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2 RESUMEN

Las mejoras en el saneamiento en la industria alimentaria, junto con la mejora de las
condiciones de almacenamiento de los productos alimentarios, consiguieron reducir de manera
significativa la carga de las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA), asi como el
deterioro de éstos. Sin embargo, la globalizacion ha generado redes de distribucion mas
complejas y fragmentadas, que conllevan una mayor probabilidad de introduccion y

reemergencia de microorganismos alterantes y patdégenos en alimentos.

Tradicionalmente, los agentes microbiolégicos patégenos y alterantes en alimentos se han
identificado mediante métodos de aislamiento, y consecuente caracterizacion morfoldgica,
fisiolbégica y bioquimica. Estos métodos son tediosos y precisan varios dias para ser
completados, por lo que no responden a las nuevas necesidades de una industria alimentaria
global. Los nuevos desafios en el control de la inocuidad alimentaria requieren de métodos de
deteccion y caracterizacion precoz, no sélo para reducir la morbilidad y la mortalidad relativas
alas ETA, sino también para evitar pérdidas econdmicas tanto al productor como al distribuidor

de alimentos.

Por tanto, el principal objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido desarrollar y optimizar protocolos
de identificacion y caracterizacion de bacterias alterantes y patdégenos en alimentos, usando
tecnologias de ultima generacion (émicas). Especificamente, el trabajo se ha centrado en el
género Enterococcus debido a su naturaleza dual. Por un lado, Enterococcus spp. son patdégenos
oportunistas de humanos, por otro lado, son un importante componente del microbiota
intestinal, siendo también usados en la industria alimentaria para la elaboracion de productos

fermentados. Ademaés, se ha trabajado con un patdgeno emergente como Raoultella
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ornithinolytica. Para ello se desarrollaron metodologias analiticas sensibles y precisas, basadas

en la gendmica y en la protedmica.

En el caso de Enterococcus, las especies de mayor relevancia en alimentos fueron identificadas
mediante secuenciacion de primera generacion (secuenciacion de Sanger) empleando el gen
16S ARNr como diana. También se realizd un analisis del proteoma intracelular empleando
espectrometria de masas (MS) MALDI-TOF (desorcion/ionizacion laser asistida por matriz —
tiempo de vuelo). Ambas estrategias se combinaron en este estudio con el fin de evaluar sus
ventajas, limitaciones y complementariedad. MALDI-TOF MS permitio la identificacion rapida

y de bajo coste de las especies estudiadas.

El siguiente trabajo se centrd en la identificacion y caracterizacion de dos cepas de
Enterococcus faecium aisladas de carne envasada al vacio, productoras de péptidos
antimicrobianos de sintesis ribosomal (bacteriocinas), y descritas como potencialmente
probidticas. Para ello se secuencid el genoma completo mediante SNG, y el proteoma completo
mediante espectrometria de masas en tandem (MS/MS) con el sistema TimsTOF Pro
(espectrometria de iones atrapados - tiempo de vuelo). Estos métodos permitieron la
caracterizacion completa de las cepas bacterianas, siendo especialmente relevante su
caracterizacion, en menos de 24 h, mediante el analisis del proteoma. Ademas, el estudio del
proteoma ha demostrado un gran potencial para determinar y optimizar las propiedades

biotecnoldgicas de las bacterias acido-lacticas (BAL) en la industria alimentaria.

Finalmente, se identificd y caracterizd una cepa de R. ornithinolytica resistente a diversos
antibioticos mediante el uso de secuenciacion de tercera generacion. Los resultados obtenidos
permitieron obtener las secuencias completas del cromosoma y de diez plasmidos. Esta

caracterizacion reveld la presencia de nuevos mecanismos de resistencia antimicrobiana (RAM)

10
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en la especie; asi como la potencial produccion de histamina, una amina bidgena responsable
de la intoxicacion histaminica o escombriosis. La tecnologia de secuenciacion usada es portatil,

y permite el analisis de los resultados en tiempo real, acelerando asi la toma de decisiones.

11
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3 INTRODUCCION

3.1 INTRODUCCION A LA MICROBIOLOGIA DE LOS ALIMENTOS
La microbiologia de los alimentos se encarga del estudio de la composicion microbiana y de

los microorganismos que se encuentran en los alimentos. Por lo tanto, estudia el impacto
positivo y negativo que cada microorganismo ejerce sobre los alimentos, y sobre la salud de
aquellos que los consumen. La Microbiologia de los Alimentos, como disciplina, nacié a
mediados del siglo XIX tras los trabajos de Louis Pasteur, en los que refutd definitivamente la
“teoria de la generacion espontanea” y desarroll6 la “teoria germinal de las enfermedades
infecciosas”, demostrando que todo ser vivo procede de otro ser vivo anterior. Ademas, Pasteur
realizd descubrimientos en el deterioro y la preservacion de los alimentos, entre los cuales se
encuentra el tratamiento térmico para la eliminacién de microorganismos indeseables y que es
conocido como pasteurizacion. Afios después, Robert Koch formulé los llamados postulados
de Koch (R Koch, 1890), que representan la piedra angular de cualquier estudio sobre la
etiologia de una enfermedad y son una herramienta fundamental para poder establecer la
relacion causal entre un organismo especifico y una enfermedad. Siendo, sin duda, un punto de

inflexidn en el estudio de las ETA.

La relacién de los seres humanos y la microbiologia de los alimentos existe incluso antes de
que se conocieran la vida microscopica, observada por primera vez por Antonie van
Leeuwenhoek mediante el uso de un microscopio en 1676 (animalculos). Hay considerable
evidencia que sostiene que el consumo de alimentos fermentados, como la cerveza, el pan, el
vino, el kéfir, el yogur, o el queso, entre otros, se han usado con fines nutricionales y
terapéuticos desde el Neolitico (Ozen & Dinleyici, 2015). En dicha época, los seres humanos

dejaron de ser ndmadas para convertirse en sedentarios, pasando de cazadores-recolectores a

13
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agricultores y ganaderos. Estamos ante una transformacion radical de la forma de vida, en la
que aparece el excedente, la division social del trabajo y la propiedad privada. Pero también
ante un cambio radical en la dieta que produjo cambios genéticos en la especie humana,

permitiendo una mejor adaptacioén al entorno (Laland et al., 2010).

Mediante un proceso de aprendizaje de ensayo Y error, el ser humano aprendié durante miles
de afios a cultivar y a domesticar animales, pero también a aprovechar las propiedades
beneficiosas de los microorganismos para preservar, proteger, y mejorar los alimentos. La
produccion en masa de productos fermentados como pan y cerveza se remonta a los afios 3000
y 4000 a. C., ya sea en los hornos de pan egipcios o0 en las cervecerias persas. Ya en la Edad
Media, la produccion de alimentos fermentados como el pan, la cerveza o el queso era realizado
por artesanos y gremios organizados; cuyo aprendizaje ha pasado de generacion en generacion
hasta nuestros dias. Resulta dificil imaginar que la produccion y conservacion de alimentos
mediante procesos de fermentacion se haya producido sin conocer la existencia de los seres
vivos implicados, o sin conocer y entender los distintos procesos de fermentacion que fueron
descubiertos durante el siglo XI1X (Pasteur & Faulkner, 1879). Del mismo modo, otros métodos
de conservacién de los alimentos, como el secado, la salazon o el ahumado, ya se usaban hace
miles de afios, permitiendo el suministro uniforme de los alimentos a lo largo del afio (Joardder

& Masud, 2019).

La importancia de la alimentacion en la salud se conoce desde hace miles de afios. Asi,
Hipdcrates en el siglo 1V a. C. escribio: “Que la comida sea tu alimento y tu alimento, tu
medicina” en un claro reconocimiento a la alimentacion funcional. En el afio 76 a. C., el
historiador romano Plinio describid el uso de leches fermentadas en el tratamiento de las
gastroenteritis, siendo el primer registro escrito de su uso para la mejora de la salud (Bottazzi,

1983). Sin embargo, no es hasta principios del siglo XX cuando Elie Metchnikoff dio los

14
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primeros pasos en las investigaciones de los probioticos (Metchnikoff, 1907). Metchnikoff
observo que la longevidad de los habitantes de las aldeas rurales en Bulgaria estaba relacionada
con el consumo habitual de leche fermentada, y postulé que las bacterias intestinales generaban
una autointoxicacion que envenenaba nuestro organismo y que la acidificacion de este a través
de los bacilos acidos que contienen los yogures podria contribuir a mantener la salud y a

prolongar la vida.

El término probidtico fue acufiado por primera vez por Roy Fuller en 1989 (Fuller, 1989),
siendo su definicion refinada por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO) en el afio 2002 (WHO/FAO, 2002). Los probio6ticos, por tanto, son
“microorganismos vivos, que administrados en concentraciones adecuadas confieren un
beneficio para la salud del hospedador”. Los trabajos de Metchnikoff derivaron en el uso de las
bacterias acido-lacticas (BAL) y bifidobacterias en productos alimentarios para la promocién
de la salud intestinal y la prevencién de enfermedades. Asi, en 1935 Minoru Shirota desarrolld
la primera bebida probidtica comercial llamada Yakult, que contiene Lacticaseibacillus casei.
Desde entonces, el mercado de productos probioticos no ha parado de crecer alcanzando los
65.9 billones de ddlares americanos en 2022 (Markets & Markets, 2020). ElI empleo de
probidticos en la practica clinica también se introdujo a principios del siglo XX, incluso antes
del descubrimiento de los antibi6ticos por Alexander Fleming en 1928 (Fleming, 1944). Alfred
Nissle descubrid la actividad antagonista de la cepa Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) contra
bacterias patogenas en el tracto gastrointestinal. ECN fue aislada durante la Primera Guerra
Mundial de las heces de un soldado aleman que no habia desarrollado diarrea infecciosa,
convirtiéndose en una de las cepas bacterianas mas estudiadas y siendo comercializada hasta la

actualidad en preparaciones probioticas como Mutaflor® (Sonnenborn, 2016).
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Nissle estaba interesado en las propiedades antagonistas de ECN y no centrd sus investigaciones
en las sustancias bioquimicas responsables de las mismas. Por lo tanto, no fue hasta 1925
cuando los trabajos de André Gratia llevaron al descubrimiento de las bacteriocinas. Gratia
observo efectos antagonistas entre cepas de E. coli, los cuales eran producidos por la colicina
V. Pocos afios después, se aislo la bacteriocina nisina producida por Lactococcus lactis (Rogers
& Whittier, 1928), siendo purificada y comercializada como Nisaplin® en la década de 1950
(Mattick et al., 1947), y posteriormente aprobado su uso en alimentos en Estados Unidos en la
década de 1960. El empleo de la nisina se ha aprobado recientemente en la Unién Europea
como conservante en la elaboracion de quesos (EFSA, 2017). El término bacteriocina se
introdujo en 1953 (Jacob et al., 1953), definiéndose como “proteinas antibacterianas altamente
especificas, que son producidas por ciertas cepas bacterianas y activas contra otras cepas de la
misma especie”. El amensalismo debido a la presencia de bacterias probidticas, es causado por
la produccion de bacteriocinas, pero también a i) la produccién de otros compuestos inhibidores
como los &cidos, ii) la competicion por los nutrientes, iii) la inmunoestimulacién del hospedador
contra los patdgenos, y/o iv) la competicion por los sitios de unién (Patterson & Burkholder,

2003).

La habilidad para cultivar y aislar microorganismos fue crucial en el desarrollo de la
microbiologia. Para ello fue necesario la creacion de medios artificiales, siendo Pasteur el
primero en desarrollar un medio de cultivo liquido reproducible en 1860 (Collard & Collard,
1976). Sin embargo, los medios liquidos dificultaban el aislamiento de cultivos puros, por lo
que Koch, basandose en los métodos de Schroeter (Schroeter, 1872) reporto por primera vez el
uso de agar-agar en medios de cultivo solidos. Este avance permitio a Koch desarrollar sus
postulados, aislando por primera vez Bacillus anthracis, lo que supuso un punto de inflexion

en el control de las enfermedades infecciosas (Robert Koch, 1882). Otro descubrimiento
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importante fue el de las esporas de resistencia, descubiertas por Cohn en 1876, al investigar
porqué el tratamiento térmico a 100 °C no era suficiente para eliminar las bacterias, cuando
temperaturas mas bajas eran suficientes para eliminar otros seres vivos (Cohn, 1876). A partir
de este momento, empez6 el desarrollo de medios de cultivo selectivos y diferenciales,

permitiendo el aislamiento y caracterizacion de los microorganismos.

Los avances en microscopia, genética y bioquimica a mediados del siglo XX, significaron el
inicio de la microbiologia moderna. Uno de los principales avances se produjo cuando Oswald
Avery, con la colaboracion de Colin MacLeod y Maclyn McCarty, demostré que el principio
transformante de los experimentos de Frederick Griffith (Griffith, 1928) era el &cido
desoxirribonucleico (ADN) (Avery et al., 1944). Este descubrimiento fue la primera
demostracion cientifica de que el ADN era el transmisor de la informacion genética,
describiéndose en 1953 su estructura con los trabajos de Rosalind Franklin, James Watson y
Francis Crick (Crick & Watson, 1953; Franklin, 1953). Pocos afios después, Matthew Meselson
y Franklin Stahl usando E. coli describieron el método de replicacion del ADN (Meselson &

Stahl, 1958).

