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1. Resumen.

La identificacién y estudio de los genes de resistencia a antibidticos es de suma
importancia dado el aumento en la abundancia y propagacion de estos, y el riesgo de
salud que representan para la poblacién. Por otra parte, el estudio de microbiomas de
ambientes interiores ha tomado importancia puesto a que los humanos pasaremos un
85-90% de nuestras vidas en este tipo de espacios, por lo tanto, debemos identificar con
qgué tipo de microorganismos cohabitamos. Nosotros estudiamos el Sistema de
Transporte Colectivo Metro de la Ciudad de México, que representa el principal medio
de movilizacion masiva de la poblacién capitalina. Los cerca de 4.5 millones de pasajeros
gue transitan diariamente por las instalaciones, intercambian, dejan y se llevan consigo
principalmente bacterias. Por lo tanto, nosotros quisimos estudiar la composicion
taxonodmica y la distribucién de genes de resistencia en aire y superficie de torniquetes
del Metro, con énfasis en estaciones que se encontraran cercanas a ambientes
hospitalarios, para determinar si existia un aporte por parte de dichos ambientes, lo
anterior, a través de técnicas tanto dependientes como independientes de cultivo.
Encontramos que la mayoria de las bacterias presentes en superficie de torniquetes,
estan asociadas principalmente a piel de humanos. En aire encontramos que la mayoria
de las bacterias se asocian regularmente a ambientes como suelo, agua y en menor
proporcién a humano, lo cual concuerda con un estudio previo del Metro de la CDMX, e
incluso con estudios de Metros de otros paises. Sin embargo, no observamos diferencias
significativas entre estaciones cercanas a hospital y aquellas no asociadas a hospitales.
Aparentemente la sefial de bacterias y de genes de resistencia, es homogénea a traves
de la red del metro, y concluimos que la presencia de los hospitales, no se ve reflejada
al interior del microbioma del Metro de la Ciudad, por lo tanto, no representarian un alto

riesgo para la salud de los usuarios de este transporte.



2. Introduccién.

2.1La resistencia a antibioticos.

La resistencia a antibioticos se ha convertido en un serio problema de salud publica a
nivel mundial. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en los ultimos afos ha
alertado a la poblacion sobre el abuso y mal uso de los antibiéticos, ya que es uno de los
principales factores que aumentan la propagacion de su resistencia.

La OMS ha publicado una lista de bacterias para las cuales ya se califica como urgente
la necesidad de identificar nuevos antibidticos. En estado critico se encuentran:
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y la familia Enterobacteriaceae. En
estado de urgencia menor: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Helicobacter
pylori, Campylobacter spp.,® Salmonellae, Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus

pneumoniae, Haemophilus influenzae y Shigella spp.2

Una manera de clasificar a los antibioticos es con base en su estructura: p-lactamicos,
cloranfenicol, glucopéptidos, macrdlido-lincosamida-estreptograminaB, quinolonas y

sulfonamidas.

Los B-lactamicos, son aquellos que en su estructura molecular poseen un anillo -
lactamico. Su mecanismo de accion consiste en bloquear la sintesis de la pared celular
por medio de la unidn a unas proteinas llamadas PBPs (penicilin-binding proteins, por
sus siglas en inglés), evitando el entrecruzamiento de los peptidoglucanos y, por ende,
la transpeptidacion de la pared celular. El mecanismo de resistencia mas comuan contra
estos antibioticos, es debido a unas enzimas llamadas 3-lactamasas, como las de amplio

espectro (ESBLS), y las de hidrdlisis de carbapenémicos (carbapenemasas). Ejemplos

https://iwww.who.int/news-room/fact-sheets/detail/antibiotic-resistance ’https://iwww.who.int/news-room/detail/27-02-2017-who-publishes-
list-of-bacteria-for-which-new-antibiotics-are- urgently-needed

https://www.who.int/news-room/detail/27-02-2017-who-publishes-list-of-bacteria-for-which-new-antibiotics-are- urgently-needed



de este grupo de antibidticos son: penicilinas (y todos sus derivados), cefalosporinas,
carbapenémicos e inhibidores de B-lactamicos. Ademas, en afos recientes, se han
identificado mutaciones puntuales en los genes de resistencia que codifican a las
enzimas inactivadoras betalactamasas tales como blaTEM-1, blaTEM-2 y blaSHV-1 (Van
Hoek et al., 2011).

En el grupo de cloranfenicol, se encuentran aquellos antibiéticos cuyo mecanismo de
accion consiste en inhibir la sintesis de proteinas por su afinidad a la enzima
peptidiltransferasa de la subunidad 50S del ribosoma 70S, bloqueando asi el paso de
elongacion. Su resistencia se da principalmente mediante la acetilacién enzimatica que
llevan a cabo las cloranfenicol acetiltransferasas (CATs). Otro mecanismo, aunque
menos frecuente, es la inactivacion por fosfotransferasas, mutaciones del sitio blanco y
bombas de eflujo. Algunos de los principales genes de resistencia son cat, catl, cmr y
cmx. Ejemplos de estos antibioticos son: cloranfenicol, tianfenicol y azidamfenicol (Van
Hoek et al., 2011).

Los glucopéptidos actuan al unirse a la D-alanil-D-alanina (D-Ala-D-Ala), que es un
precursor del peptidoglucano de la pared celular, inhibiendo la transglucosilacion. El
principal mecanismo de resistencia es la presencia de otras proteinas que sintetizan la
pared usando diferentes precursores (Gardete y Tomasz, 2014; Courvalin, 2006).
Ejemplos son la vancomicina, avoparcina, ristocetina y teicoplanina (Van Hoek et al.,
2011).

El grupo de los antibioticos macroélido-lincosamida-estreptograminaB (MLSB), a los
cuales pertenece la eritromicin, tienen un mecanismo de accion que consiste en unirse
a la subunidad ribosomal 50S, bloqueando la sintesis de proteinas, mientras que el
mecanismo de resistencia es evitar la unién a la subunidad 50S por medio de RNAr
metilasas sobre los residuos de adenina, bombas de eflujo e inactivadores como
esterasas, liasas, fosforilasas y transferasas. Algunos genes que codifican proteinas con

algunas de estas actividades son: carA, cmr y ere (Van Hoek et al., 2011).



Las quinolonas inhiben la actividad de las enzimas DNA girasa y topoisomerasa |V,
interfiriendo en el proceso de replicacion de DNA. Los mecanismos de resistencia
consisten en mutaciones en los genes que codifican las subunidades de dichas enzimas:
gyrA, gyrB, parC y parE. En cuanto a resistencias mediadas por plasmidos, se
encuentran los genes que codifican a enzimas aminoglucésido N-acetiltransferasas
pertenecientes a las familias AAC(3) y AAC(6’) (Poole, 2005) y la bomba de eflujo
codificada por el gen gepA. Resulta importante resaltar que en un principio, solo se
conocia que la resistencia se codificaba por genes cromosomales, ahora se sabe que la

mediada por plasmidos es igual de frecuente (Hooper y Jacoby, 2015).

