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Las nuevas tecnologias de secuenciacion masiva de ADN (“high-throughput sequencing”, HTS) han
revolucionado por completo el campo de la genética bacteriana, ya que generan una gran cantidad de
informacién genémica a un coste y tiempo inferior comparado con técnicas de secuenciacion convencionales.
El uso de esta tecnologia permite caracterizar con gran resolucion las comunidades microbianas (microbiota)
y sus genes presentes a lo largo de la cadena alimentaria, lo que tiene grandes repercusiones, dada su
importancia en la produccion y seguridad alimentaria, asi como en la salud humana y animal. La principal
limitacion en el uso de HTS radica en el andlisis de la gran cantidad de datos que se generan, siendo
necesarios conocimientos avanzados de programacion y el uso de complejas herramientas bioinformaticas,
principalmente en linea de comandos en sistema operativo Linux y MacOs.

En esta Tesis Doctoral se han utilizado dos aproximaciones de HTS para el estudio de la microbiota o de los
genes que albergan determinadas bacterias diana en distintos puntos de la granja al humano: amplificacion y
secuenciacion de genes taxonémicos (“gene-targeted sequencing”) y aislamiento de bacterias de interés y
posterior secuenciacion del genoma completo (“whole genome sequencing”, WGS). El principal objetivo fue
la evaluacion de distintos software, bases de datos y aproximaciones bioinformaticas y su integracion en
pipelines, protocolos informaticos que permiten la paralelizacion y automatizacion de los procesos,
especificos para cada estudio, con el fin de establecer los mecanismos de analisis basicos para extraer la
informacidn bioldgica contenida en los archivos de HTS.

Mediante gene-targeted sequencing (usando como diana el gen 16S ARNTr) se caracterizd la microbiota a lo
largo del proceso de fabricacion del Chorizo de Ledn, encontrando diversos oligotipos de Lactobacillus
predominantes en los productos finales y estrechamente relacionados con el fabricante, pudiendo ser
responsables de las caracteristicas organolépticas Unicas de cada fabricante. También se estudio la relacion
existente entre la microbiota presente en las superficies de produccién y el alimento, en este caso en la
maduracion del queso austriaco “Vorarlberger Bergkase”. Ambos son productos sometidos a fermentacion, el
cual es uno de los procesos mas estudiados en la microbiologia alimentaria. Otro campo muy relevante en los
Gltimos afios es el estudio de la microbiota del tracto gastrointestinal (GIT), que esta influenciada por la dieta
y que tiene un papel vital en diversas funciones fisioldgicas, inmunolégicas y metabdlicas, contribuyendo de



manera significativa a la salud humana y animal. Se analizo el efecto de la suplementacion de la dieta con un
prebidtico sobre la fisionomia y la microbiota del GIT de ovejas y corderos lactantes, observando que la
suplementacién alimentaria aumentaba el peso de los corderos que lo consumian y que éste estaba
relacionado con una mayor abundancia relativa de bacterias del GIT como Bifidobacterium, Lactobacillus y
Veillonella, previamente identificadas como beneficiosas para el hospedador.

Por otro lado, se emple6 la aproximacion de WGS para el estudio de los genomas de bacterias diana aisladas
en distintos puntos de la cadena alimentaria, guardando especial interés en el andlisis de los genes que
codifican resistencia a antibidticos (“resistoma”). La resistencia a antibioticos es uno de los problemas mas
urgentes de salud publica, dado que las bacterias se estan volviendo refractarias al tratamiento con
antibidticos, y la cadena alimentaria se comporta como un factor critico de transmision de bacterias y genes
de resistencia a antibi6ticos. Investigamos los mecanismos de resistencia a colistina, uno de los antibi6ticos
considerados como “Ultima alternativa” contra bacterias multirresistentes, en Escherichia coli aislados de
heces de ternero, cerdo y pavo de granjas en Espafia. Los resultados permitieron descubrir nuevas variantes de
mecanismos de resistencia a colistina, asi como una alarmante coocurrencia de estos mecanismos con genes
de resistencia a otros antibiéticos. También se realizo el estudio genético de un Staphylococcus aureus aislado
en queso que mostro sensibilidad a oxacilina a pesar de portar el gen de resistencia mecA. Una mutacion en el
gen blaR1 (regulador de la expresién de mecA) fue identificado como el responsable de la sensibilidad del S.
aureus a la oxacilina y que lo habria hecho pasar erroneamente como inocuo en controles de seguridad, si
bien debiera haber sido identificado como aislado resistente.

Por Gltimo, y como resultado de la evaluacion exhaustiva de software para WGS, desarrollamos un pipeline
bioinforméatico, TORMES, que permite realizar un analisis de WGS completo (filtrado de las secuencias,
ensamblado, anotacion del genoma, busqueda de genes de resistencia a antibidticos y de virulencia,
pladsmidos, sub-tipado, mutaciones puntuales causantes de resistencia a antibiGticos y comparacion
pangendmica) de un conjunto de aislados bacterianos (sin importar el nimero, la especie o el origen)
partiendo directamente desde los datos sin tratar procedentes de la plataforma de secuenciaciéon. TORMES es
cadigo libre y requiere seguir unas instrucciones sencillas para su instalacion y su uso, lo que lo convierte en
una herramienta idonea para los usuarios sin conocimientos avanzados en bioinformatica. Una vez terminado
el analisis, TORMES resume los resultados de manera automatica en un archivo interactivo tipo web, que
puede abrirse en cualquier navegador, facilitando el andlisis, la comparacion y la transferencia de los
resultados.