Las décadas de 1970 y 1980 fueron fundamentales en el desarrollo de nuevas técnicas de
biologia molecular, naciendo la tecnologia del ADN recombinante y la ingenieria genética.
Ademas, en la década de 1970, Pierre Janin invento el indice de perfil analitico, que permitio
identificar bacterias de relevancia clinica en funcion de diversas pruebas biogquimicas y que
actualmente es comercializado por la empresa bioMérieux (Smith et al., 1972). En 1981 Walt
Hill reportd la deteccion de E. coli enterotoxigénica (ETEC) mediante hibridacion con sondas
marcadas radioactivamente, resaltando, ademas, su potencial uso en alimentos (Hill, 1981). Dos
afios mas tarde, Kary Mullis concibio la idea de la reaccion en cadena de la polimerasa, la cual

se ha extendido a todos los &mbitos de la biologia molecular y ha permitido la deteccion,
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cuantificacion y caracterizacion de microorganismos de manera mas rapida, y con una alta

especificidad.

En 1965 Robert Holley, empleando una técnica similar a las que se usaban para secuenciar
proteinas, descifré la primera secuencia de una molécula de ADN (Holley et al., 1965). Un
trabajo de siete afios para descifrar 76 bases del ARNt-alanina de levadura. Poco tiempo
después, el grupo de Frederick Sanger desarroll6 un método de secuenciacion con
dideoxinucleotidos, que sirven como terminadores de la reaccion, y con el que consiguieron
secuenciar el genoma del bacteriéfago Phi-X174 (Sanger et al., 1977). La automatizacion de la
secuenciacion de Sanger (secuenciacion de primera generacion) se introdujo afios mas tarde,
completandose el primer genoma bacteriano (Haemophilus influenzae) en 1995 (Fleischmann

etal., 1995).

La secuenciacion de segunda generacién o secuenciacion de nueva generacion (SNG) se
introdujo en el afio 2005 por 454 Life Sciences. SNG es una secuenciacion masiva y paralela
capaz de generar millones de lecturas por carrera de secuenciacion, lo que contrasta con la
primera generacion, que puede producir s6lo 96 lecturas por carrera. SNG ha sufrido un proceso
de evolucion, cerrando 454 Life Sciences en 2013 e irrumpiendo tecnologias mas competitivas,
como las comercializadas por Illumina Technologies desde 2008, o la tecnologia lon Torrent
de Thermo Fisher Scientific, que salié al mercado en 2010. En los ultimos afios, ha emergido
la tercera generacion de secuenciadores que permiten la secuenciacion a tiempo real de una
Unica hebra de ADN, eliminando la necesidad de una amplificacion previa, necesaria en la
primera y segunda generacion de secuenciadores, y obteniendo tamafios de lectura mucho mas
grandes. Actualmente, existen en el mercado plataformas de tercera generacion de las
compafiias Pacific Biosciences desde el afio 2011, y Oxford Nanopore Technologies desde

2014,
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Los métodos tradicionales de identificacion y caracterizacion de microorganismos en alimentos
requieren de un cultivo previo, siendo actualmente los métodos estandar (Bhunia, 2014). Sin
embargo, aungue estos métodos no son complejos y su coste no es elevado, son métodos
laboriosos que requieren distintos pasos, y su sensibilidad sigue siendo limitada. Por tanto, se
precisa de dos o tres dias para la obtencion de resultados, siendo generalmente necesarias
pruebas adicionales como test bioquimicos, test moleculares, o el uso de la espectrometria de

masas para confirmar el patdgeno, o el microorganismo de interés (Ellis et al., 2018).

La tecnologia de secuenciacion ha mejorado drésticamente, disminuyendo los tiempos de
deteccion y caracterizacion de los microorganismos, asi como ha mejorado la consistencia de
los resultados. El avance es tal, que hoy en dia es posible la secuenciacion en tiempo real en un
teléfono inteligente (Raza & Qazi, 2019). El aumento de la accesibilidad, asi como la reduccion
de los costes de las plataformas de secuenciacion, hace que nos encontremos en un proceso de
transicion, pasando del uso de métodos tradicionales, a una era genémica y postgenémica en la
microbiologia de los alimentos. La Comision Europea por medio de la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) ha comenzado a trabajar en la implementacion de las
tecnologias de secuenciacion para la deteccion y control de potenciales riesgos microbioldgicos
con un enfoque multi-pais (EFSA, 2019, 2021). La ambicién de la Comision Europea sigue una
estrategia de “Una Salud” integrando los esfuerzos de distintas agencias. Asi, la EFSA, ha
creado recientemente un sistema de analisis genomico para patdgenos alimentarios, capaz de
interactuar con el sistema de tipado molecular del Centro Europeo para la Prevencion y el

Control de las Enfermedades (ECDC) (EFSA, 2022).

El avance continuo de las tecnologias de secuenciacion masiva ha permitido aumentar la
cobertura de secuenciacion de todo el genoma y desarrollar herramientas eficientes de analisis

de datos, a la vez que se ha reducido rapidamente el coste. Pero también, el incremento del
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numero de genomas en las bases de datos, duplicandose cada 18 meses el nimero de bases en
GenBank desde 1982 (Figura 1), ha supuesto un punto de inflexién para la protedmica. Este
aumento de los datos genémicos ha permitido extender las bases de datos de proteinas. Ademas,
la optimizacion de las técnicas de separacion de proteinas, y la introduccién de nuevos métodos
de ionizacion en espectrometrias de masas (MS), han sido clave para el estudio del proteoma

microbiano a gran escala.

Bases A

1,000,000,000,...
10,000,000,00...
100,000,000,000

1,000,000,000

10,000,000
0

1990 2000 2010 2020

Sequences B
10,000,000,000
100,000,000
1,000,000
10,000
0

1990 2000 2010 2020

B GenBank B was

Figura 1: Numero de bases (A) y secuencias (B) depositadas en la base de datos GenBank desde su
comienzo en 1982. El nimero de bases se duplica cada 18 meses. Los genomas empezaron a depositarse
en el afio 2002. Datos obtenidos de “https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/statistics”.
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3.2 MICROORGANISMOS PATOGENOS TRANSMITIDOS POR ALIMENTOS

Las ETA afectan generalmente al tracto gastrointestinal y son causadas por bacterias, virus,
parasitos o sustancias quimicas que penetran en el organismo a través del agua o los alimentos
contaminados. La contaminacion de los alimentos puede ocurrir en cualquier punto de la cadena
alimentaria, existiendo diversas fuentes de contaminacion en todas las etapas. Estamos
hablando de un fenémeno complejo en el que la contaminacion ambiental a través del agua, el

suelo o el aire juegan un papel importante.

La contaminacion en la industria alimentaria debe considerarse como un hecho accidental,
producto de la existencia de condiciones higiénicas inadecuadas durante los procesos de
produccion y preparacion (Figura 2). Por lo tanto, la industria alimentaria tiene que garantizar
que los riesgos microbioldgicos se eliminan o minimizan en la medida en que no puedan causar
dafo a la salud humana. Para ello, los riesgos microbiolégicos deben incluirse en los sistemas
preventivos de gestion de la inocuidad de los alimentos de aplicacion a toda la cadena
alimentaria, desde la produccion primaria a la distribucion minorista. Estos sistemas se aplican

a nivel global, y son los Analisis de Peligros y Puntos de Control Criticos (APPCC).

Matadero

Produccién primaria
Procesado
2 AN Or‘

Preparacién y consumo l
Distribucién

Ambito pablico

o) s

Figura 2: Representacion de la cadena alimentaria con los principales puntos donde se pueden producir
procesos de contaminacion.

En la actualidad se han descrito mas de 250 ETA (Linscott, 2011), representando los virus mas
del 50% de los casos, pero atribuyéndose la mayor parte de las hospitalizaciones y las muertes
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a los agentes bacterianos. El desarrollo de una ETA requiere que co-ocurran diversos factores
como i) la presencia del agente causante de la ETA,; ii) un vector alimentario; iii) que el agente
causante sea capaz de sobrevivir, replicarse, o producir toxinas, y iv) se produzca una ingesta

suficiente para causar la ETA.

La Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) ha publicado
el manual de las ETA, con los principales agentes causales (Tabla 1), asi como sus principales
caracteristicas, habitats, y principales sintomas y complicaciones de las enfermedades que
producen (FDA, 2017). Algunos de los microorganismos reportados solo producen cuadros
clinicos graves en pacientes con el sistema inmune comprometido, pacientes en edad pediatrica
0 pacientes en edades avanzadas. De manera importante, el reciente incremento de la resistencia
antimicrobiana (RAM), junto con el uso masivo de antimicrobianos en la medicina veterinaria,
ha puesto en alerta a las autoridades sanitarias debido al potencial de la cadena alimentaria para
su diseminacion (FSAI, 2015; HCWH, 2017). De hecho, muchas de las bacterias implicadas en
ETA forman parte de la lista de bacterias de la OMS para las que el desarrollo de nuevos

antibioticos es necesario de manera urgente (WHO, 2017).

La inocuidad y la calidad de los alimentos es un area que cobra cada vez mas importancia en
salud publica debido a la emergencia y reemergencia de las ETA a nivel global. Las mejoras en
el saneamiento en la industria alimentaria, asi como la mejora de las condiciones de
almacenamiento de los productos alimentarios, consiguieron reducir de manera significativa la
carga de las ETA. Sin embargo, la globalizacion ha generado redes de distribucién mas
complejas y fragmentadas, que conllevan una mayor probabilidad de introduccion o
reemergencia de nuevos patdgenos, asi como de nuevos hospedadores de las ETA (Keusch,

2013).
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Bacterias patégenas

Gram-negativas

Gram-positivas

Protozoos y gusanos parasitos

Virus

Toxinas Naturales

Otros

Aeromonas hydrophila y otras spp.

Bacillus cereus y otros Bacillus spp.

Anisakis simplex and related worms

Aichi virus

Aflatoxinas

Priones

Brucella spp.

Clostridium botulinum

Ascaris lumbricoides

Astroviruses

Alcaloides pirrolizidinicos

Campylobacter jejuni

Clostridium perfringens

Cryptosporidium parvum

Enteric adenoviruses

Ciguatoxinas

Citrobacter freundii

Enterococcus spp.

Cyclospora cayetanensis

Hepatitis Avirus

Escombrotoxina

Coxiella burnetii

Listeria monocytogenes

Diphyllobothrium spp.

Hepatitis E virus

Fitohemaglutinina

Cronobacter (Enterobacter sakazakii) spp.

Mycobacterium bovis

Entamoeba histolytica

Noroviruses

Gempilotoxinas

Cronobacter sakazakii

Staphylococcus aureus

Eustrongylides spp.

Parvoviruses

Grayanotoxinas

Enterobacter aerogenes

Streptococcus spp.

Giardia lamblia

Rotavirus

Peces venenosos

Enterobacter cloacae

Nanophyetus spp.

Sapoviruses

Tetrodotoxina

Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC)

Taenia spp.

Toxinas delas setas

Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC)

Toxoplasma gondii

Veneno amnésico de los mariscos

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC)

Trichinella spp.

Veneno azaspirdcidos delos mariscos

Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC)

Trichuris trichiura

Veneno diarreico de los mariscos

Francisella tularensis

Veneno neurotodxico de los mariscos

Klebsiella pneumoniae

Veneno paralizante de los mariscos

Plesiomonas shigelloides

Proteus spp.

Providencia spp.

Salmonella spp.

Serratia spp.

Shigella spp.

Vibrio cholerae Serogrupos no-O1 y no-0139

Vibrio cholerae Serogrupos 01y 0139

Vibrio parahaemolyticus

Vibrio vulnificus

Yersinia enterocolitica

Tabla 1: Principales agentes causales de ETA. Datos obtenidos del libro de la FDA: Foodborne Pathogenic Microorganisms and Natural Toxins. Second Edition.
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La morbilidad y la mortalidad de las ETA representa un riesgo de salud publica, pero también
un freno al desarrollo socioeconémico a nivel mundial (Havelaar et al., 2015). El principal reto
es como medimos la carga y la distribucién de las ETA, y asi favorecer decisiones y politicas
publicas desde la evidencia técnica-cientifica. Actualmente, los datos obtenidos de las ETA
s6lo representan una fraccion de las personas que enferman, ya que un gran nimero de ellas no
requiere de atencién médica, y por lo tanto, no son contabilizadas. En el afio 2015 la OMS
publico las primeras estimaciones de la carga de las ETA atribuidas a 31 patdgenos alimentarios
(WHO, 2015). Los resultados mostraron que cada afio, 1 de cada 10 personas enferma debido
al consumo de alimentos contaminados, lo que se traduce en 600 millones de enfermos, 420

000 muertes y la pérdida de 33 millones de afios de vida saludables.