En el grupo de antibiéticos de las sulfonamidas cuya estructura es analoga al acido p-
aminobenzoico, el mencanismo de accion consiste en que de manera competitiva inhiben
a la enzima dihidropteroato sintasa (DHPS), implicada en la biosintesis del folato,
necesario a su vez para la sintesis de timina. Las principales mutaciones ocurren en el
gen folP, que codifica la enzima DHPS y es lo que ocasiona la resistencia a antibiéticos

como el sulfametoxazol. (Van Hoek et al., 2011).

Las tetraciclinas interactuan con la membrana celular y se unen a los ribosomas
impidiendo la sintesis de proteinas. Su mecanismo de resistencia es por bombas de
eflujo dependientes de energia, inactivacion enzimatica y proteinas de proteccion
ribosomal (RPPs). Después de las penicilinas, son las de mayor consumo a nivel mundial
porque son consideradas de amplio espectro. Algunos ejemplos son: tetraciclina y

oxitetraciclina (Vila-Costa et al., 2017)

En cuanto a los mecanismos mediante los cuales las bacterias pueden adquirir la
resistencia, se pueden clasificar de la siguiente manera (MacGowan y Macnaughton,
2017):

= Conjugacion (mediada por plasmidos)

= Transduccion (mediada por fagos)



= Transformacién (bacterias competentes capaces de adquirir DNA presente en el
ambiente)

= Mutaciones (en gen o genes implicados en el mecanismo de resistencia).

Si bien hay estudios que demuestran que la resistencia a antibiéticos ha estado presente
en la naturaleza, en la actualidad, existen ambientes particulares donde por seleccion,
ocurre la adquisicion de mecanismos de resistencia. Estos ambientes suelen ser plantas
de aguas residuales, desechos de industrias farmacéuticas, granjas y hospitales, pues
hay una concentracion importante de antibiéticos. En dichos espacios es donde puede
haber una mayor diseminacion y abundancia de genes de resistencia. Dicha
diseminacién se lleva a cabo por una serie de elementos que en su conjunto se
denominan como el mobiloma, tales como los integrones, los transposones, elementos
conjugativos integrativos, asi como los plasmidos y los fagos. EI mobiloma propicia la
transferencia horizontal de genes. En los ultimos afios se ha observado un incremento
en el numero de bacterias resistentes a antibioticos (patogénicas y no patogénicas), y
guiza ese sea uno de los factores que han ocasionado el gran aumento de bacterias

multirresistentes (Bengtsson-Palme, et al., 2017).

2.2Estudios de microbiomas de hospitales

Los hospitales se han convertido en uno de los principales objetos de investigacion en
donde convergen y se propicia un ambiente para el estudio de resistencia a antibioticos,
por ello, han habido estudios como el de Gao, et al., (2018), quienes caracterizaron el
perfil taxondmico a partir muestras de aire (bioaerosoles) de cinco hospitales en China 'y
cuyos resultados fueron que las bacterias con mayor abundancia en este tipo de
ambientes son: Massilia, Sphingomonas, Methylobacterium, Methylophilus,
Micrococcineae, y Corynebacterineae. Las especies patégenas mas abundantes fueron:
Staphylococcus  saprophyticus, Corynebacterium minutissimum, Streptococcus
pneumoniae, Escherichia coli, Arcobacter butzleri, Aeromonas veronii, Pseudomonas

aeruginosa y Bacillus cereus. Otra de sus conclusiones fue que los factores que



influencian mayormente la estructura de las comunidades microbianas son la

temperatura y la humedad.

Existe otro estudio de bioaerosoles en China, donde analizan las muestras de sistemas
de aire acondicionado en hospitales, granjas y residencias. Entre sus principales
resultados, mencionan que al menos a nivel de Phylum, no habia diferencias
significativas entre los organismos aislados de estos ambientes, y en todos los casos,
las Proteobacterias fueron las mas abundantes. Ellos utilizaron un microarreglo con 296
diferentes cebadores que estan implicados en la resistencia a distintos antibiéticos y
determinaron que uno de los mas abundantes en hospitales fue el bl3_cpha, que se sabe
tienen que ver con la resistencia a B-lactamicos. En granjas, encontraron mayor
abundancia de genes relacionados con la resistencia a tetraciclinas, MLSB, y
multidrogas. De manera general, las abundancias de genes de resistencia en granjas y
hospitales fueron significativamente mayores respecto a las casas, indicando que son

una fuente de dispersion de los mismos (Li et al., 2019).

Otro trabajo es el de Lis et al., (2009), donde por medio de un impactador, tomaron
muestras de aire de casas de personal de hospitales (personal de enfermeria y de
medicina), para evaluar la presencia y abundancia del género Staphylococcus y la
resistencia de estas bacterias al antibiético meticilina, respecto a casas donde los
habitantes no tuvieran que ver con ambientes hospitalarios. Sus resultados indican que
existe una alta prevalencia de cepas resistentes a meticilina: S. epidermis, S. hominis y
S. cohnii en un 40%, 40% y 60%, respectivamente, en casas del personal hospitalario,
mientras que en casas de personal no relacionado con ambientes hospitalarios solo se
encontré 12% de la cepa resistente a meticilina S. hominis. Ademas, por medio de PCR,
hicieron la deteccién del gen mecA (que confiere resistencia a penicilinas), el cual se
hall6 en todas las cepas de S. epidermis y en algunas de S. hominis (50%) y S. cohnii
(33%).
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2.3 Microbioma del Sistema de Transporte Colectivo (Metro) de la CDMX.

El Metro, representa el medio de transporte mas eficiente de la Ciudad de México
(CDMX) y zona conurbada. Se estima que diariamente transitan alrededor de 4.5
millones de personas por sus instalaciones, con lineas y estaciones de mayor y menor

afluencia (http://www.metro.cdmx.gob.mx/).

El estudio publicado por Hernandez-Castillo et al., (2014) determind la concentracion de
bacterias y de hongos cultivables por medio de un impactador. La caracterizacion de las
colonias se hizo por microscopia y pruebas bioquimicas. Se encontraron géneros de
Bacillus y Streptococcus, asi como los géneros Aspergillus, Penicillium y Alternaria. Ellos
demostraron que la cantidad de microorganismos correlaciona con la profundidad de los
andenes. Por otra parte, se encuentra el estudio de Hernandez et al., (2020), que es el
unico estudio con técnicas independientes de cultivo, donde se tomaron muestras de
superficie de pasamanos, torniquetes y tubos al interior de trenes de estaciones
especificas que representan toda la red del Metro. Los datos obtenidos demuestran
nuevamente que las bacterias asociadas a piel y cavidad oral son las mas abundantes,
mientras que los phyla mas representativos son Actinobacteria, Firmicutes vy
Proteobacteria. Ademas, el analisis de la diversidad alfa (ver Anexo V) tanto de los
torniquetes y de pasamanos, indican que algunas de las estaciones que presentan mayor

diversidad, son: Muzquiz, Chilpancingo, San Juan de Letran y Constitucién de 1917.

