidos E Fosfomicina B Rifampicina
BN Betalactamicos mm Glucopéptidos B Estreptotricinas
Cloranfenicol . MLS M Sulfonamidas
BN Bombas de expulsion / Eflujo  mmm Mupirocina m Tetraciclinas
Bl Elfamicinas Péptidos B Trimetoprim
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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

< g

sanaram
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Cebaderos ovino
Abundancia GRAs

JHeces:
48,93% Tetraciclinas
23,95% Bombas de eflujo
JEstiércol:
24,97% Bombas de eflujo
20,25% Elfamicina
20,17% Sulfonamida
dSuelos:
54,69% Elfamicina
30,47% Bombas de eflujo

< g

sanaram
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Cebaderos ovino

‘ Abundancia GRAs

250

200 l ® Trimetoprim
M Tetraciclinas
l B Sulfonamidas
i) W Estreptotricinas
U]
> 150 ‘ B Rifampicina
Y
< B Polimixinas
% B Péptidos
< -
[a) B Mupirocina
=2
= 100
m B MLS
< .
B Glucopéptidos
B Fosfomicina
B Fluoroquinolonas
50
B Elfamicinas
B Bombas de expulsion / Eflujo
B Cloranfenicol
0 [ - B o - e B B . ® Beta-lactdmicos
N N N N ) &) ) f i
o> o\} 07/ D7 ©7 O/ o>’ o\'} o} o\’} o’}' o’} o'} &3’ o’}' N o,? o\,:) o/ O/ o’:’ &7 02’ 0\3’ B Aminoglucésidos
& & RO N & & & & P D P N & & & & P D D & & &
S &K TS T & S FTFE S T & & FTFF &S B Aminocumarinas
2r R ol & ol & 2r & o & o @t o & o0 LB ar Lol o e el &
8 & \ & R XX . 8 & & & R XX . 8 & & & R XX .
FEFEEL é‘\ LS & ¥ &FF &L é‘\ LS K ¥ F&FF &L é‘\ &
(\b & (\b S K LTS >’ (\6 & (\6 (\6 & R o (\6 o (\6 (\6 X 4, @
< >7 Q A N2 2 YA (2 >/ < 2 N 3 7 ) >/ Q Q' Y S D7 W
AN A g <& X ;87 A A QR <& X ;W87 A A QR & & X
PRGN TR X NS PR CAEN N RS
S D AN 20 M GRR A2 M GRR @
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Cebaderos ovino
Abundancia GRAs

250
200 ® Trimetoprim
M Tetraciclinas
B Sulfonamidas
g I Estreptotricinas
> 150 B Rifampicina
Y
< B Polimixinas
% B Péptidos
o B Mupirocina
5 100
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o o Q Q Q [ o O o Q Q o O o O o Q o Q o O o B Aminocumarinas
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Cebaderos ovino
Abundancia GRAs

250

Muestra Cg_GRA/Gb

Epifita_raiz_abonado 205,29 + 28,67 e
Epifita_raiz_control 167,76 + 41,74
\ Epifita_veg abonado 5,4+4,19 s
§ Epifita_veg control 4,4 +5,17 :
\ Endofita_raiz_abonado 2,79 + 4,38 o

Endéfita_raiz_control 0,60 + 0,02 )

nolonas

Avena Endodfita_veg abonado 0,05 + 0,05 s

e expulsién / Eflujo

Endofita_veg_control 0,26 + 0,24 co

ABUNDANCIA (gc/Gb)

0 | - - N - ! J— - - || - Beta-lactamicos
N N N N N N N N Vv Vv Vv Vv v % Vv &) > > > > > &) &)
7 > E)o/ E)o/ t)o/ o7 60/ o\/ 7 > E)o/ E)o/ t)o/ o7 60'} o\/ 7 > E)o/ E)o/ t)o/ o7 60/ o\/ 0 ® \0&9 MICRQNOTA
S S SO S N S \ S S\ LN L. S R A\ A I S S S A N Y ©  EPIFITA
OQ 0Q OQ OQ OQ 00 OQ 0(\ OQ OQ 00 00 OQ 00 OQ 0(\ OQ OQ Oo Oo OQ 00 OQ O(\ ) © @ vieenla superficie
,50 ’bi’ ’50 ’50 ,SO 51 ’50 /b;’ ,50 @5’ ’50 ’50 ,SO 5‘ ’50 ’b? ,50 @5’ ’50 ’50 ,50 51 ’50 ,b;' de laplanta (hojas,
@7 é\‘& R R @ K 27 {'& @7 é\& L7 B R 3\& &7 ‘\'{& 27 cs)'\\‘& RIS &7 {\{& (‘/ tallos, raices)
& bog\ bog\ § K & K & bog bo(‘ § K & K & Q bo(‘ bo(‘ Q{* K & K 0p R
S & & AN ;S & &S et a4 T or N & AN 2 @ %)
[ >/ Q S A o 7 [ >/ Q e Qs o D7 W [ >/ Q) e A oD D7 N %‘ ﬁ%
>/ 07T A oA oD RN S I N CAS WD W T Q AR CASR W WD RN N @@
SHEF N R F P TS % F L X T F o 2@y
F LT % & & F LT & & FH LT & & Y
S % o N S % o N S % & N N 4
28 Q & 3 Q & X —
N N N MICROBIOTA
ENDOFITA

@eCPCap habita en el interior
00 R de los tejidos vegetales



Clta [ ANALISIS DEL METAGENOMA ] - 9

e TR tzaharam

AGROALI MENTARIA DE ARAGO!