3.2.1 Género Enterococcus

El género Enterococcus pertenece al grupo de las BAL (Figura 3); siendo cocos Gram positivos,
no formadores de esporas, catalasa negativos y anaerobios facultativos; que pueden presentarse
solos, en parejas 0 en cadenas cortas. La temperatura éptima de crecimiento es de 35-37 °C,
pudiendo crecer algunas especies a 42 o incluso 45 °C y 10 °C (Vos et al., 2011). Las especies
del género Enterococcus se clasificaron como Streptococcus grupo D de Lancefield hasta 1984,
cuando los analisis de ADN gendmicos revelaron que Enterococcus spp. estan mas relacionados
con Vagococcus, Tetragenococcus, y Carnobacterium que con Streptococcus (Schleifer &
Kilpper-Balz, 1984). A partir de dicho trabajo, Streptococcus se dividié en los géneros
Streptococcus, Lactococcus y Enterococcus. Actualmente, el género Enterococcus cuenta con
62 especies (Parte et al., 2020), siendo E. alishanensis y E. larvae las Gltimas en ser descritas

(Chung et al., 2022; Kim et al., 2022).
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grupo
Lactobacillus delbrueckii

Weissella
grupo

Leuconostoc Lactobacillus casei - Pediococcus

AN
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Streptococcus
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Staphylococcus

Aerococcus o
Listeria

Figura 3: Arbol filogenético sin raiz de las BAL, incluyendo géneros aerobios y anaerobios facultativos.
Nota: Las distancias evolutivas son aproximadas. Figura adaptada de Axelsson & others, 2004 (RightsLink®
5480660578035)

Los enterococos son microorganismos ubicuos que se encuentran en agua, suelos, alimentos, y
forman parte de la microbiota normal del hombre y otros animales, residiendo habitualmente
en el tracto gastrointestinal (Figura 4). Su presencia en alimentos es considerada producto de
una contaminacién secundaria, debida a la contaminacion fecal y/o ambiental, jugando un papel
importante en el deterioro de los alimentos (Giraffa, 2002). Igualmente, existen cepas de
enterococos que se utilizan de manera rutinaria como cultivos iniciadores o como probioticos
en muchos productos alimentarios (Graham et al., 2020; Krawczyk et al., 2021), siendo

especialmente importantes en productos carnicos y lacteos (Giraffa, 2002).
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Figura 4: Distribucion de las especies del género Enterococcus en la naturaleza. El dendrograma muestra las relaciones filogenéticas. Las fuentes de
aislamiento se indican para cada especie. Las cruces rojas en humanos representan las especies descritas en infecciones. Datos obtenidos de Lebreton et al.,
2014.
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Las bacterias del género Enterococcus se han considerado tradicionalmente patdgenos de bajo
riesgo. Sin embargo, en los Ultimos afios han adquirido gran importancia en el &mbito clinico
debido a su creciente asociacion con diversas infecciones en humanos y animales (El-Zamkan
& Mohamed, 2021; Hammerum, 2012; Oguttu et al., 2021; Roézanska et al., 2019; Santagati et
al., 2012). Especialmente preocupante es el incremento de los genes de virulencia y RAM en
Enterococcus spp., asi como su capacidad para adquirir y transferir estos genes (Chajecka-
Wierzchowska et al., 2017; Van Tyne & Gilmore, 2014). Estos hechos hacen que existan dudas
en el uso de cepas de Enterococcus en la industria alimentaria, no siendo “Generalmente
reconocidos como seguros” (GRAS) por la FDA (GRAS Notices (fda.gov)), ni obteniendo el
estatus de “Presuncion cualificada de seguridad” (QPS) de la EFSA. Paraddjicamente, el
incremento de la RAM también ha atraido el interés en los enterococos, debido a su capacidad

para producir bacteriocinas.

Las bacteriocinas son péptidos de origen ribosomal que actdan formando poros en la membrana
celular de las bacterias, causandoles la apoptosis. Por tanto, las bacteriocinas podrian usarse
como control sanitario en la industria alimentaria actuando contra bacterias alterantes y/o
patdgenos en alimentos (Almeida-Santos et al. 2021). Actualmente, las bacteriocinas se pueden
clasificar en tres grupos (Figura 5) (Alvarez-Sieiro et al., 2016): i) la Clase | que incluye
péptidos que sufren modificaciones postranscripcionales durante su biosintesis y su tamafio es
menor de 10 kDa; 1) la Clase Il formada por bacteriocinas no modificadas de menos de 10 kDa
y iii) la Clase Il constituida por bacteriocinas no modificadas mayores de 10 kDa (Alvarez-
Sieiro et al., 2016). Las bacteriocinas producidas por enterococos se denominan enterocinas,
siendo péptidos termoestables con un peso molecular entre los 20-60 aminoacidos, y siendo
estables a distintos valores de pH (Ben Braiek & Smaoui, 2019). La mayoria de las enterocinas

pertenecen a la Clase Il (Figura 5).
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Figura 5: Clasificacion de las bacteriocinas de BAL segun la reciente clasificacion de Alvarez-Sieiro et al.,
2016. En gris con asterisco se encuentran las clases identificadas in silico. En el recuadro rojo se ve donde
se encuentran los distintos tipos de bacteriocinas en la nueva clasificacion, siendo la mayoria de Clase II.

La evaluacion de los enterococos en el ambito alimentario sigue siendo un desafio,
principalmente por la falta de datos que determinen el tipo y la combinacion de factores de
virulencia necesarios para producir la enfermedad. En la actualidad, los métodos tradicionales
en microbiologia siguen siendo los méas extendidos para la vigilancia de Enterococcus spp. Sin
embargo, estos métodos requieren de varias pruebas fenotipicas y moleculares que pueden
tardar varios dias. En contraste, la disminucion de los costes y el aumento de la calidad de la
secuenciacion de alto rendimiento (HTS) haran factible el uso de la secuenciacion del genoma

completo (WGS) de manera rutinaria.

3.2.2 Patdgenos emergentes: Raoultella ornithinolytica

El género Raoultella se clasifico inicialmente como Klebsiella spp., pero en el afio 2001 el
género Klebsiella sufrié una reclasificacion basada en el analisis del gen 16S ARNr y el gen

rpoB, lo cual dio origen a tres especies del género Raoultella: R. terrigena, R. planticola y R.

28



INTRODUCCION

ornithinolytica (M Drancourt et al., 2001). En el afio 2014 se describi6é una nueva especie, R.
eléctrica (Kimura et al., 2014), por lo cual, el género estd compuesto actualmente por cuatro
especies (Parte et al., 2020). EI género Raoultella pertenece a la familia Enterobacteriaceae y
estd compuesto por bacilos gran-negativos, oxidasa negativos, anaerobios facultativos,
encapsulados e inmdviles (Castillo-Macias et al., 2018). Estudios filogenéticos recientes han
reportado que Raoultella y Klebsiella forman un grupo monofilético (Figura 6), por lo que
proponen que Raoultella vuelva a incluirse en género Klebsiella (Hudson et al., 2014; Ma et

al., 2021).

R. ornithinolytica es una bacteria que se encuentra normalmente en medios acuaticos y suelos,
pero también ha sido aislada en insectos, peces, garrapatas y termitas (M Drancourt et al., 2001).
Tradicionalmente, R. ornithinolytica no se ha considerado un patégeno humano, sin embargo,
existe un numero creciente de publicaciones que reflejan un incremento de las infecciones en
el ambito hospitalario (Bruder et al., 2016; Hajjar & Su, 2020). Este incremento se debe
principalmente a las dificultades para su correcta identificacion mediante métodos fenotipicos
tradicionales, los cuales identifican R. ornithinolytica como Klebsiella pneumonia o Klebsiella
oxytoca (Park et al., 2011). Es importante tener en cuenta que R. ornithinolytica, al igual que
otros miembros de la familia Enterobacteriaceae, ha incrementado sus mecanismos de RAM
en los tltimos afios, siendo especialmente preocupante la presencia de resistencias a antibioticos
de ultima linea como los carbapenémicos o la colistina (Charlene Renee Jackson, 2019; X.

Wang et al., 2019).

Los problemas en la identificacion de R. ornithinolytica también se han extendido al &mbito de
la higiene de los alimentos, donde R. ornithinolytica también produce aminas biégenas como

la putrescina o la histamina. Las aminas biégenas son compuestos nitrogenados que se localizan
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Figura 6: Arbol filogenético basado en la secuencia de aminoacidos de proteinas esenciales. El arbol
contiene especies representativas del género Klebsiella y Raoultella, usandose Shimwellia blattae DSM
4481T como grupo externo. Las especies de Raoultella se han resaltado en azul (R. terrigena), naranja (R.
electrica), verde (R. planticola), y amarillo (R. ornithinolytica). El arbol refleja como Raoultella y
Klebsiella forman un grupo monofilético. Datos obtenidos de Ma et al., 2021.
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en alimentos y bebidas fermentados por bacterias lacticas, que en altos niveles pueden tener
efectos negativos. Las mejoras en la identificacion de R. ornithinolytica han hecho que en los

Gltimos afios se haya incrementado el nimero de publicaciones relacionadas con intoxicaciones

por histamina en humanos, debidas al consumo de alimentos, principalmente pescados
escombridos (escombridos) (Lee et al., 2013; Maifreni et al., 2013; Oktariani et al., 2022; Sabry
et al., 2019). También es importante resaltar el aumento del nimero de estudios relacionados
con la presencia de R. ornithinolytica resistente a antibidticos en productos vegetales,
relacionados con el uso de aguas recuperadas en la agricultura (Luo et al., 2017; Manageiro et

al., 2020).

El papel de R. ornithinolytica como patégeno emergente, y su capacidad natural para producir
intoxicaciones debidas a la produccion de aminas bidgenas, hace necesaria la implementacion
de métodos universales que nos permitan obtener un perfil completo de los aislados. La
ubicuidad de R. ornithinolytica hace necesaria una vigilancia epidemiologica amplia, abarcando
sistemas acuaticos, productos alimentarios, y ambientes hospitalarios. De especial importancia
es la identificacion de cepas resistentes a antibiéticos de Gltima linea, no solo en ambientes
hospitalarios, sino también en productos alimentarios que se consumen frescos y sin ningun

procesamiento térmico.

3.3 DETECCION Y CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS EN ALIMENTOS

El control de la inocuidad y la calidad de los alimentos hace necesario controlar y minimizar
los riesgos microbioldgicos, utilizando para ello métodos sensibles y rapidos que permitan
identificar los microorganismos patogenos, o alterantes de los alimentos Figura 7. Asi, en la
Gltima década, el diagnostico molecular ha experimentado una importancia creciente,
desplazando a las metodologias clasicas, basadas en las propiedades morfologicas, fisioldgicas

y biogquimicas.
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Las técnicas moleculares, basadas en el uso de acidos nucleicos y proteinas, han demostrado
una alta eficiencia en la deteccién temprana de microorganismos a un bajo coste, sin embargo,
la informacién generada sigue siendo limitada dada la idiosincrasia del mercado alimentario
internacional. El brote epidémico de la infeccion por Escherichia coli 0104/H4 en 2011 en
Alemania (Burger, 2012), fue un claro ejemplo de la necesidad de nuevos enfoques en la
evaluacion y seguimiento de riesgos microbioldgicos, y un punto de inflexion para la
integracion de la genémica en la vigilancia epidemioldgica de patdgenos transmitidos por los

alimentos.

Métodos de identificacion y bacteriana
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Figura 7: Esquema de los métodos para la identificacion y caracterizacion de microorganismos. El empleo
de las tecnologias 6micas ha permitido aumentar el espectro de estudios en la microbiologia de los
alimentos.

En los Gltimos afios, se han mejorado las tecnologias de secuenciacion de acidos nucleicos,
optimizado las técnicas de separacion de proteinas, e introduciendo nuevos métodos de
ionizacion en MS. El desarrollo de estas tecnologias ha permitido el desarrollo de la foodémica,
que es una disciplina con un enfoque holistico, que abarca herramientas 6micas que incluyen la

genomica, transcriptomica, protedmica y metabolémica Figura 7. La alimentomica se definid
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en 2009 como "una disciplina que estudia los dominios de la alimentacion y la nutricion
mediante la aplicacion e integracion de tecnologias avanzadas (6micas) para mejorar el

bienestar, la salud y el conocimiento del consumidor" (Cifuentes, 2009).

Las tecnologias Omicas permiten generar una gran cantidad de datos, permitiendo la
identificacion y caracterizacién completa de los microorganismos en alimentos. Esto supera las
deficiencias de los métodos de subtipificacion molecular, mejorando la deteccion vy
caracterizacion de brotes de bacterias transmitidas por los alimentos. Las limitaciones actuales
en el &mbito de la alimentomica se centran en el desarrollo de herramientas bioinformaticas de
alto rendimiento, que faciliten la adopcidn e integracion de enfoques émicos en la inocuidad de
los alimentos. De igual importancia, es la necesidad de desarrollar y establecer las directrices

para su uso en la vigilancia epidemiologica de las ETA.