2.4 Estudios en metros de otros paises.

Las técnicas mas utilizadas para la caracterizacion y analisis de los microbiomas han
sido dependientes de cultivo, sin embargo, solo se puede cultivar un pequefio porcentaje
dado que no se satisfacen ni conocen todas las exigencias nutrimentales para cada
microorganismo (Schloss y Westcott, 2011). Asi pues, las técnicas de secuenciacion de
nueva generacion, ofrecen alternativas que permiten un estudio mas exhaustivo, tal es
el caso del gen RNAr 16S, cuya secuencia tiene regiones tanto variables como
conservadas, lo cual permite la identificacién taxonémica de las bacterias. Ademas, la
metagendmica, que es el analisis genomico de una comunidad de microorganismos a

partir del DNA gendémico ambiental, también permite identificar qué genes son los que se
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encuentran en las secuencias de los microorganismos, permitiendo, ademas, el estudio
metabdlico (Hamdelsman, 2004).

Alrededor del mundo se han hecho diversos estudios de los transportes subterraneos, y
la mayoria han sido con técnicas dependientes de cultivo. En el caso especifico de
bacterias, se pueden mencionar estudios en Washington, Tokio, Seul y Oslo (Birennzvige
et al., 2003; Seino et al., 2005; Cho et al., 2006; Dybwad et al., 2012), mientras que para
hongos, se han hecho estudios en Milan, Seul, Tokio y Teheran (Picco y Rodolfi, 2000;
Hwang et al., 2010; Kawasaki et al., 2010; Hoseini et al., 2013). En la mayoria de estos
estudios se identifican las bacterias a nivel de género, y coinciden en que la cantidad y
diversidad de microorganismos principalmente se deben a la actividad antropogénica, y
en menor proporcién a ambientes como suelo, agua y aire.

Existen hasta el momento tres estudios que han utilizado metagendémica tipo shotgun
para el estudio de superficies en el metro: el de Nueva York (Afshinnekoo et al., 2015),
el de Boston (Hsu et al., 2016) y el de Hong Kong (Kang et al., 2018). En el de Nueva
York se asociaron los datos obtenidos con variables geoespaciales, y determinaron que
el microbioma del metro refleja el microbioma de toda la ciudad. Ademas se centraron
en el analisis de genes asociados con patogenicidad, y concluyen que si bien en este
espacio puede haber presencia de dichos genes, no estan representando un riesgo para
la salud publica. Respecto al metro de Boston, después del analisis de diversas
superficies, fue determinado que las comunidades microbianas cambian respecto al
material y tipo de superficie, aunque en todos los casos dominaban las bacterias
asociadas a piel y cavidad oral; también hicieron un analisis de los genes presentes e
identificaron que los involucrados en resistencia y patogenicidad se encontraban en baja
abundancia y del total de genes, la mayoria se encuentran en el genoma de
Cutibacterium acnes. Recientemente se estudié el metro de Hong Kong, pero con la
diferencia de que se tomaron las muestras de las palmas de manos de individuos que
estuvieron en contacto previo con distintas superficies: agarraderas, tubos verticales y
tubos horizontales en distintas lineas de este sistema de transporte subterraneo, en dos
tiempos distintos del dia (en la mafiana y en la tarde). El factor mas influyente en la

composiciéon de las comunidades microbianas y en la abundancia de genes de
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resistencia a antibiéticos y de patégenos oportunistas, fue el momento del dia (Kang et
al., 2018).

3. Objetivos.

3.70bijetivo principal.

Estudio de la gendmica ambiental de los microorganismos presentes en el aire
(bioaerosol) y en la superficie de torniquetes de cuatro estaciones del Metro de la CDMX
con énfasis en la identificacion de genes de resistencia a antibioticos, mediante el uso

de técnicas independientes y dependientes de cultivo.

3.20bjetivos particulares

a) Comparar la diversidad taxondémica de microorganismos presentes en el aire de
areas de andenes y de exteriores, asi como de superficie de torniquetes de las
estaciones Hospital 20 de Noviembre, Hospital General, San Juan de Letran y
Chilpancingo.

b) Cuantificar la proporcion de bacterias resistentes a diferentes antibioticos
mediante cultivo.

c) Identificar y cuantificar los genes de resistencia a antibioticos en las muestras
de aire de estaciones cercanas a hospitales y compararlos con las muestras de

aire de estaciones no cercanas a hospitales.

4. Metodologia.

4.1Sitios de muestreo.

La toma de muestras se llevd a cabo en cuatro estaciones de Metro. Dos estaciones
cercanas a ambientes hospitalarios: Hospital General (HO-1) y Hospital 20 de Noviembre

(HO-2), y dos que no se encuentran cercanas a ambientes hospitalarios: Chilpancingo
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(NH-1) y San Juan de Letran (NH-2). Se hizo en las &reas de andén, de torniquetes y los
espacios aledafos de entrada/salida de cada estacion (Figura 1). Las caracteristicas de
las estaciones, de acuerdo con el sitio oficial de internet del metro,

(http://www.metro.cdmx.gob.mx/), son las siguientes:

N
Bioaerosol
e
o

\
Superficie

A

Lugares de muestreo Métodos de muestreo

Entrada Salida

J

Figura 1. Lugares de muestreo y tipo de método que se utilizé. El panel superior indica que en el
area de entrada/salida de la estacion del metro, y en el &rea de andén, se tomaron muestras con el
aspirador Coriolis p Biological Air-Sampler®, y se expusieron cajas (método gravitacional). Ademas,
se tomaron muestras de superficie de torniquetes de entrada y salida con un hisopo (Copan®). Lo
anterior aplica para cada una de las cuatro estaciones muestreadas.

= HO-1 (Hospital General): pertenece a la Linea 3, sin correspondencia, con
localizacion en la Alcaldia Cuauhtémoc, es considerada de baja afluencia en
comparacion con las demas estaciones de la misma linea. Tiene la peculiaridad
de estar contigua a las inmediaciones del Hospital General, que brinda atencion

publica de especialidades médicas.
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HO-2 (Hospital 20 de Noviembre): estacidon que pertenece a la Linea 12, no tiene
correspondencia y se localiza en la Alcaldia Benito Juarez. Es de las estaciones
de mediana afluencia de dicha linea. Tiene la caracteristica de estar contigua a
las inmediaciones del Centro Médico Nacional 20 de Noviembre, del ISSSTE.

NH-1 (Chilpancingo): estacion perteneciente a la Linea 9, sin correspondencia con
otras estaciones del Metro, localizada igualmente en la Alcaldia Cuauhtémoc. Es
la tercera estacion de mayor afluencia de dicha linea. Ademas, intersecta con otro
medio de transporte: la Linea 1 del MetroBUs.