o Cebaderos porcino
L 3 P

Analisis de redundancia

3mm 5
A
Inj_Phen
0.1 CA
0.0
3
© Cod Integradora
A A
A B
-0.1 A c
Ao
Oral_MLSP
AA
-0.2
-0.1 0.0 0.1

RDA1
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ANALISIS DEL METAGENOMA

Cebadero A

Heces

100 95,5

80
.| 95,8
40
20
0

Heces  Heces

I Errferrrllls

Muestreo 1

120

86,9

Heces
Enierm'l:-s

76,9

Heces

Abundancia EGM/Gb

93,4 |

Heces

L

Muestreo 2 Muestreo 3 M1

Cebaderos ovino

Analisis de abundancia EGM

Cebadero B

O

sanaram

Muestra EGM/Gb

Heces
Cebadero A 81,70+16,18
Heces
Cebadero B 4,86+0,43
Suelos
Cebadero B 0,31+0,43
4 A = abonado ™\
C = control
5,2 4,6 y 1 .
Heces  Heces | A C A A c A . . -
i =\ | | | |
M2 s\ Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3 /




Transposon
compuesto

Secuencias de
insercion (1S)

integrativo (ICE)

Elemento movilizable
integrativo (IME)

Elementos transponibles
de repeticion invertida
en miniatura

Transposones unitarios
Total

ANALISIS DEL METAGENOMA

O

Cebaderos ovino

Analisis de abundancia EGM

Cebadero A Cebadero B
Heces % Heces %
1207 26.54% 26 23.01%
2932 64.47% 75 66.37%
0 0.00% 0 0.00%
406 8.93% 12 10.62%
1 0.02% 0 0.00%
2 0.04% 0 0.00%
4548 100.00% 113 100.00%

] sanaram

-

\-

Cebadero Ay B similares en
composicion de EGM.

~N

J

-

-

1,5% de los de los GRA se
detectaron en plasmidos.

~N

J
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log2 Fold Change
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AAGROALIMENTARIA DE ARAGON

Cebaderos ovino

10 ® g_Unclassified Bradymonadales

g_Prevotellamassilia
®

5
(] g_Unclassified Alphaproteobacteria
g_Candidatus Amulumruptor
® s o g_Alistipes
L )7 ) ¥ N 07 “Q [ )
R e T I A R e
.,.g Corynebactenum
g’ Eolunsello g
g Horneﬂa

g_ GalacthacnlIus ®
g_Turicibaster g_Escherichia

-5 g_Parafannyhessea g_Unclassified Selenomonadaceae

3 4 5
log10(Base Mean)

1.5
3
o o)
Significance 210
1)
NA T
2
@ Not significant g
@ Significant Q
®©os5
0}
14
0.0

Analisis de abundancia EGM

g_Escherichia

O

# e

Q

Explotacion

<

] iranaram

Explotacion
==
==
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Cebaderos ovino

Analisis de abundancia genes de virulencia

Sin diferencias significativas a nivel composicional entre cebaderos ni entre tipo de muestra.
Abundancia diferencial de 23 genes codificantes para factores de virulencia entre hecesy
estiércol.

il

‘Orignal Count Log-trandfarmed Count
: « pilG, pilT: involucrados en formacion, ensamblaje o regulacion de pili
tipo IV.
:t. « fliN, fliM, flil: componentes del flagelo y su regulacion.
» IdeR: requlador de homeostasis del hierro.
entl®
) orignal Count ) . Lng-.tram.fnnned Ei_}ul'l‘t
o o & & 1 X
Muestra Mupeitra B
_ | g 1 I Py
fepC, fepG: cpmpnnentes del sistema de captacidn P ' o
de enterobactina. |
entS, entB: biosintesis y transporte de _ I g

enterobactina.

o
& Lo
Musstra Musstra



Red de co-ocurrencia de genes (cor > 0.6)

figD

flgG

b Y

% .‘;@

figH

ANALISIS DEL METAGENOMA

Cebaderos porcino

Analisis de co-ocurrencia heces
genes de virulencia

csgB

fliP \\** S —

flim

espX5

il

fliG
Correlation
0.7
- 0.8
— 0.9
— 1.0
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Abundancia relativa

Abundancia relativa promedio por Clase y Lugar

100%
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Aminocoumarins
B Aminogiycosices
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Ansamycins
W setsiactams
M isminopyrimidines
I Fuonquinciones
0 Fostomyen
Glycopeptide
ws
| e
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Nivoimidazoles

75%
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#

No antiviotic resistance

B nuceosice
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Tetracycline
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i 200 ns 40 iy o
3 1 20
? 30 1] Heces Suelo
120 1 i 1 Heces
’ 1 10 .~ enfermos
o 150 35 ] i Suelo
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i 0
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30 7 15 = madurado
f g 10
& ! 10 i Estiércol
5 2 s ° s » s »
£ £ £ 2 E E 2 5
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Caracteristica -30
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Colaboracion con el Plan de Secuenciacién Epidemiolégica
Integrada de Patégenos de Aragén (SEIPA).
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Puesta a punto de un sistema portatil de secuenciacion y
flujo bioinformatico de analisis de ultima generacion

Descenso importante de la cantidad de GRA de heces a
purines

A pesar de gue tanto heces como estiércol contienen una
gran cantidad de bacterias portadoras de GRA y EGM, su
transmision 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 composicion y numero de EGM entre
microbiota de heces, lo cual podria afectar a la diferente
diseminacion de los GRA.
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