Existe una gran diversidad de métodos convencionales para la deteccion e identificacién de
microorganismos en alimentos. Sin embargo, en esta Tesis Doctoral nos centraremos en
técnicas y estrategias emergentes que ademas de la deteccién e identificacion, permitan la

caracterizacion de los microorganismos en alimentos.

3.3.1 Métodos gendmicos

Los métodos basados en el andlisis de los acidos nucleicos se han extendido en todos los
ambitos, y han permitido la deteccion, cuantificacion y caracterizacion de microorganismos de
manera mas rapida, y con una alta especificidad. El descubrimiento de la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) (Mullis & Faloona, 1987) y sus variantes, representaron un salto
cualitativo en la deteccion y cuantificacion de patdgenos en los laboratorios de microbiologia,
debido a su especificidad y sensibilidad (Umesha & Manukumar, 2018). Se ha producido, por
lo tanto, una incorporacién paulatina de las técnicas de diagnostico basadas en la PCR, aunque,

al igual que los métodos tradicionales, estos metodos moleculares presentan la desventaja de
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requerir de una sospecha etioldgica previa, hecho que la diferencia de las técnicas de

secuenciacién masiva.

La secuenciacion del ADN incluye un conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya
finalidad es conocer la secuencia exacta (orden) de los nucleétidos que lo conforman. Por lo
tanto, permite leer el cddigo genético, que contiene informacion imprescindible del desarrollo
y funcionamiento de los organismos biolégicos. De manera general, existen dos estrategias en
la aplicacion de la secuenciacion: i) las estrategias de secuenciacion dirigida a zonas
determinadas del genoma, lo cual permite la identificacion de microorganismos usando
regiones universalmente presentes como el gen 16S ARNr en bacterias; y ii) las estrategias no
dirigidas o metagendmicas que secuencian todo el ADN de una muestra o de un
microorganismo, lo que permite estudiar las caracteristicas asociadas como los mecanismos de

RAM o factores de virulencia.

En los dltimos 20 afios se han producido numerosos cambios en las tecnologias de
secuenciacion (Figura 8), siendo el mas importante el paso de la secuenciacion de un fragmento
de ADN (secuenciacion de primera generacion), a la secuenciacion masiva en paralelo que
permite generar millones de lecturas (secuenciacion de segunda generacién), y reducir
significativamente los costes de secuenciacion. Sin embargo, la secuenciacion de segunda
generacion requiere de una amplificacion previa, y es incapaz de secuenciar fragmentos de mas

de ~0.5 Kb. Carencias que han sido solventadas con la secuenciacion de tercera generacion.

La secuenciacion de Sanger se basa en la polimerizacion del ADN y el uso de
dideoxinucledtidos (ANTPs) que sirven como terminadores de la reaccion. EI método actual es
una modificacion de la PCR con dNTPs marcados con fluoroforos, y se resuelve mediante una

electroforesis capilar.
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Figura 8: Linea temporal de las diferentes generaciones de secuenciacion, resaltando las principales
tecnologias, y caracteristicas mas importantes.

3.3.1.1 Identificacion bacteriana mediante secuenciacion de Sanger

La secuenciacion de Sanger se basa en la polimerizacion del ADNy el uso de dNTPs que sirven
como terminadores de la reaccion. EI método actual es una modificacion de la PCR con dNTPs
marcados con fluoréforos, y se resuelve mediante una electroforesis capilar (Shendure et al.,
2017). La automatizacion de la secuenciacion Sanger supuso una revolucion en el campo de la
genética humana, actuando como catalizador de proyectos tan ambiciosos para la época como
el Proyecto Genoma Humano (Collins et al., 2003). A pesar de la irrupcién de las nuevas
generaciones de secuenciacion, la secuenciacion Sanger continta siendo utilizada para la
identificacién taxondmica de aislados microbiol6gicos mediante la secuenciacion del gen 16S

rRNA.
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3.3.1.2 Identificacion y caracterizacion bacteriana mediante secuenciacion llumina

La secuenciacion de segunda generacion, como la secuenciacion lllumina, permite llevar a cabo
de manera simultanea millones de reacciones de secuenciacidn en paralelo a un precio asequible
y en un tiempo relativamente corto (Shendure et al., 2017). A diferencia de la secuenciacion
Sanger, Illumina permite la secuenciacion de millones de fragmentos muy cortos que pueden
asignarse a cada una de las muestras que se analizan simultdneamente, mediante la preparacién
de unas librerias etiquetadas (multiplexado) que se inmovilizan sobre una matriz bidimensional.
A continuacion, se produce una amplificacion in vitro de los fragmentos mediante una
amplificacion puente. Finalmente, se produce la secuenciacion por sintesis, en donde se
incorporan de manera secuencial y reversible nucle6tidos marcados con fluoréforos distintos,
cuya sefial es captada y traducida a nucledtidos. La principal limitacién de la secuenciacion de
segunda generacion es que es incapaz de generar secuencias de gran tamafio, por lo cual no
siempre es posible resolver el genoma completo de un microorganismo, especialmente cuando

contienen un nimero elevado de secuencias repetitivas (Treangen & Salzberg, 2012).

3.3.1.3 ldentificacion y caracterizacion bacteriana mediante Tecnologia Oxford
Nanopore (ONT)

En los ultimos afios ha irrumpido la secuenciacion de tercera generacion, que permite generar
secuencias de gran tamafio. En este caso, no se requiere la fragmentacion ni la amplificacion de
molécula de ADN antes de la secuenciacion. Ademas, ONT es una tecnologia de secuenciacion
completamente diferente a las anteriores, ya que la determinacion de la secuencia se basa en la
medicion de los cambios de corriente eléctrica entre las dos caras de la membrana en la que se
encuentra inmovilizado un poro (Loman & Watson, 2015). La mayor ventaja de esta tecnologia
radica en su miniaturizacion y en la produccién de datos en tiempo real. La principal limitacion

es que produce secuencias con valores de calidad inferiores a los de otras plataformas, pero esto
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puede ser solventado mediante su combinacion con datos procedentes de secuenciacion de

segunda generacion.

3.3.2 Métodos protedémicos

Los métodos clasicos de identificacion de especies bacterianas basados en proteinas, tanto en
el area de la medicina como en la microbiologia de los alimentos, se han basado en técnicas
inmunoldgicas. El fundamento general de esta técnica es el reconocimiento de la union
antigeno-anticuerpo, existiendo una amplia gama de métodos, pero siendo el ensayo por

inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), la técnica mas extendida.

Los ensayos ELISA conjugan un anticuerpo especifico con una enzima que, en presencia del
sustrato adecuado, genera color, lo que permite detectar y cuantificar el antigeno. Existen
diversos kits comerciales como el de Bioline para la deteccién de Salmonella spp. en alimentos
(Bolton et al., 2000); o los kits Solus de PerkinElmer para la deteccion de Listeria spp. (Tonner
et al., 2019), Salmonella spp. (Higgins et al., 2019) y E. coli 0157 (Burger, 2012). También se
ha desarrollado el ensayo de fluorescencia ligado a enzimas (ELFA), el cual es similar a ELISA,
pero la deteccion se realiza por fluorescencia, lo cual la hace méas sensible. ELISA y ELFA han
sido automatizados en plataformas de alto rendimiento como el sistema VIDAS®

(BioMerieux).

En los ultimos afos, se ha iniciado el desarrollo de la protedmica que se encarga de estudiar la
composicion, estructura y funcién de las proteinas, asi como las relaciones entre las proteinas.
El conjunto de las proteinas presentes en una célula, que estan codificadas en el genoma, es lo
que se conoce como proteoma. Estos estudios se realizan mediante MS, que se basa en la
obtencidn de iones a partir de moléculas organicas en fase gaseosa, los cuales son separados en
funcion de su relacion masa/carga (m/z), y finalmente son detectados por un dispositivo

adecuado. El descubrimiento de las técnicas de ionizacion suaves como el electrospray (ESI)
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(‘YYamashita & Fenn, 1984) y la desorcion/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI) (Karas
et al., 1987) permitieron el estudio mediante MS de moléculas que, como las proteinas y los
péptidos, resultaban imposibles de ionizar o volatilizar sin ser destruidas o deterioradas debido
a su tamafio y polaridad. A continuacion, se exponen con mas detalle las técnicas de MS

utilizados en esta Tesis Doctoral.

3.3.2.1 Identificacion bacteriana mediante MALDI-TOF MS

La técnica MALDI-TOF MS es un método simple, rapido, y de bajo coste para la identificacion
bacteriana en comparacion con las técnicas tradicionales (Quintela-Baluja et al., 2014; Seng et
al., 2009). Los extractos proteicos, 0 una pequefia cantidad de biomasa bacteriana, se mezclan
con una matriz en solucién, dejando que se evaporen los solventes en los pocillos de una placa
de acero, lo cual produce una cristalizacion de la matriz juntamente con las moléculas de la

muestra (Figura 9, paso 1).

La funcion de la matriz es proteger la muestra, ya que absorbe la energia aplicada con un laser
de nitrégeno (radiacion UV de 337 mm). Asi, el calor producido da lugar a la vaporizacion y
formacion de iones de la matriz que transfieren la energia por colision a las moléculas de la
muestra, produciéndose una nube densa de iones de la matriz y la muestra (Figura 9, paso 2).
A continuacion, se aceleran los iones aplicando un campo eléctrico, y se separan en funcién de
su relacion m/z en un analizador TOF, donde los iones mas pequefios y con mayor carga llegan
antes al detector que los iones con menor carga y mayor masa (Figura 9, paso 3) (Van Baar,
2000). El resultado es un patron de masas Unico para cada cepa bacteriana (perfil espectral)
(Figura 9, paso 4), que debe ser comparado con una base de datos de perfiles espectrales

conocidos, para la identificacion del perfil con mayor similitud (Figura 9, paso 5).
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Figura 9: Proceso de identificacion bacteriana mediante MALDI-TOF MS. Se requieren de cuatro pasos: (1)

cristalizacion de la muestra con la matriz, (2) desorcion-ionizacion laser, (3) separacion de las proteinas

por tiempo de vuelo y deteccion, (4) produccion de un perfil espectral, (5) comparacién con una base de
datos.

3.3.2.2 Identificacion y caracterizacion bacteriana mediante TimsTOF

La técnica MALDI-TOF MS se ha convertido en un método de referencia para la identificacién
de microorganismos en los laboratorios de diagndstico clinico e inocuidad de los alimentos
(Quintela-Baluja et al., 2013; Senthil et al., 2021). Sin embargo, MALDI-TOF MS presenta
limitaciones a la hora de proporcionar informacion adicional de los aislados, como el perfil de
RAM o virulencia, asi como para identificar caracteristicas fenotipicas de interés en la industria
alimentaria. Por lo tanto, en los Gltimos afios ha aumentado el interés en métodos que permitan
la caracterizacion completa de las cepas bacterianas, 1o que ha llevado al desarrollo de la
protedbmica shotgun, que permite la secuenciacion de todas las proteinas expresadas por un

organismo (proteoma) (Cheng et al., 2016).

Los sistemas ESI-MS/MS acoplados a cromatografia liquida (LC-ESI-MS/MS), son los mas
adecuados para el andlisis de proteomas. En primer lugar, se extraen las proteinas de cepas
bacterianas puras (proteoma) o directamente de la muestra (meta-proteoma). A continuacion,

se utiliza una enzima que digiere las proteinas, habitualmente la tripsina, para trocear las

39



MARCOS QUINTELA-BALUJA

proteinas en trozos pequefios denominados péptidos. Los péptidos se separan mediante
cromatografia liquida acoplada a la ionizacion por electrospray. A medida que los péptidos
eluyen de la columna, se van ionizando y pasan al espectrdmetro de masas. Alli, los iones de
los péptidos se van separando en una trampa ionica (IT) y detectando en funcion de su relacion
m/z. Los péptidos quedan atrapados en una cadmara en la que se produce una segunda
fragmentacion mediante procesos de colision inducida. Posteriormente, los iones fragmento son
analizados en un segundo analizador, dando lugar a espectros de fragmentacién que contienen
la informacién que permite identificar y cuantificar los péptidos. Finalmente, los datos
obtenidos se analizan mediante herramientas informaticas que permite identificar y cuantificar

las proteinas de la muestra.