NH-2 (San Juan de Letran): es una estacion que pertenece a la Linea 8, no tiene
correspondencia y se encuentra localizada en el centro de la CDMX, en la Alcaldia
Cuauhtémoc. De acuerdo con las cifras de operacion del 2019, es la segunda

estacion de mayor afluencia de esa linea.

La decision de elegir en particular estas cuatro estaciones, se debe al objetivo principal

de este trabajo: el de determinar si existen diferencias en estaciones debido a la cercania

con hospitales, lo cual es el caso particular de Hospital General y 20 de Noviembre,

mientras que las estaciones de referencia, son San Juan de Letran y Chilpancingo. Las

estaciones de referencia fueron seleccionadas por su alta diversidad (indice de Shannon

de 7.40y 7.48, respectivamente) de acuerdo con el trabajo de Hernandez et al., (2019).

4.2Toma de muestras.

La toma de muestras se realizé los dias 24 y 25 de octubre del 2018 en un horario de

9:30-14:00 h y se hizo de manera simultanea tanto en el interior como en el exterior de

cada estacion. Adicionalmente, se tomaron los datos de temperatura y de humedad

relativa.
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4.2.1. Muestras de aire.

Se tomaron 6 muestras de aire de cada estacion (3 de interior y 3 de exterior) con el
aspirador de bioaerosoles Coriolis p Biological Air-Sampler® (Bertin Instruments). El
aspirador se colocé sobre una escalera (Im de altura) en la parte media del andén
(muestra de interior), y en una de las entradas de la estacién (muestra de exterior) (ver
Anexo 1). Se muestred un volumen final de 3m? para cada una de las muestras de aire
durante 15 min a una velocidad de 200 L/min (cada muestra: 3000L= 3m?) con el medio
de recoleccion STE (Tris 10 mM, EDTA 1mM, NaCl 100 mM; pH 8.0). Las muestras se
mantuvieron y transportaron hasta el laboratorio a una temperatura de 4°C.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 14 000 rpm durante 5 min y los botones
obtenidos se almacenaron a una temperatura de -80°C hasta su procesamiento.
Adicionalmente, se expusieron 16 placas de Petri con medio LB (Sigma®) durante 30
minutos. El método gravitacional permitio el crecimiento de bacterias cultivables. Se uso
como control negativo cajas de Petri que no fueron expuestas. Las cajas se incubaron a
28°C durante 48h.

4.2.2 Muestras de superficie de torniquetes.

Se tomaron muestras de superficie de 8 torniquetes de cada estacion (4 de entrada y 4
de salida). Las muestras se recolectaron con hisopos de nylon (Copan®) humedecidos
con medio STE (Tris 10 mM, EDTA 1mM, NaCl 100 mM; pH 8.0). El area final de
hisopado por cada torniquete fue de 600 cm?. Las muestras se transportaron a 4°C hasta
el laboratorio donde se homogenizaron mediante agitacion en vortex por ~10 segundos.
Las muestras se dividieron en dos: 90 pL se sembraron en cajas de Petri con medio de
cultivo LB (n=3, 30uL por caja). Las cajas se incubaron a 28°C durante 48h. La muestra
restante se almaceno junto con el hisopo a -80°C hasta su extraccion. En la tabla 1 se

resumen el tipo y nUmero de muestras que se tomaron.
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Tabla 1. Datos especificos de las muestras tomadas en cada estacion en funcién del ambiente
cercano ala estacion.

Ambiente Estacion Aire (n) Aire (n) Superficie (n) Superficie (n)
independiente dependientes independientes  dependientes
cultivo cultivo cultivo cultivo

(cajas Petri) (cajas Petri)

No- NH-1 3 interior 16 interior 4 entrada 3

AL 3 exterior 16 exterior 4 salida

NH-2 3 interior 16 interior 4 entrada 3
3 exterior 16 exterior 4 salida

Hospitalario HO-1 3 interior 16 interior 4 entrada 3

3 exterior 16 exterior 4 salida

HO-2 3 interior 16 interior 4 entrada 3
3 exterior 16 exterior 4 salida

Total: 24 128 32 12

4.3 Bacterias cultivables.

Transcurridas las 48h de incubacion, se hizo el conteo de las Unidades Formadoras de
Colonia (UFCs) de las 128 cajas expuestas. Posteriormente, se aislaron grupos de 300
UFCs de cada muestra. Las colonias se seleccionaron con base en la observacion de
las caracteristicas morfolégicas de color, tamafio, consistencia y aspecto superficial.
Después de su crecimiento a 28°C, estos grupos se recuperaron y resupendieron en

medio liquido LB para su almacenamiento y posterior procesamiento (Figura 2).

Extraccion de
DNA metagendmico

O~ - > 017

Muestras originales Subgrupos de muestras Pase de UFCs de medio sélido a antibidticos

n=16 cajas de Petri n= 6 cajas de Petri con LB a medio liquido
con LB (300 UFCs)

Figura 2. Procesamiento y almacenamiento de UFCs de bioaerosoles. Se aislaron 300 UFCs
de cada condicién. Las colonias se recuperaron en medio liquido, de donde se hizo la extraccion
directa de DNA metagendmico y los ensayos de resistencia a antibiéticos.
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4.4Ensayos de resistencia a antibiéticos.

Para los ensayos de resistencia antibiéticos, las muestras preservadas en medio liquido
LB de los grupos de cultivables de bioaerosoles y superficie de torniquetes de las cuatro

estaciones, se juntaron en cuatro lotes que se describen a continuacion:

Las UFCs de bioaerosol de interior y de exterior de HO-1 y HO-2.
Las UFCs de bioaerosol de interior y exterior de NH-1 y NH-2.
Las UFCs de superficie de torniquetes de entrada y salida de HO-1 y HO-2.

o o o p

Las UFCs de superficie de torniquetes de entrada y salida de NH-1 y NH-2.

Los lotes se juntaron con base en la medicion de la densidad Optica por
espectrofotometria para que se tuviera una concentraciéon de 1x10°. Y se hicieron
diluciones en serie para tener una concentracion final de 2x102 bacterias (80 uL de
inéculo, n=3) en cada caja con medio LB y LB adicionado con los antibi6ticos (Figura 3):
ampicilina (100ug/mL), tetraciclina (10ug/mL), eritromicina (10ug/mL), neomicina
(10ug/mL), cefotaxima (5ug/mL), meropenem (5ug/mL) y ciprofloxacina (5ug/mL). Las
cajas sembradas se incubaron a 28°C por 48h. Posteriormente, se hizo el conteo de las
placas con LB sin antibiético porque se utilizaron como control para determinar el
porcentaje de resistencia antimicrobiana de las UFCs, asi que se tomaron como el 100%,

y después se hizo la relacion del crecimiento con las placas adicionadas con antibiéticos.
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Mezcla de muestras de subgrupos © ©

conservadas en medio liquido LB LB + antibidticos

Inoculacion de muestras

Figura 3. Diagrama de flujo de los ensayos de resistencia a antibiéticos. Después de que
se mezclaran equivalentemente las muestras los subgrupos, se inocularon placas sin y con
antibiodticos.

4.5Técnicas independientes de cultivo.

4.5.1 Secuenciacion masiva del gen de RNAr 16S.
45.1.1 Extraccion de DNAy PCR.

La extraccion de DNA de las muestras independientes de cultivo (32 de superficie de
torniquetes y 24 de bioaerosoles), se llevé a cabo con el kit PowerSoil (Mobio®) siguiendo
el protocolo del fabricante, con la Unica diferencia de que en el primer paso, ademas de
afiadir la solucion C1, también se adicion0 fenol:cloroformo (1:1). Los 32 DNAs de
superficie de torniquete se mantuvieron por separado, sin embargo, los triplicados de las
muestras de bioaerosoles, se juntaron con el objetivo de tener mayor concentraciéon de
DNA, por ello, al final se obtuvieron 8 muestras de bioaerosoles. Se hizo la cuantificacion
de acidos nucleicos mediante espectrofotometria UV. Para evaluar la integridad y
viabilidad de los DNAs metagendmicos. se realizé una PCR del gen de RNAr 16S con el
par de primers 27F/1492R (5-AGAGTTTGGATCMTGGCTCAG-3/5'-

CGGTTACCTTGTTACGACTT-3).
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45.1.2 Bibliotecas de secuenciaciéon masiva.

Las 40 bibliotecas se prepararon mediante una PCR con el par de oligonucleotidos
MiSeq341F/MiSeq805R (5 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTAGGNGGCWG

CAG3'/5GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCCS3'), que
incluyen los adaptadores para la plataforma de secuenciacion Illlumina MiSeq®. Dichos
oligonucleétidos amplifican las regiones V3 y V4 del gen de RNAr 16S, y generan un
producto de secuenciacion de 464 pb. Se realizaron triplicados de las bibliotecas para
cada una de las 40 muestras (32 de superficie de torniquetes y 8 de bioaerosoles de
interiores y exteriores). Cada reaccion consistio en 4uL de amortiguador (5x), 1.6uL de
dNTPs (2.5mM), 1uyL de oligonucledtidos MiSeq341F (5pmol/uL), 1uL de
oligonucleétidos MiSeq805R (5pmol/uL), 0.2uL de polimerasa Q5 HotStart (New England
Biolabs™), 1uL de la muestra de DNA gendmico correspondiente y agua c.b.p 20 pL de
volumen final de reaccién. Las condiciones de reaccion fueron: desnaturalizacion inicial
a 95°C por 180s, desnaturalizacion a 92°C por 40s, alineamiento a 58°C por 40s,
extension a 72°C durante 90s, durante 30 ciclos y una extensién final de 5min a 72°C.
Luego con una electroforesis horizontal en gel de agarosa, se identificd la presencia o
ausencia de dicha amplificacion. Posteriormente, se cuantificaron los amplicones

mediante espectrofotometria con el equipo NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific©,

USA) a una longitud de onda de 260 nm.
La secuenciacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Servicios Gendémicos del
Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad (LANGEBIO, Unidad Irapuato),

utilizando la plataforma de Illumina® Miseq 2x300.

4.5.2 Secuenciacion tipo shotgun de bacterias cultivables de bioaerosoles.

Los dos lotes de muestras de bioaerosoles de bacterias cultivables de hospital y no-
hospital, se procesaron para hacer la extraccion de DNA gendmico (ver 5.5.1.1) de 1200
UFCs de cada uno.

La preparacién de las bibliotecas Truseq 2x150 y la secuenciacion tipo shotgun se llevo

a cabo también por el Laboratorio de LANGEBIO, Irapuato.
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4.6Procesamiento de los datos de secuenciacion.

4.6.1 Analisis de lecturas de secuenciacion masiva del gen de RNAr 16S.

Se analiz6 la calidad de las lecturas con el programa FastQC

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). El proceso de ensamblado

se hizo con Casper (Kwon, Lee, y Yoon, 2014) con los parametros por defecto, luego, se
formaron Unidades Taxondmicas Operativas (OTUS) con CD-HIT-EST (W. Liy Godzik,
2006) mediante la agrupacion de las secuencias al 97% de identidad. Se seleccionaron
las secuencias representativas de cada OTU con el cédigo pick rep_set.py de QIIME
(Caporaso et al., 2010). Se hizo la asignacion taxonOmica de las secuencias
representativas utilizando BLAST con la base de datos de Greengenes (DeSantis et al.,
2006). Se removieron las secuencias de aparicion unica (singletons), mitocondriales y de
cloroplasto, ademas, se identificaron las quimeras con
parallel_identify _chimeric_segs.py de QIIME (Caporaso et al., 2010). Los graficos y
analisis se llevaron a cabo en R con las paqueterias vegan (Oksanen et al., 2007),
phyloseq (McMurdie y Holmes, 2013) y ggplot2 (Wickham, 2011)

4.6.2. Analisis de secuencias de genomas de bacterias cultivables de

bioaerosoles.

Las lecturas de los dos metagenomas de bacterias cultivables (lote hospital y lote no-
hospital) se filtraron por calidad con Trimmomatic (Bolger, Lohse, y Usadel, 2014) y se
unieron los extremos pareados, luego, se hizo un primer ensamblado con metaSPAdes
(Nurk, Meleshko, Korobeynikov y Pevzner, 2017). Todas las lecturas crudas se alinearon
contra los contigs de metaSPAdes utilizando bbwrap (Bushnell, 2015), y las lecturas que
no se pudieron alinear, se extrajeron para hacer un segundo ensamble con Velvet
(Zerbino y Birney, 2008). Los contigs resultantes de ambos ensambladores, se juntaron
y se hizo un segundo alineamiento de los contigs con todas las secuencias crudas, se
extrajeron las no alineadas y se sumaron a los contigs, lo anterior, con el objetivo de

conservar la mayor informacién posible. Se hizo un filtrado por longitud de secuencias
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mayores a 149 nucleétidos. Con los contigs y secuencias filtradas se hizo la prediccion
de los marcos de lectura abiertos con Prodigal (Hyatt et al., 2010), esto permitid
determinar el nimero de proteinas en ambos metagenomas. Por otra parte, los contigs
y secuencias filtradas se subieron a la plataforma de MG-RAST para obtener los perfiles
de funciones metabdlicas.

La asignacién taxondmica se llevo a cabo con los marcos de lectura abiertos con Kraken
(Wood y Salzberg, 2014) y la base de datos de RefSeq (Pruitt, Tatusova y Maglott, 2007).