Recientemente, se ha producido una transicién de una proteémica de tres dimensiones (LC-
ESI-MS/MS) a una protedmica de cuatro dimensiones (Figura 10). En la protedmica de tres
dimensiones, el tiempo de retencion en la LC es la primera dimension, la segunda es la masa
medida (m/z), y la tercera dimension es la espectrometria de masas en tandem (MS/MS).
timsTOF Pro (espectrometria de iones atrapados - tiempo de vuelo) afiade una cuarta
dimensidn, la separacion de iones en fase gaseosa atendiendo a la seccion transversal de colision
de iones (CCS). La cuarta dimension permite resolver muestras complejas, ya que permite la
identificacion de los péptidos con igual m/z que co-eluyen de la LC. Ademas, el sistema
timsTOF Pro incluye la tecnologia de acumulacion paralela y fragmentacion en serie (PASEF),
que permite almacenar varios iones precursores en paralelo que luego pueden fragmentarse en
serie, aumentando significativamente la velocidad de secuenciacion. La proteémica en cuatro
dimensiones permite por primera vez una protedmica ultrasensible y una cuantificacion relativa

de proteinas con un alto rendimiento, con un nivel de robustez sin precedentes.
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Figura 10: Diagrama de la nueva generacion de proteomica en cuatro dimensiones.
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4 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1 HIPOTESIS

La globalizacion ha generado redes de distribucion méas complejas y fragmentadas, que
conllevan una mayor probabilidad de introduccion y reemergencia de microorganismos
alterantes y patdgenos en alimentos. Sin embargo, los métodos tradicionales de control
microbioldgico en alimentos son tediosos y precisan varios dias para ser completados, por lo
que no responden a las nuevas necesidades de una industria alimentaria global. La deteccion y
caracterizacion precoz de microorganismos en alimentos es un desafio, que reducira la
morbimortalidad relativa a las ETA y evitara pérdidas econémicas tanto al productor como al

distribuidor de alimentos.

Esta tesis doctoral profundizara en el uso de tecnologias émicas como la gendémica y la
protedmica para la identificacion y caracterizacion de los microorganismos en alimentos.
Ademas, aporta aspectos novedosos relacionados con la utilizacion de nuevas técnicas de
diagnostico como la secuenciacién del genoma bacteriano con dispositivos portatiles, o el
empleo del espectrometro de masas de nueva generacion TimsTOF MS (protedmica en cuatro
dimensiones) para el estudio del proteoma de microorganismos en alimentos. En esta tesis se
ha integrado el analisis de las distintas 6micas, obteniéndose resultados robustos en menos de

24 h.
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4.2 OBJETIVOS

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, los objetivos de esta Tesis Doctoral son:

4.2.1 Objetivo general

Esta tesis tiene como objetivo central el desarrollo y optimizacién de tecnologias 6micas,

especificamente la gendmica y la protedmica, para la identificacion y caracterizacion rapida de

microorganismos patogenos y alterantes en alimentos.
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4.2.2 Objetivos especificos

Identificar las principales especies de Enterococcus aisladas de alimentos. Para
ello se recurrira a la secuenciacion de primera generacion del gen 16S ARNT,
procediendo asimismo a la definicion de biomarcadores proteicos para su
identificacion rapida mediante MALDI-TOF MS.

Identificar y caracterizar especificamente Enterococcus faecium potencialmente
probidticos. Dicho objetivo se abordard mediante la SNG del genoma completo.
Desarrollar un método para la caracterizacion rapida de Enterococcus faecium
potencialmente probioticos. Para ello se recurrira a la espectrometria de masas de
ultima generacion TimsTOF MS.

Identificar y caracterizar de manera rapida el patdgeno emergente R.
ornithinolytica. Dicho objetivo se abordara mediante la secuenciacién del genoma

completo con tecnologias de segunda y tercera generacion.
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Estos objetivos se han abordado en las cuatro publicaciones que constituyen esta Tesis

Doctoral:

Articulo 1: “Quintela-Baluja, M., Bohme, K., Fernandez-No, 1. C., Morandi, S.,
Alnakip, M. E., Caamano-Antelo, S., ... & Calo-Mata, P. (2013). Characterization of
different food-isolated Enterococcus strains by MALDI-TOF mass fingerprinting.

Electrophoresis,  34(15), 2240-2250. https://doi.org/10.1002/elps.201200699”.

OBJETIVO 1.

Articulo 2: “Quintela-Baluja, M., Jobling, K., Graham, D. W., Alnakip, M., Bohme,
K., Barros-Velazquez, J., & Calo-Mata, P. (2022). Draft Genome Sequences of Two
Bacteriocin-Producing Enterococcus faecium Strains Isolated from Nonfermented
Animal Foods in Spain. Microbiology Resource Announcements, e00866-22.

https://doi.org/10.1128/mra.00866-22”. OBJETIVO 2.

Articulo 3: “Quintela-Baluja, M., Jobling, K., Graham, D. W., Tabraiz, S., Shamurad,
B., Alnakip, M., ... & Calo-Mata, P. (2022). Rapid Proteomic Characterization of
Bacteriocin-Producing Enterococcus faecium Strains from Foodstuffs. International

Journal of Molecular Sciences, 23(22), 13830. https://doi.org/10.3390/ijms232213830”.

OBJETIVO 3.

Articulo 4: “Quintela-Baluja, M., Jobling, K., Graham, D. W., Alnakip, M., B6hme,
K., Barros-Velazquez, J., & Calo-Mata, P. (2022). Near-Complete Genome Sequence
of Raoultella ornithinolytica Strain MQB-Silv-108 Carrying Uncommon ESBLSs Like
blaBEL  Gene.  Microbiology = Resource ~ Announcements,  €.01012-22.

https://doi.org/10.1128/mra.01012-22”. OBJETIVO 4.
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5 HERRAMIENTAS METODOLOGICAS

Esta Tesis Doctoral se centra en desarrollar y optimizar protocolos de identificacion y
caracterizacion de bacterias alterantes y patdgenos en alimentos usando tecnologias émicas. En
este apartado se resumen los principales materiales y herramientas metodoldgicas empleadas
en lamisma, y en el capitulo referente a cada uno de los trabajos publicados se describiran mas

en detalle los métodos analiticos utilizados en cada uno de ellos.

5.1 MATERIALES
5.1.1 Materiales de laboratorio

Los reactivos, solventes y demas equipamiento de laboratorio empleado es el propio de un
laboratorio de Microbiologia Molecular. Los principales materiales e instrumentacion usados
en el aislamiento y recuperacion de las cepas bacterianas, y en la preparacion de las muestras,

fue:

5.1.1.1 Medios de cultivo

- Caldo de infusion de cerebro y corazon (BHI) (BD, Le Pont de Claix, Francia).

- Agar de recuento en placa (PCA) (Oxoid, Hampshire, Reino Unido).

- Caldo De Man, Rogosa y Sharpe (MRS) (Oxoid, Hampshire, Reino Unido).

- chromID™ betalactamasas de espectro extendido (ESBL) (BioMérieux, Marcy-
1’Etoile, Francia).

- Agar Luria Bertani (LB) (Pro-Lab Diagnostics, Cheshire, Reino Unido).

5.1.1.2 Kits de extraccion de ADN
- DNeasy Tissue minikit (Qiagen, Valencia, Espafia).
- QlAamp DNA minikit (Qiagen, Hilden, Alemania).
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5.1.1.3 Kits de secuenciacién de ADN

- Secuenciacion de Sanger: BigDye terminator v3.1 cycle sequencing kit (Applied
Biosystems, Foster City, Estados Unidos).

- Secuenciacion Illumina: Nextera XT library prep kit (Illumina, San Diego, Estados
Unidos).

- Secuenciacion ONT: SQK-LSK108 kit (ONT, Oxford, Reino Unido).

5.1.1.4 Reactivos para la extraccion de proteinas
- Acetonitrilo (ACN) (Merck, Darmstadt, Alemania).
- Acido trifluoroacético (TFA) (Acros organics, NJ, Estados Unidos).
- Phenol (Sigma Aldrich, Poole, Reino Unido)

5.1.2 Instrumentos analiticos
5.1.2.1 Secuenciacion de ADN

o Secuenciacion de Sanger: plataforma ABI 3730XL (Applied Biosystems,
Foster City, Estados Unidos).

o Secuenciacion Illumina: plataforma HiSeq 2500 (Illumina, San Diego, Estados
Unidos).

o Secuenciacion ONT: Plataforma MinlON (ONT, Oxford, Reino Unido).
5.1.2.2 Espectrometria de masas

o MALDI-TOF MS: Plataforma VVoyager-DE MALDI-TOF (Applied

Biosystems, Foster City, Estados Unidos).

o TimsTOF: Plataforma timsTOF Pro (Bruker, Bremen, Alemania)

5.1.3 Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas utilizadas en esta Tesis Doctoral representan las especies E. faecium, E.
faecalis, Enterococcus gilvus, Enterococcus mundtii, Enterococcus sanguinicola,
Enterococcus malodoratus, Enterococcus gallinarum, Enterococcus casseliflavus,
Enterococcus durans, Enterococcus hirae, Leuconostoc pseudomesenteroides, Leuconostoc

mesenteroides, Lactococcus garvieae, Carnobacterium divergens, Carnobacterium
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maltaromaticum, Vagococcus salmoninarum, y R. ornithinolytica. En la Tabla 2 se recogen

las distintas cepas, junto a las principales metodologias empleadas para su identificacion y/o

caracterizacion.
Codig+AL:H250 Especie Origen | MALDI-TOF Ms | timsTOF pro | CUenciacion | secuenciacion| Secuenciacion
Sanger Illumina ONT
LHICA_28.4 E. faecium Carne
LHICA_34.5 E. faecium Carne
LHICA_34.6 E. faecium Carne
LHICA_35.1 E. faecium Carne
LHICA_40.4 E. faecium Carne
CECT_410 E. faecium Carne
ISPA_FRP2 E. faecium Lacteo
ISPA_GO7 E. faecium Lacteo
ISPA_GO10 E. faecium Lacteo
ISPA_ID114 E. faecium Lacteo
CECT_4102 E. faecium Salchicha
CECT_4932 E. faecium Lacteo
LHICA_28.4 E. faecium Carne
LHICA_40.4 E. faecium Carne
LHICA_4.1 E. faecalis Carne
LHICA_11 E. faecalis Carne
LHICA_21.6 E. faecalis Carne
LHICA_37.6 E. faecalis Carne
LHICA_53.1 E. faecalis Carne
ISPA_10 E. faecalis Lacteo
ISPA_88 E. faecalis Lacteo
ISPA_89 E. faecalis Lacteo
ISPA_1D119 E. faecalis Lacteo
ISPA_148 E. faecalis Lacteo
ISPA_Mora_13 E. faecalis Lacteo
CECT_4039 E. faecalis Lacteo
CECT_407 E. faecalis Lacteo
LMG_21841 E. gilvus Clinico
LMG_13600 E. gilvus Clinico
CECT_972 E. mundtii Suelo
LHICA_RL35 E. mundtii Lacteo
LHICA_5 E. sanguinicola Lacteo
LHICA_8 E. sanguinicola Lacteo
LMG_12905 E. malodoratus Lacteo
CECT_970 E.gallinarum Carne
CECT_969 E. casseliflavus Vegetales
CECT_411 E. durans Lacteo
CECT_279 E. hirae Unknown
LMG_11482 | L. pseudomesenteroides Unknown
LMG_6908 L. mesenteroides Unknown
CECT_4531 Lc garvieae Unknown
LHICA_ 32 Lc garvieae Unknown
CECT_4016 Cb. divergens Unknown
CECT_4020 Cb. maltaromaticum Unknown
CECT_5810 V. salmoninarum Unknown
CECT_5811 V. salmoninarum Unknown
MQB_Silv_108 R. ornithinolytica Efluente EDAR

Tabla 2: Cepas bacterianas usadas en este estudio, su fuente, y principales metodologias empleadas
para su identificacion y caracterizacion.
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5.2 METODOS

La metodologia aplicada en los trabajos incluidos en esta Tesis Doctoral consta, basicamente,

de los elementos comunes mencionados a continuacion.

5.2.1 Recuperacion y propagacion de las cepas bacterianas

Las cepas bacterianas fueron recuperadas en distintos medios de cultivo y condiciones,
atendiendo a sus requerimientos nutricionales y microambientales. A continuacion, se
propagaron para la obtencion de biomasa suficiente para la extraccion de proteinas y/o &cidos
nucleicos utilizando los protocolos escritos en los distintos articulos que componen esta Tesis

Doctoral.

5.2.2 Analisis instrumental

El analisis de las cepas bacterianas se llevo a cabo mediante técnicas genémicas y protedémicas.
En el caso de la secuenciacion del ADN, se realizo una secuenciacion dirigida para la obtencion
de la secuencia del gen 16S rRNA que permitio identificar las cepas bacterianas. Ademas, se
usaron tecnologias de segunda y tercera generacion de secuenciacion para la caracterizacion de
tres cepas bacterianas. Por otra parte, para el estudio del proteoma se utilizo MALDI-TOF MS
para la identificacion de las cepas bacterianas, siendo caracterizadas dos cepas mediante

protedmica de cuatro dimensiones (timsTOF Pro).

5.2.3 Andlisis bioinformatico

Los analisis gendmicos y protedmicos se realizaron mediante el uso de software y bases de
datos abiertas. Los principales lenguajes de programacion empleados fueron Python y Java,
usando R para la comparacion de los datos gendmicos y protedmicos. Los resultados obtenidos
fueron depositados en bases de datos abiertas como SpectraBank (Bohme et al., 2012) y PRIDE
(Reisinger et al., 2015), en el caso del proteoma; y el Centro Nacional de Informacion

Biotecnoldgica (NCBI) de Estados Unidos, en el caso de los genomas (Kitts et al., 2016).
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7 DISCUSION

En el mundo globalizado en el que vivimos, no sélo las personas, sino también los alimentos,
viajan mas rapido y mas lejos. Las redes de distribucién de la cadena alimentaria se han hecho
mas complejas y fragmentadas, cruzando muchas fronteras nacionales y requiriendo un mayor
namero de procesos desde la produccion hasta su consumo. Ademas de la creciente complejidad
de la cadena alimentaria, el suministro global de alimentos ha aumentado significativamente en

los altimos afios, asi como la disponibilidad de productos minima y altamente procesados.