4.7Deteccion de genes de resistencia a antibidticos en los genomas de

bacterias cultivables.

Las proteinas predichas se utilizaron para hacer la identificacion de genes implicados en
mecanismos de resistencia. Para esto, se utilizé el programa BLASTp (version 2.6.0+)
(Camacho et al., 2009) y la base de datos de CARD, diciembre 2019 (The
Comprehensive Antibiotic Resistance Database) (McArthur et al., 2013). Los resultados
se filtraron mediante los parametros de e-value menor a 1x107-5, cobertura mayor al
60%. El mejor hit se determiné por su bitscore. La frecuencia relativa de cada gen se

normalizé con el nUmero de proteinas predichas.

5. Resultados

Los dias 24 y 25 de octubre de 2018, se tomaron muestras en cuatro estaciones del
metro de la Ciudad de México: Hospital General (HO-1) y 20 de Noviembre (HO-2), como
referentes de estaciones que son cercanas a ambientes hospitalarios, y Chilpancingo
(NH-1) y San Juan de Letran (NH-2), como referentes de estaciones no cercanas a
ambientes hospitalarios. Las muestras correspondieron a bioaerosoles, en el area de
andenes y area aledafia de la entrada/salida de las estaciones, y de hisopados de

superficie de 8 torniquetes, 4 de entrada y 4 de salida.
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5.1Metadatos de temperatura y humedad relativa.

Simultaneamente a la toma de muestras, se registraron los datos de temperatura (°C) y
humedad relativa (%), para poder determinar si existia alguna correlacion entre dichos
parametros y los resultados de secuenciacion en cada sitio muestreado: el area
inmediata exterior de la estacion, el area de torniquetes y el area de andenes. En la tabla

2 se muestran la media y desviacién estandar de cada estacion.

Tabla 2. Cifras de los metadatos de temperatura (T) y humedad relativa (HR) de cada estacion y
lugar de muestreo (media + desviacién estandar).

Sitio de Estacion
muestreo

HO-1 HO-2 NH-1 NH-2

T (°C) %HR T (°C) %HR T (°C) %HR T (°C) %HR
Andén

25.7+1.9 39.2+3.4 22.5+1.0 50.2+1.9 24.5+2.4 51.25+7.4 | 23.5+0.6 43.0+£1.9
Area de
torniquetes | 26.5+0.5 34.2+0.9 23.7+0.5 42.7+2.6 24.2+0.5 46.0+1.4 23.2+1.0 42.2+1.2
Exterior de
estacion 22.5+1.0 37.5+2.0 24.2+0.5 42.2+1.9 18.2+0.5 58.25+2.9 | 17..0+0.6 54.0+0.7

En el caso de tres estaciones (HO-1, NH-1y NH-2), se registraron temperaturas mayores
al interior de las estaciones, tanto en las areas de andén, asi como en las areas de
torniquetes. En la estacion HO-2, la temperatura fue mayor al exterior de la estacion.
Las lecturas de humedad relativa fueron menores en la estacion HO-1 y mayores en las

estaciones HO-2 y NH-1.

5.2Crecimiento de muestras cultivables.

Las muestras de bioaerosoles obtenidas a partir de la exposicion de 16 placas en el
interior y 16 placas en el exterior en cada una de las cuatro estaciones, y de la inoculacién
de las muestras de superficie de torniquetes, mostraron el crecimiento de UFCs después
de incubarlas 48h a 28°C. En la figura 4 se muestra un ejemplo del tipo de crecimiento

gue se observo en las 140 placas de Petri.
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Figura 4. Crecimiento en cajas de Petri. Crecimiento de UFCs en la estacion NH-2 del interior
(derecha) y exterior (izquierda).

En la tabla 3, se resumen las medias de UFCs que se obtuvieron en cada condicién de

crecimiento. De manera general, se obtuvo mayor nimero de UFCs en las muestras de

bioaerosoles, y especificamente en el exterior.

Tabla 3. Crecimiento de UFCs de cada condicion, se muestran los datos de media y total.

HO-1 HO-2 NH-1 NH-2

Interior Exterior Superf. Interior Exterior  Superf, Interior Exterior Superf. Interior Exterior Superf.
25+8 677 16+3 6+3 701 27+12 26+8 106+30 12+ 4 61+9 155+20 27+5
Total: Total: Total: Total: Total: Total: Total: Total: Total: Total: Total: Total:

409

1075

309

98

1115

68

417

1697

36

981 2484 71

Para las pruebas de resistencia, se eligieron y utilizaron antibiéticos con distintos

mecanismos de resistencia. Las muestras cultivables se agruparon en cuatro distintas

condiciones: bioaerosol y superficie, ya sean de estaciones cercanas a hospital o de

estaciones no cercanas a hospital. Las bacterias cultivables se crecieron en cajas de

Petri en presencia de 9 antibioticos. Se utilizé un indculo liquido de 1200 UFCs para cada

condicion (ver seccion 4.4 en metodologia). En la figura 5 se muestran los diagramas de

caja para cada uno de los antibidticos. Los porcentajes mayores de resistencia se

observaron con los antibiéticos neomicina (19%) y eritromicina (17%), mientras que los

porcentajes menores se registraron con tetraciclina (0.7%) y ciprofloxacina (2.5%). A

simple vista se observan diferencias entre las diferentes condiciones (hospital / no
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hospital), sin embargo, ninguna muestra fue estadisticamente significativas (p>0.01) de
acuerdo con la prueba Kruskal-Wilis.

Blanco del

antibidtico Pared celular Ribosoma (30S) | Ribosoma (50S) DNA girasa
18 AMPICILINA CEFOTAXIMA CIPROFLOXACINA
' a * % 35
12 - 08 - F 30 -
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04 - - 06 - 2.0
3
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—-— " ey 05 - .
04 - 20 s HO_Bioaer.
10° —— i
0- . B b . T ——— 0- R mm NH_Bioaer.
HO NH HO NH HO NH HO NH HO NH HO NH ™8 HO_Superf.
Bioaerosol Superficie Bioaerosol Superficie Bioaerosol Superficie B8 NH Superf.

Figura 5. Porcentajes de resistencia a antibidticos de muestras cultivables. Para cada antibidtico se
indican los datos para bioaerosol (lado izquierdo), y los datos de superficie (lado derecho) de las dos
condiciones hospital (HO) y no-hospital (NH) resaltados con colores rojos y azules, respectivamente.

5.3Secuenciacion masiva del gen de RNAr 16S.

6.3.1. Extraccion de DNA y obtencion de bibliotecas.
Las 40 muestras que se tomaron de bioaerosoles (n=8) y de superficie de torniquetes
(n=32), se procesaron para obtener DNA metagendmico, la media de concentracion de
DNA para las muestras de superficie fue de 7.0+£3.7 ng/uL, mientras que para las
muestras de bioaerosol, fue de 11.5+6.0 ng/uL (ver Anexo ll). A partir de estas muestras,
se prepararon las bibliotecas del gen de RNAr 16S para secuenciacion lllumina-MiSeq

2x300, con el par de oligonucleétidos MiSeq341F/MiSeq805R (ver Anexo lI).
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6.3.2 Procesamiento de lecturas de secuenciacion.

Las secuencias se parearon y se agruparon al 97% de identidad para conformar
Unidades Taxonomicas Operativas (OTUs), posteriormente, se eliminaron las
secuencias de aparicidbn Unica (singletons) y las secuencias de cloroplastos vy
mitocondrias. Finalmente, el analisis se hizo con un total de 41,827 OTUs (tabla 4), de
los cuales, 12,177 OTUs aparecen en muestras de bioaerosol y 39,458 a OTUs en

superficie de torniquetes.

Tabla 4. Datos generales de las lecturas de secuenciacién masiva del gen de RNAr 16S.

Secuencias  Secuencias pareadas # OTUs (97%) # OTUs (97%) OTUs (97%)
sin singletons sin cloroplastos vy
mitocondrias

40 muestras 5, 082, 478 2,541, 239 362, 816 43,519 41, 827
(3.16x10"9
b)
Promedio por 64,003 63, 530 (99.26 %) 12, 273 4,102 4,087
muestra + 10581 + 10525 + 2980 + 1451 + 1342

6.3.3 Diversidad alfa.

Se calculé la diversidad entre muestras con distintos estimadores (Anexo V). En lafigura
6 se observa que la diversidad es mayor en las muestras de superficie respecto a las de
bioaerosol, con H'=6 y H'=5.5, respectivamente. Este mismo comportamiento se observa
aun separando las muestras por ambiente hospitalario y no-hospitalario, como se
muestra en la figura 7, con los valores de Shannon de H’=5.5, H'=5.6 para bioerosol
y H'=5.9 y H'=6 para superficie, para hospital y no-hospital, respectivamente. La
diversidad de ambientes no-hospitalarios tanto de bioaerosol como de superficie, es

mayor que las de las muestras de ambiente hospitalario.
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Figura 6. Graficos de cajas de indices de diversidad alfa entre tipo de muestras. Las gréficas
resaltadas en amarillo corresponden a las muestras de bioaerosoles (n=8) y las verdes a las muestras de
superficie de torniquetes (n=32).
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Figura 7. Graficos de cajas de indices de diversidad alfa entre tipo de muestras y ambiente. Las
gréficas resaltadas en tonos de rojo pertenecen a ambientes hospitalarios y las de tonos en azul, a
ambientes no hospitalarios.
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2.3.4 Diversidad beta.

Se hicieron las comparaciones con diferentes métodos y distancias para determinar la
diversidad beta. En la figura 8, se muestran los graficos del analisis multivariado NMDS,
calculados con Bray-Curtis. Se observa que, independientemente de si se toma en
cuenta la abundancia relativa (weighted) o sélo presencia o ausencia (unweighted), las
muestras principalmente se agrupan con base en el lugar de toma de muestra, es decir,

bioaerosol y superficie), no se agrupan entre ambientes de hospital y no-hospital.

También se evalué si las condiciones de temperatura o humedad influian en el
comportamiento de agrupamiento de las muestras, sin embargo, en ningun caso se

observé algun tipo de correlacion.
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Figura 8. Ordenamientos de diversidad beta entre tipo de muestras y ambiente. Se calcularon con la
distancia Bray. Los tonos rojos indican que son muestras de hospital y los tonos de azul que son de
muestras de no hospital. Los ordenamientos se hicieron con los parametros tanto de weighted como
unweighted.

2.3.5 Composicion del microbioma.

Las secuencias se agruparon con un valor de corte de 97% de identidad y de dichas

secuencias se obtuvieron 41,827 OTUSs, de los cuales se hizo la asignacion taxonémica.
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Los phyla mas abundantes tanto en bioaerosol como superficie, son Actinobacteria y
Proteobacteria. La principal diferencia es en el Phylum Firmicutes, ya que se nota que
hay menor abundancia en las muestras de bioaerosol que en las de superficie (figura 9).
Las clases mas abundantes son: Actinobacteria, Alphaproteobacteria vy
Gammaproteobacteria, y se observa una menor abundancia en las muestras de
bioaerosol respecto a las de superficie en la clase Deinococci. A nivel de orden, los méas
abundantes son Actinomycetales, Rhodobacterales y hay una abundancia menor de
Pseudomonadales y Lactobacillales en las muestras de bioaerosol. Respecto al nivel de
familia, las mas abundantes son Staphylococcaceae, Moraxellaceae y una abundancia

menor de Microcococcaceae en las muestras de bioaerosol.

Bioaerosol Superficie de torniquete Phylum
< 1% abund.

p__Fusobacteria

p__Proteobacteria

. p__[Thermi]

. p__Acidobacteria
c;s 0.75 - - p__Actinobacteria
© p__Armatimonadetes
m -
x . p__Bacteroidetes
CU .
‘5 0.50 - . p__Chloroflexi
c
'cé . p__Cyanobacteria
S p__Firmicutes
o __
<0.25-

B pmv7

0.00 -~ ="m"= - ==

Muestras
Figura 9. Graficos de barras de Phylum. Las muestras resaltadas en azul corresponden a ambientes no

hospitalarios y las resaltadas en rojo a hospitalarios. IN=Interior; EX=Exterior; S=Superficie de torniquetes.
Las letras A-D, corresponden a torniquetes de entrada, mientras que de E-H, a torniquetes de salida.

Para determinar a nivel de género cuales fueron los mas abundantes, se colapsaron las

8 muestras de bioaerosol y las 32 de superficie (figura 10). Los géneros mas abundantes
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en bioaerosol son Kocuria, Paracoccus y Deinococcus, respecto a superficie, son

Streptococcus, Staphylococcus, Cutibacterium, Corynebacterium y Acinetobacter.

Género
. < 1% abund.

|

T |

B o Acinetobacter |

B o_ Anaerococcus |

. g__Arsenicicoccus
g__Blastococcus

. g__Chryseobacterium

. g__Corynebacterium

. g__Deinococcus
g__Enhydrobacter

. g__Erwinia

. g__Hymenobacter

. g__Kaistobacter
g__Kocuria

. g__Methylobacterium

. g__Micrococcus

. g__Modestobacter
g__Paracoccus

. g_ Prevotella

. g_ Cutibacterium
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g__Rubellimicrobium

. g__Skermanella

. g__Staphylococcus

. g__Streptococcus

W g_ Veillonella
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Figura 10. Taxonomia de géneros de las muestras de bioaerosol y de superficie de torniquetes. Las
ocho muestras de bioaerosol se colapsaron en una sola barra, al igual que las 32 de superficie.