La internacionalizacion y fragmentacién de la cadena alimentaria conlleva una mayor
probabilidad de introduccion y/o reemergencia de nuevos patdégenos, asi como de nuevos
hospedadores de las ETA (Keusch, 2013). Por lo tanto, nos encontramos ante un nuevo reto
para los sistemas de vigilancia y salud publica; en un mundo en el que los grupos mas
susceptibles a las ETA, como los ancianos y los nifios, estdn en aumento (Chan, 2014). La
deteccion y caracterizacion precoz de microorganismos en alimentos es un desafio, que reducira
la morbimortalidad relativa a las ETA y evitara pérdidas econdmicas tanto al productor como

al distribuidor de alimentos.

Como se ha ido comentando a lo largo de esta Tesis Doctoral, las tecnologias émicas estan
Ilamadas a desempefiar un papel fundamental en la deteccién y rastreo de microorganismos
patogenos y alterantes de alimentos hasta su origen, con una rapidez no vista hasta el momento.
A continuacion, se realizara una discusion general de los trabajos que forman parte de esta Tesis
Doctoral. En la misma se discutiran las distintas tecnologias dmicas usadas, el tipo de datos

obtenidos, y las ventajas y limitaciones de las mismas.
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7.1 TECNOLOGIAS PROTEOMICAS EN MICROBIOLOGIA DE LOS ALIMENTOS

La optimizacion de las técnicas de separacion de proteinas, y la introduccion de nuevos métodos
de ionizacién en MS a finales de la década de 1980 (Ytterberg et al., 2010) han sido clave para
el estudio del proteoma microbiano a gran escala. Ademas, el avance continuo de las
tecnologias de secuenciacién masiva ha producido un incremento del nimero de genomas, que
ha permitido extender las bases de datos de proteinas, proporcionando una plataforma para los
estudios de protedmica a gran escala. En esta Tesis Doctoral se han empleado las tecnologias

mas avanzadas de MS, para la deteccion y caracterizacién de microorganismos en alimentos.

7.1.1 ldentificacion bacteriana mediante MALDI-TOF MS. EIl género Enterococcus

El aumento de la incidencia de Enterococcus spp. en el ambito clinico y su presencia en la
cadena alimentaria hace necesario el desarrollo de métodos rapidos, sensibles y automatizados
que permitan la identificacion de las cepas patdgenas y/o alterantes de alimentos. Los métodos
clasicos basados en la caracterizacion fenotipica y bioquimica de los aislados no son efectivos,
Ilevando a una identificacion errénea, incluso al nivel de género (Kirschner et al., 2001; Massa

et al., 2007; Winston et al., 2004).

La secuenciacion del gen 16S ARNr es el método més utilizado en la actualidad para la
identificacidn de las especies bacterianas. Sin embargo, este gen presenta una alta similitud
entre especies proximas, por lo cual no es posible la discriminacion de éstas. Por ejemplo, en el
caso del género Enterococcus no es posible diferenciar E. faecium de E. mundtii, E. durans o
E. hirae. Tampoco es posible diferenciar E. gallinarum de E. casseliflavus (Articulo 1). En
estos casos es posible emplear otros genes constitutivos, siendo propuestos por diversos autores
los genes rpoA (subunidad o de la ARN polimerasa bacteriana), pheS (subunidad o de la
fenilalanina-ARNTt sintetasa en bacterias), atpA (subunidad o de la ATP sintetasa en bacterias)

0 laregion intergenica ARNr 16-23S (Michel Drancourt et al., 2004; Homan et al., 2002; Naser
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et al., 2005; Sheng et al., 2007). La secuenciacién de arrays de genes mediante secuenciacion
de Sanger no es efectiva desde el punto de vista del coste, ni del tiempo requerido. Por otra
parte, se han reportado distintas PCR multiplex para la identificacion de Enterococcus spp.; sin
embargo, el nimero de especies que son capaces de discriminar sigue siendo limitado

(Charlene R. Jackson et al., 2004; Lehner et al., 2005).

El uso de MALDI-TOF MS en esta Tesis Doctoral permitié discriminar las diez especies de
Enterococcus estudiadas, y diferenciarlas de las seis especies de BAL usadas como grupo
externo. Por lo tanto, el analisis de los extractos proteicos mediante MALDI-TOF MS ha
mostrado un mayor poder de discriminacién que la secuenciacion del gen 16S ARNr (Articulo
1). Adicionalmente, los resultados obtenidos permitieron obtener biomarcadores a nivel de
género y especie; encontrandose también ligeras variaciones en los espectros de las mismas
especies, que podrian estar relacionadas con el origen de los aislados y, por lo tanto, definiendo

distintos ecotipos.

Resultados similares han sido reportados en la literatura cientifica en el estudio de otras especies
microbianas en la industria agroalimentaria. Alnakip et al. emple6 MALDI-TOF MS en la
identificacién de diez especies de Streptococcus causantes de la mastitis en bovinos. MALDI-
TOF MS fue capaz de discriminar entre subespecies como Streptococcus dysgalactiae subsp.

equisimilis y Streptococcus dysgalactiae subsp. dysgalactiae (Alnakip et al., 2020).

Fernandez-No et al. 2010 demostrdé la utilidad de MALDI-TOF MS para identificar las
principales especies bacterianas productoras de histamina en alimentos (Fernandez-No et al.,
2010). Entre las cuales se encuentran Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Klebsiella
penumoniae, Raoultella planticola, Proteus vulgaris, Photobacterium phosphoreum,

Lactobacillus sp 30A y Staphylococcus xylosus.
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Bdhme et al. estudio bacterias Gram positivas aisladas de productos marinos contaminados,
entre las cuales habia cepas de Listeria spp., Staphylococcus spp., Bacillus spp., Clostridium
spp., y Carnobacterium spp. MALDI-TOF MS fue capaz de identificar las distintas especies, e
incluso discrimind Bacillus licheniformes de otras especies de Bacillus, lo cual no fue posible
mediante la secuenciacion del gen 16S ARNr (Bohme et al., 2011). Un afio mas tarde, Béhme
et al. crearon una base de datos abierta para depositar espectros de MALDI-TOF MS de interés
para la industria agroalimentaria. Esta base de datos incluye los espectros y la lista de masas
representativa de cada cepa bacteriana. La base de datos cuenta actualmente con informacion

de mas de 70 especies bacterianas (“http://www.spectrabank.org”)(Béhme et al., 2012).

MALDI-TOF MS no s6lo se ha usado en la industria agroalimentaria para la identificacion de
bacterias. Quero et al. generaron una base de datos de 618 cepas de hongos filamentosos
pertenecientes a 136 especies alterantes de alimentos (Quéro et al., 2019), mostrando MALDI-
TOF MS su capacidad para discriminar entre distintas especies, 0 incluso entre cepas que
difieren solo en dos nucleétidos en la secuencia del gen 18S ARNr. MALDI-TOF MS también
se ha empleado para la identificacién y caracterizacion de levaduras (Moothoo-Padayachie et
al., 2013; Usbeck et al., 2013), microalgas (Barbano et al., 2015), parasitos o insectos

(Murugaiyan & Roesler, 2017).

MALDI-TOF MS ha demostrado ser un método i) simple, ii) sensible, iii) preciso, iv) rapido y
V) con un coste reducido. Los resultados obtenidos en el analisis de Enterococcus spp. aislados
en alimentos muestran un mayor poder de discriminacion que la secuenciacion del gen 16S
ARNIr, lo cual ha sido también reportado en otras especies bacterianas. El potencial de MALDI-
TOF MS para la identificacion de bacterias, hongos, levaduras, microalgas, parasitos e insectos
en alimentos, ha producido un incremento en su uso en la industria alimentaria. Sin embargo,

las bases de datos actuales tienen que expandirse para incluir un ndmero mayor de
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microorganismos asociados con los alimentos y el medioambiente. Del mismo modo, las bases

de datos deben ser publicas y accesibles a un nimero mayor de usuarios e investigadores.

7.1.2 Caracterizacion de bacterias mediante identificacion masiva de proteinas.
Enterococcus con potencial probiotico.

Los Enterococcus se han considerado tradicionalmente patdgenos de bajo riesgo. Sin embargo,
el creciente aumento de enterococos multirresistentes y su habilidad para adquirir y transferir
genes de virulenciay RAM, aumenta la incertidumbre en su empleo en la industria alimentaria.
El género Enterococcus es el grupo mas controvertido de las BAL, siendo una parte importante
de la microbiota de los alimentos. Sin embargo, su presencia en alimentos es considerada
producto de la contaminacion fecal y/o ambiental, jugando un papel relevante en el deterioro
de los mismos (Giraffa, 2002). Igualmente, existen cepas de enterococos que se utilizan de
manera rutinaria como cultivos iniciadores 0 como probi6ticos en muchos productos

alimentarios (Graham et al., 2020; Krawczyk et al., 2021).

E. faecium es la especie mas importante de Enterococcus en la fermentacion y deterioro de los
alimentos, pero también se ha empleado durante mas de dos décadas como probidtico sin
describirse ningun efecto adverso (Byappanahalli et al., 2012). Sin embargo, los datos muestran
claramente como E. faecium se ha convertido en los Gltimos afios en uno de los mayores agentes
causantes de infecciones nosocomiales, cuestionandose su uso como probidtico (Van Tyne &
Gilmore, 2014). La evaluacion del riesgo de los enterococos es un reto, debido principalmente
a la falta de conocimiento de las combinaciones de los genes de virulencia'y de RAM necesarios
para causar una enfermedad. Es fundamental tener en cuenta que la evaluacién del riesgo de
Enterococcus spp. en la industria alimentaria no solo depende de su identificacion taxonémica,
sino que es necesario una caracterizacion completa de rasgos relacionados con la RAM,

virulencia, potencial biotecnolégico, o funcionalidad probidtica, entre otros.
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Los analisis protedmicos por MS permiten determinar de manera simultanea la composicion
taxondmica y la funcionalidad de los microorganismos en el &mbito clinico, ambiental, o en las
aplicaciones de caracter biotecnoldgico. Como se vio en el apartado anterior, MALDI-TOF MS
ha revolucionado el &mbito de la identificacién de los microorganismos, de manera rapida y a
un coste reducido. Sin embargo, MALDI-TOF MS no es capaz de proporcionar informacion
adicional para la realizacion de un analisis de riesgo. Si bien es cierto que existe un numero
creciente de publicaciones que describen el uso de MALDI-TOF MS para la determinacion de
la RAM, esta informacion es parcial, y se basa mayoritariamente en estudios dirigidos de
degradaciéon (Hrabak et al., 2011; Yoon & Jeong, 2021), y no en la identificacion de los

mecanismos de resistencia en los perfiles proteicos.

La necesidad de obtener y caracterizar el proteoma completo de una muestra bioldgica, en
nuestro caso microorganismos, ha incrementado los esfuerzos para el desarrollo de tecnologias
avanzadas. Por tanto, en la tltima década se ha desarrollado lo que se conoce como protedmica
shotgun, que sirve para identificar y caracterizar mas de una proteina a la vez. La idea de la
protedmica shotgun es digerir el proteoma completo sin separar las proteinas, y analizar los
resultados de la digestién por MS. Esto también es llamado proteémica Bottom-Up (de abajo
hacia arriba), porque se identifican las proteinas a partir del analisis de los péptidos. La
protedmica Top-Down (de arriba hacia abajo), se centra exclusivamente en la caracterizacion e
identificacidn de proteinas intactas a partir del analisis por MS de las mismas, sin necesidad de

recurrir al analisis de sus péptidos.

Calo-Mata et al. fue la primera en reportar el uso de la protedmica Bottom-Up para la deteccion
de microorganismos patégenos en alimentos (Calo-Mata et al., 2016). En dicho estudio se usé
LC-ESI-MS/MS para caracterizar Streptococcus spp., Enterococcus spp., Bacillus spp., Listeria

spp, 0 Salmonella spp., entre otros. Esta técnica ha sido empleada posteriormente para la
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caracterizacion de Bacillus cereus (Pfrunder et al., 2016), Staphylococcus aureus (Carrera et

al., 2017),

Streptococcus spp. (Abril et al., 2020), Listeria spp. (Abril et al., 2021) o

Enterococcus spp. (Abril et al., 2022).

Esta Tesis Doctoral ha generado avances en la caracterizacion microbiana mediante el uso de

la protedbmica Bottom-Up (Articulo 3):

64

i)

i)

En primer lugar, se ha empleado una metodologia universal y robusta para la
extraccion y digestion de proteinas, con un tiempo estimado de alrededor de ocho
horas (Heyer et al., 2019). Esto ha permitido reducir los tiempos de estos procesos,
en comparacion con la metodologia utilizada en estudios anteriores y propuesta por
Calo-Mata et al. (Calo-Mata et al., 2016).

En segundo lugar, se ha producido una transicion de una protedmica de tres
dimensiones (LC-ESI-MS/MS) a una protedmica de cuatro dimensiones. En la
protedmica de tres dimensiones, el tiempo de retencion en la LC es la primera
dimensién, la segunda es la masa medida (m/z), y la tercera dimension es la
espectrometria de masas en tandem (MS/MS). timsTOF Pro afiade una cuarta
dimensién, la separacién de iones en fase gaseosa (tims). La cuarta dimension
permite resolver muestras complejas, ya que permite la identificacion de los
péptidos con igual m/z que co-eluyen de la LC. Ademas, el sistema timsTOF Pro
incluye la tecnologia PASEF, aumentando la velocidad de secuenciacion hasta 100
Hz. La protedmica en cuatro dimensiones permite por primera vez una proteémica
ultrasensible y una cuantificacion relativa de proteinas con un alto rendimiento, con
un nivel de robustez sin precedentes.

Por Gltimo, en esta Tesis Doctoral se han secuenciado los genomas de las cepas de

E. faecium potencialmente probioticas. Los datos obtenidos no s6lo han permitido
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realizar un estudio genémico (Articulo 2), sino que han sido usados para construir
las bases de datos de proteinas con la que se han identificado los péptidos
secuenciados con el sistema timsTOF Pro (Articulo 3). Esto permite mejorar la

caracterizacion del proteoma.

La metodologia desarrollada en esta Tesis Doctoral ha permitido la caracterizacion del
proteoma de cepas de E. faecium productoras de bacteriocinas, con potencial para ser empleadas
como probidticos. Un factor importante en la microbiologia de los alimentos es el tiempo,
requiriendo nuestra propuesta menos de 24 horas desde que se inicia la extraccion hasta que se
finaliza el analisis de los resultados. Ademas, el uso del sistema timsTOF Pro aumenté la
resolucion de proteinas mas de cien veces al comparar los resultados con los obtenidos en

estudios anteriores (Abril et al., 2020, 2021, 2022).

El sistema TimsTOF Pro generd 167.232 (LHICA 28.4) y 166.761 (LHICA 40.4) espectros,
siendo identificados ~25% en ambas cepas. Un total de 7.137 péptidos unicos fueron
identificados en la cepa LHICA 28.4, correspondiendo a 1.148 genes codificantes de proteinas
en su genoma. Resultados similares se obtuvieron para la cepa LHICA 40.4, en la que se
identificaron 6.700 péptidos Unicos, pertenecientes a 1.117 genes codificantes de proteinas en
el genoma. La anotacion funcional con términos GO (ontologia de genes) (Carbon et al., 2021)
demostro la validez del método de extraccion, ya que se obtuvieron proteinas pertenecientes a
distintos compartimentos celulares como el citoplasma, la membrana plasmética, o los
ribosomas, entre otros. Los proteomas también fueron anotados con los términos KEGG
(Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto (KEGG) (Kanehisa et al., 2004), lo cual permitid
obtener 22 rutas metabolicas completas en ambas cepas, mayoritariamente relacionadas con el

metabolismo de carbohidratos y proteinas.

65



MARCOS QUINTELA-BALUJA

Los proteomas obtenidos fueron capaces de explicar los fenotipos de RAM reportados por
Hosseini et al. (Hosseini et al., 2009), cuantificandose las proteinas que confieren RAM a
betalactamicos, fosfomicina, macrolidos y sulfonamidas. Ademas, se detectaron mecanismos
de RAM que no fueron analizados anteriormente, cuantificAndose proteinas que confieren

RAM a fluoroquinolonas y aminoglucosidos.

Hosseini et al. realizd un cribado mediante PCR para detectar enterocinas en cepas de
Enterococcus spp. aisladas de alimentos, identificando la enterocina P en las cepas LHICA 28.4
y LHICA 40.4. El anélisis gendmico mostré que ambas cepas codifican una gran diversidad de
bacteriocinas (Articulo 2), concretamente LHICA 28.4 codifica 14 bacteriocinas, mientras que
LHICA 40.4 codifica 7 bacteriocinas. A pesar de ello, el anlisis del proteoma solo identifico
dos bacteriocinas en LHICA 28.4, la Mundticin KS y la Lactococcin 972. Una de las posibles
explicaciones es que la extraccion de las proteinas se efectud directamente en filtros con un
peso molecular de corte (MWCO) de 10 KDa, siendo el peso molecular de la mayoria de las
bacteriocinas no detectadas <10 KDa. Por lo tanto, es posible que las bacteriocinas se hayan
eliminado durante la extraccion, siendo necesario reducir el MWCO de los filtros durante esta

etapa.

La caracterizacion de las cepas de E. faecium mediante la protedmica de cuatro dimensiones
muestra el potencial de esta metodologia para expandir las propiedades metabdlicas de las BAL
en la industria alimentaria. Por ejemplo, las BAL pueden degradar macromoléculas y
transformar sustancias con sabores indeseables en los alimentos; pero también pueden producir
acidos grasos de cadena corta, aminas bidgenas, bacteriocinas, vitaminas, y exopolisacaridos
durante su metabolismo. El abanico de posibilidades funcionales de las BAL (Y. Wang et al.,
2021), hace que la pregunta que tiene que hacerse la industria alimentaria no sea si una bacteria

puede o no realizar una funcion determinada, sino como podemos controlar dicha funcién de
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manera eficiente. En este trabajo (Articulo 3) se reporta por primera vez la cuantificacién de
cerca de la mitad de las proteinas codificadas en el genoma bacteriano, reforzando la idea de
que esta nueva metodologia puede ser el standard para determinar y optimizar las propiedades
biotecnoldgicas de las BAL en la industria alimentaria.

7.2 TECNICAS GENOMICAS EN MICROBIOLOGIA DE LOS ALIMENTOS

La tecnologia de secuenciacion ha sufrido muchos cambios en los ultimos 20 afios, siendo el
cambio més grande el paso de la secuenciacidn de una Unica hebra de ADN, a la secuenciacién
en paralelo de millones de secuencias o fragmentos de ADN. Las mejoras en las tecnologias
de secuenciacion en relacion con los datos generados, la precision, y la velocidad de se han

definido como la primera, segunda y tercera generacion de secuenciacion.

En esta Tesis Doctoral se han usado las tres generaciones de tecnologias de secuenciacién de
ADN. La primera generacion (secuenciacion de Sanger) se empled para la identificacion de
cepas de Enterococcus aisladas en alimentos, utilizando el gen 16S ARNr como diana (Articulo
1). El siguiente trabajo se centrd en la identificacion y caracterizacién de dos cepas de E.
faecium productoras de bacteriocinas, descritas como potencialmente probi6ticas. Para ello se
secuencio el genoma completo mediante SNG (Articulo 2). Finalmente, se identifico y
caracteriz6 una cepa multirresistente de R. ornithinolytica mediante el uso de secuenciacion de

segunda y tercera generacion.

7.2.1 ldentificacion bacteriana mediante secuenciacion de primera generacion. El
género Enterococcus

La secuenciacion de primera generacion (secuenciacion de Sanger) se basa en la incorporacion
selectiva de didesoxinucleodtidos que terminan la cadena por la ADN polimerasa durante la
replicacion del ADN in vitro (Sanger et al., 1977). Es una técnica cara que consume mucho
tiempo si se tiene en cuenta la cantidad de datos producidos. El primer genoma completo de

una bacteria que se secuencio con esta tecnologia fue el de Haemophilus influenza en 1995, el
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cual tiene un tamafio de 1.83 Mb. En la actualidad, la secuenciacion de un genoma de tamafio
similar con tecnologia Sanger tendria un coste de mas de 10.000 euros. Por lo tanto, el empleo
de latecnologia Sanger ha quedado restringido a la secuenciacion de regiones especificas, como

es el caso de los marcadores filogenéticos.

El gen 16S ARNTr se considera como un marcador filogenético universal en microbiologia. Sin
embargo, la utilizacion de este gen puede presentar ciertas desventajas debido a que se es tan
conservado que no permite distinguir con precision entre algunas especies bacterianas. Esto se
ha observado en la identificacion de Enterococcus spp. en esta Tesis (Articulo 1). En este
sentido, varios trabajos propusieron la secuenciacion de otros genes constitutivos en
Enterococcus como rpoA, pheS, atpA o la region intergénica ARNr 16-23S (Michel Drancourt
et al., 2004; Homan et al., 2002; Naser et al., 2005; Sheng et al., 2007). La idoneidad de estos
genes varia entre especies bacterianas, por lo que su empleo no puede ser universal en la

identificacion de bacterias.

En la actualidad, el método més extendido para la identificacion y tipificacion en microbiologia
es la tipificacion multilocus de secuencias (MLST) (Maiden et al., 1998), que identifica las
especies microbianas mediante la secuenciacion de primera generacién de fragmentos de varios
genes constitutivos (normalmente siete). A continuacién, las secuencias obtenidas se comparan
con las depositadas en las bases de datos, para obtener el serotipo (ST) de la cepa. Una de las

bases de datos mas extendidas es la PUbMLST (“http://pubmlst.org”) (Jolley et al., 2018), que

contiene informacion de mas de 100 especies bacterianas. Sin embargo, la disminucion de los
costes y el aumento de la calidad de la HTS hara factible el uso de la WGS, desplazando, por
tanto, la MLST, y permitiendo la implementacion de la MLST de genoma central (cgMLST)

(Larsen et al., 2012; van Schaik & Willems, 2010).
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7.2.2 ldentificacion y caracterizacion bacteriana mediante SNG. Enterococcus con
potencial probiotico

La secuenciacion de segunda generacion o SNG es un conjunto de tecnologias disefiadas para
analizar una gran cantidad de ADN de forma masiva y paralela, produciendo millones de
lecturas por carrera de secuenciacion. Esto contrasta con la secuenciacion de primera
generacion que s6lo genera 96 lecturas por carrera. SNG reduce significativamente el tiempo
de secuenciacion y el coste por base secuenciada, permitiendo obtener un volumen grande de

informacion por carrera.

La SNG esta liderada actualmente por la tecnologia Illumina (secuenciacion por sintesis), que
permite secuenciar los fragmentos de ADN por los dos extremos. Inicialmente, la tecnologia
[llumina s6lo permitia secuenciar fragmentos de 2 x 35y 2 x 70 pb, pero en la actualidad se
pueden secuenciar fragmentos de 2 x 250 y 2 x 300 pb. Ademas, se ha pasado de 1 Gb a 16 Th
de informacion obtenida por carrera (https://www.illumina.com/systems/sequencing-
platforms.html). EI coste comercial de la secuenciacion Illumina se encuentra actualmente en
~90 euros por millén de lecturas 2 x 250 pb (0.5 Gb de datos), lo que supondria un coste de ~65
euros para un genoma como el de H. influenza con una cobertura 100x. Esto contrasta con la

estimacion de ~10.000 euros necesarios para la secuenciacion de primera generacion.

La naturaleza dual de Enterococcus, presentando propiedades beneficiosas, pero también
actuando como patdgenos nosocomiales, hace necesario verificar la inocuidad de nuevas cepas
probidticas. Sin embargo, esta evaluacion no puede ser simple, ya que los enterococos contienen
una gran diversidad de genes de virulencia y RAM en su pan-genoma (EFSA, 2008). Por esta
razon, es necesario realizar una evaluacion integral de las cepas de Enterococcus con potencial

probidtico.
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En esta Tesis Doctoral se evaluaron mediante WGS las cepas de E. faecium LHICA 28.4 y
LHICA 40.4 originalmente aisladas de carne refrigerada de vacuno envasada al vacio (Hosseini
et al., 2009) (Articulo 2 y Articulo 3). Hosseini et al. efectuaron una evaluacién de las cepas,
las cuales fueron capaces de inhibir el crecimiento de cepas de B. cereus, Carnobacterium
maltaromaticum, Listeria monocytogenes y S. aureus. Ademés, LHICA 28.4 y LHICA 40.4
fueron capaces de sobrevivir a pH 3.0 en presencia de sales biliares (pancreatina y pepsina),
mostraron buenas propiedades de adhesion, y fueron sensibles a diversos antimicrobianos de
relevancia clinica. La secuenciacién del gen 16S ARNr las identific6 como E. faecium
(GenBank DQ867126.1 y FJ416484.1), detectdndose la presencia del gen de la enterocina P en
un cribado PCR para la deteccion de bacteriocinas clase Ila (Arlindo et al., 2006; Hosseini et

al., 2009).

Las cepas LHICA 28.4 y 40.4 fueron secuenciadas en la plataforma Illumina HiSeq 2500
(Mumina, USA). EI ensamblado de novo de los genomas gener6 148 (LHICA 28.4) y 99
(LHICA 40.4) contigs, con un Nso de 34.752 y 67.635 pb, respectivamente. El tamafio de los
ensamblados fue de 2,8 Mb para ambas cepas, codificando 2.872 (LHICA 28.4) y 2.882
(LHICA 40.4) genes. La anotacion de genes de RAM mostr6 que ambas cepas son
potencialmente resistentes a betalactamicos, fosfomicina, macrolidos, sulfonamidas,
fluoroguinolonas y aminoglucdsidos. También se han detectado genes que confieren resistencia
a distintos metales, y en el caso de LHICA 28.4 un gen relacionado con la resistencia térmica.
Ambas cepas presentaron factores de virulencia, la mayoria asociados con la adhesién. En
cuanto a las bacteriocinas, se han detectado 14 genes de bacteriocinas en LHICA 28.4, y siete

genes de bacteriocinas en LHICA 40.4.

Las relaciones filogenéticas de LHICA 28.4 y LHICA 40.4 con otros E. faecium fueron

estudiadas en detalle (Articulo 4). Para ello, se estudio el pan-genoma de 812 genomas de E.
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faecium aislados de i) Homo sapiens (n = 485), animales (n = 235), productos lacteos (n = 56),
ambientes clinicos (n = 23), alimentos (n = 7), muestras ambientales (n = 7), y las cepas LHICA
28.4y LHICA 40.4. A continuacién, se calcularon dos arboles filogenéticos, el primero basado
en los perfiles de presencia/ausencia de genes en cada cepa en relacién con todos los genes del
pan-genoma, Yy el segundo basado en la variacion alélica de los genes centrales presentes en
>95 % de los genomas. Asi, el primer arbol refleja la similitud respecto al contenido del pan-
genoma, y el sequndo arbol la similitud de las secuencias de los genes centrales. EI pan-genoma
de los E. faecium estudiados esta formado por 12.532 genes, contando todos los genomas con
1.467 genes en comun (genoma central estricto) y 1.916 genes presentes en >95 % y < 100 %
de los genomas (genoma central relajado). En ambos arboles las cepas LHICA 28.4 y LHICA
40.4 se agruparon con las cepas de E. faecium aisladas de productos lacteos, descartando, por

lo tanto, su asociacién con aislados clinicos.

El analisis integral de las cepas con potencial probidtico LHICA 28.4 y LHICA 40.4 confirma
que pueden ser usadas como aditivos en productos de alimentacion animal, de acuerdo con las
recomendaciones de la EFSA y un estudio reciente de Freitas et al. (EFSA, 2012; Freitas et al.,
2018). La EFSA dice que las cepas de Enterococcus deben ser susceptibles a ampicilina (CMI
<2 mg/L) y no presentar los genes codificantes de los factores de virulencia 1S16 (aumenta la
plasticidad del genoma), hylEfm (glucosidasa), y esp (proteina de superficie implicada en la

adhesion).

7.2.3 ldentificacién y caracterizacion bacteriana mediante secuenciacion de tercera
generacion. Raoultella ornithinolytica como patégeno emergente

La secuenciacion de tercera generacion ha emergido en los dltimos afios, eliminando la
necesidad de amplificacién previa por PCR y realizando la secuenciacion a partir de una Unica
molécula de ADN. El resultado son secuencias de ADN mas largas, que facilitan el ensamblado

posterior y amplian el abanico de aplicaciones, ya que permiten detectar alteraciones en la
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estructura de los cromosomas o de los plasmidos. Existen actualmente distintas tecnologias de
secuenciacion de tercera generacion. En esta Tesis Doctoral se ha usado ONT, concretamente
la plataforma MinlON (ONT, UK), que es un equipo de secuenciacién miniaturizado, portatil,
capaz de producir resultados en tiempo real, y con un tamafio inferior al de un teléfono

inteligente.

ONT es una tecnologia de secuenciacion totalmente diferente, ya que es capaz de secuenciar
moléculas de ADN individuales a medida que atraviesan los nanoporos biolégicos (Loman &
Watson, 2015). Se aprovecha de los perfiles de corriente eléctrica que genera cada molécula
(en este caso nucledtidos) al pasar a traveés de un poro en una membrana a cuyos lados hay
establecido un diferencial de voltaje (Clarke et al., 2009; Feng et al., 2015). Una de las
principales limitaciones de la secuenciacion ONT, es que tiene una tasa de error més alta en
comparacion con la SNG, como la tecnologia Illumina (Laver et al., 2015). Sin embargo, las
plataformas ONT tienen las ventajas de ser dispositivos portétiles de uso sencillo, permitiendo
la secuenciacion en tiempo real de fragmentos de ADN largos, con alta sensibilidad, y un coste

reducido.

El papel de R. ornithinolytica como patégeno emergente, y su capacidad natural para producir
intoxicaciones debidas a la produccién de aminas biégenas, hace necesaria la implementacion
de métodos universales que nos permitan obtener un perfil completo de los aislados. Como se
ha visto en el apartado anterior, la SNG permite la identificacion y caracterizacion de
microorganismos; ademas de determinar el ST, la posicion filogenética, o incluso el origen de
los brotes epidémicos. Sin embargo, existen limitaciones para su implementacion en la industria
alimentaria debido al elevado coste, al tamafio de las plataformas de secuenciacién, y a la

incapacidad del anlisis en tiempo real (Allard et al., 2018).
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En esta Tesis Doctoral se identifico y caracterizo mediante secuenciacion de segunda (I1lumina)
y tercera generacion (ONT) la cepa multirresistente de R. ornithinolytica MQB_Silv_108,
aislada en el efluente de una planta de tratamiento de aguas residuales en el noroeste de Espafia
(Articulo 4). MQB_Silv_108 fue aislada en el medio ChromID de betalactamasas de espectro
extendido a 37 °C durante 14 h. La cepa fue identificada mediante MALDI-TOF MS; y mostrd
resistencia a aminoglucoésidos, aminopenicilinas, fluoroquinolonas y carbapenémicos. Un
cribado mediante PCR reveld la presencia de los genes de resistencia blaoxa, blaswyv, y blatem,

y del integron antropogénico de clase 1 (aintl).

Se siguieron tres estrategias diferentes para el ensamblado del genoma. La primera usé sélo las
lecturas producidas por Illumina, mientras que la segunda utilizé sélo las lecturas ONT,
utilizando la tercera estrategia ambas lecturas en un ensamblado hibrido. EI ensamblado hibrido
produjo los mejores resultados, siendo capaz de obtener la secuencia completa del cromosoma
y de 10 plasmidos. El tamafio del genoma es 6,3 Mb, codificando 6.075 genes. La anotacion de
genes de RAM identificd 13 genes distintos que confieren resistencia a betalactamicos,
aminoglucosidos, fluoroquinolonas, fenicoles, sulfonamidas, trimetoprima, fosfomicina, y
desinfectantes. La secuenciacion ONT permitié obtener secuencias de fragmentos de ADN
largos, y asi, identificar dos nuevos aintl y un nuevo integron clase 111. De manera importante,
uno de los aintl (numero de acceso integrall In531) contiene un casete array de genes de RAM
con el gen blaBEL (blaBEL-1 — blaBEL-1 — dfrB6 — cmlA1v), mientras que el integrén clase 111
contiene un casete array de RAM con el gen blaoxa-101 (blaoxa-101 — aacA4) (nimero de acceso
integrall In3-24). Finalmente, la anotacion del genoma determin6 que MQB_Silv_108 es una

cepa potencialmente productora de histamina y putrescina.

La secuenciacion de tercera generacion ha demostrado un gran potencial para la identificacion

y caracterizaciéon de microorganismos en alimentos. En este sentido, la secuenciacion de
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fragmentos grandes de ADN permite detectar alteraciones en el genoma, describiéndose en
MQB_Silv_108 tres nuevos casetes genéticos con genes de RAM, dos de los cuales se asocian
a la resistencia a betalactamicos. Un estudio reciente consigui6 usar con éxito la secuenciacién
de tercera generacion (ONT), junto con la SNG (Illumina), para investigar un brote producido
por E. coli O157:H7 (Greig et al., 2021). Greig et al. fueron capaces de atribuir el origen del
brote identificando las alteraciones en el genoma de los bacteriéfagos insertados en el genoma
de E. coli O157:H7, lo que fue posible, mediante el uso de la secuenciacion de tercera

generacion.

El uso de ONT ha sufrido un crecimiento exponencial en los ultimos afios, existiendo un nimero
creciente de estudios acerca de sus potenciales usos en microbiologia de los alimentos
(Azinheiro etal., 2021; Gonzéalez-Escalona et al., 2019; Yang et al., 2020). Sin embargo, existen
algunas limitaciones, que sin duda seran solventadas en los proximos afios. Asi, la tercera
generacion de secuenciadores posee una tasa de error mayor que los secuenciadores de segunda
generacion (Loman & Pallen, 2015), requiriéndose una mayor cobertura de secuenciacion vy,
por lo tanto, un mayor coste, para obtener las secuencias consenso necesarias para la deteccion
de polimorfismos de nucle6tido Gnico (SNP), o inserciones y deleciones en el genoma
(Jagadeesan et al., 2019). Una de las estrategias actuales, es la de combinar datos de
secuenciacion de segunda y tercera generacion en ensamblados hibridos, lo que las hace en la

actualidad, tecnologias complementarias.

74



8 CONCLUSIONES




MARCOS QUINTELA-BALUJA

8 CONCLUSIONES
8.1 CONCLUSIONES GENERALES

Las tecnologias 6micas se han convertido en herramientas eficaces para la identificacion y
caracterizacion de microorganismos en el &mbito clinico. Esta Tesis Doctoral ha determinado
el potencial en microbiologia de los alimentos de las tecnologias gendmicas y proteébmicas mas
avanzadas, las cuales permiten obtener una caracterizacion completa de los microorganismos,
reduciendo el tiempo necesario de analisis. Es de esperar, que el coste de dichas tecnologias
siga disminuyendo en los proximos afios, por lo que se espera que su uso se extienda a la
industria alimentaria. Una de las limitaciones actuales es la falta de profesionales capacitados
para analizar e interpretar los datos, para que los mismos puedan ser traducidos en acciones por
parte de la industria o las autoridades competentes. Considerando las distintas partes de esta
Tesis Doctoral, es importante destacar las conclusiones obtenidas de una forma maés
pormenorizada, por lo que a continuacion se enumeran conclusiones especificas

correspondientes a cada uno de los capitulos que constituyen esta Tesis Doctoral.

8.2 CONCLUSIONES ESPECIFICAS

La espectrometria de masas MALDI-TOF es una herramienta sensible y rapida para la
deteccion e identificacion de las principales especies de Enterococcus, proporcionado espectros
y listas de masas caracteristicos de cada especie bacteriana. El estudio filoprotedmico realizado
mostré un agrupamiento microbiano idéneo, siendo confirmado por los resultados obtenidos en

el andlisis filogenético basado en el gen 16S ARNT.

La secuenciacion de segunda generacidn ha permitido la caracterizacion completa de dos cepas
de E. faecium productoras de bacteriocinas y potencialmente probioticas. Ambas cepas
codifican multiples bacteriocinas, genes de virulencia y RAM. Las cepas cumplen con los

requisitos de la EFSA para su uso como probioticos en alimentacion animal.
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El empleo de la protedmica de cuatro dimensiones (timsTOF) ha mostrado un gran potencial
para la caracterizacion de cepas de interés en la industria alimentaria. EI protocolo que se ha
usado ha permitido la caracterizacion de dos cepas de E. faecium potencialmente probidticas en
menos de 24h. Ademas, los resultados obtenidos han permitido obtener 22 rutas metabélicas
completas en ambas cepas, lo cual resalta el potencial de esta metodologia para determinar y

optimizar las propiedades biotecnoldgicas de las BAL en la industria alimentaria.

La secuenciacion de tercera generacion, concretamente ONT, ha permitido obtener el genoma
completo de una cepa multirresistente de R. ornithinolytica. La secuenciacion de fragmentos
grandes mediante ONT mejora el ensamblado de las regiones repetitivas del genoma, lo que es
importante para determinar el contexto genético de estructuras como los integrones. Aunque
ONT tiene una tasa de error mas alta que la secuenciacion de segunda generacion, cuenta con

plataformas portatiles y miniaturizadas, capaces de producir resultados en tiempo real.
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La globalizacion del suministro de alimentos y el aumento de la
complejidad de la cadena alimentaria requiere de nuevos
métodos para la deteccion de bacteria alterantes y patégenos
alimentarios. Estas metodologias deben ser rapidas, debido

a la corta vida util de un rango amplio de productos
alimentarios; de bajo coste y sencillas, para su implementacion
global.

Ademas, deben estar dirigidas no solo a garantizar la inocuidad
de los alimentos, sino a la deteccion y caracterizacion

precoz de microorganismos contaminantes, evitando asi
importantes pérdidas econémicas tanto al productor como al
distribuidor. Por tanto, el principal objetivo de esta Tesis
Doctoral ha sido desarrollar y optimizar protocolos de
identificacion y caracterizaciéon de bacterias alterantes y
patdgenos en alimentos, usando tecnologias émicas.
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