La frecuencia de los géneros se desglosa de acuerdo con el tipo de ambiente,
hospitalario y no hospitalario en la Figura 11. En las muestras de bioaerosol de hospital
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se observa una mayor abundancia relativa de los géneros Arsenicococcus y
Polaromonas, mientras que en el bioaerosol de no-hospital Micrococcus es mas
abundante. En las muestras de superficie de torniquetes de estaciones cercanas a
hospital, hay mayor abundancia de Bacillus, Hymenobacter, Myroides vy
Rubellimicrobium, y en las superficies de torniquetes de no-hospital, de Anaerococcus y

Leuconostoc.
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Figura 11. Taxonomia de géneros de las muestras de bioaerosol y de superficie de torniquetes de
los ambientes hospitalario y no-hospitalario. Las ocho muestras de bioaerosol se colapsaron en dos
barras, al igual que las 32 de superficie.
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Posteriormente, para evaluar si existia diferencia entre las abundancias de géneros de
las condiciones estudiadas, se compararon las muestras de superficie de hospital y no-
hospital, y con resultados estadisticamente significativos (p<0.05; prueba de Walt), se
encontro que el género Rubellimicrobium perteneciente al Phylum Bacteroidetes se
encuentra sobre representado en las superficies de torniquetes de estaciones cercanas
a hospitales, mientras que Hymenobacter, del Phylum Proteobacteria, esta sobre
representado en las superficies de torniquetes de estaciones de no-hospital.

Respecto a la comparacion entre bioaerosoles, hay 10 géneros sobre representados en
las muestras de bioaerosol de hospital, mientras que en bioaerosol de no-hospital, hay

20 géneros sobre representados (p<0.0005; prueba de Walt) (figura 12).
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Figura 12. Abundancia diferencial de géneros en bioaerosoles de hospital y no hospital
(log2foldchange). Arriba se muestra en ambiente hospitalario y abajo en ambiente no hospitalario. Con
un valor de alpha=0.0005.

2.4 Secuenciacion de los metagenomas de bacterias cultivables de bioaerosoles.

Los subgrupos de ~300 UFCs de bacterias cultivables de bioaerosoles de cuatro
estaciones tanto del interior como exterior, se juntaron de acuerdo con si pertenecian a
ambientes hospitalarios o no-hospitalarios, asi pues, las dos muestras de NH-1 (interior

y exterior), se juntaron con las dos muestras de NH-2, dando un total de 1200 UFCs, lo
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anterior aplicé de igual manera con las muestras de HO-1 y HO-2. El DNA obtenido a
partir de las muestras de estos dos grupos de bacterias cultivables se envi6 a secuenciar
para tener dos metagenomas de las bacterias cultivables de bioaerosoles de hospital y
no-hospital. En la tabla 5 se muestran los datos del procesamiento de ambos
metagenomas (Anexo |V para cifras detalladas). Los contigs obtenidos se subieron a la
plataforma de MG-RAST (Metagenomic Rapid Annotations using Subsystems
Technology), que genera los perfiles de funcién y diversidad a través de la anotacién de
proteinas con distintas bases de datos homologadas. Para el caso de las bacterias
cultivables del bioaerosol de hospital, se predijo que el 93% de las secuencias
correspondian a proteinas, y a partir de dichas secuencias, se anoté el 65.9% para
proteinas conocidas, 34% para proteinas desconocidas y 0.1% de RNA ribosomal. En el
metagenoma de cultivable de bioaerosol de no-hospital, se utilizé el 91% de las
secuencias totales, el 65.8% se anotd para proteinas conocidas, 34% para proteinas

desconocidas y 0.2 % para RNA ribosomal.

Tabla 5. Datos de cifras generales del procesamiento de metagenomas de bioaerosoles de
cultivables.

Contigs +
Datos Pareadas Contigs Contigs no mapedas Proteinas
Muestra crudos Trimommatic Spades Velvet No mapeadas >150 prodigal
HOSPITAL 4,134,311/ 3,994,772/
# secuencias 4,134,311 3,994,772 508,172 282,386 698,302 1,249,230 1,322,801

622,014,508/ 590,484,672/
long. total (pb) 622,424,343 588,355,065 244,559,683 43,755,873 102,231,552 360,679,680

NO-HOSP 712,925/ 681,289/
# secuencias 712,925 681,289 137,425 115,138 269,043 414,342 412,125

105,271,701/ 98580985/
long. total (pb) 105,341,898 98 480 724 45,284,670 18,006,986 38,513,034 88,779,178

En la figura 13, se muestran los porcentajes de los subsistemas de funciones
metabdlicas para ambos metagenomas, se puede observar que las abundancias son
muy parecidas entre si, y los mas abundantes corresponden a las rutas metabdlicas de

carbohidratos.
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Carbohidratos

Subsistemas basados en agrupamiento
Aminoacidos y derivados

Miscelaneos

Cofactores, Vitaminas, Grupos Prostéticos y Pigmentos
Metabolismo de Proteinas

Metabolismo de RNA

Acidos grasos, Lipidos e Isoprenoides
Metabolismo de DNA

Pared Celular y Capsula

Virulencia, Enfermedad y Defensa
Transporte de Membrana

Nucledsidos y Nucleétidos

Respuesta a Estrés

Respiracion

Metabolismo de Compuestos Aromaticos
Adquisicion y metabolismo de Hierro
Regulacién y Sefalizacion

Fagos, Profagos, Elementos Transponibles, Plasmidos
Division Celular y Ciclo Celular

Motilidad y Quimiotaxis

Metabolismo Sulfurico

Metabolismo de Fésforo

Metabolismo de Nitrégeno

Metabolismo de Potasio

Metabolismo Secundario

Dormancia y Esporulacion

Fotosintesis

m No-Hospital

Figura 13. Abundancia porcentual de los subsistemas de las bacterias cultivables de bioaerosoles.
Los porcentajes se obtuvieron a partir de la anotacion de proteinas con MG-RAST.

2.4.1 Genes de resistencia a antibiéticos

Las muestras de los metagenomas también permitieron hacer la identificacion de
potenciales genes de resistencia a antibidticos. Para ello, se hizo un BLASTp con la base
de datos de CARD (The Comprehensive Antibiotic Resistance Database), que en

noviembre 2019 contenia 2905 proteinas implicadas en mecanismos de resistencia a

antibioticos.

Se identificaron 882 diferentes genes de resistencia en las muestras de bacterias
cultivables de bioaerosol de estaciones de hospital, y 616 genes en el bioaerosol de
cultivables de no-hospital. De dichos genes, 566 se compartieron en ambas condiciones,

316 fueron exclusivos de hospital y 50 de no-hospital. Se normalizaron y calcularon las
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abundancias de genes con base en el numero total de proteinas predichas por Prodigal
(ver tabla 5). De los genomas de bacterias cultivables de bioaerosol de hospital, 0.06%
son genes de resistencia a antibioticos, y en las bacterias cultivables de bioaerosol de
no-hospital son 0.14%.

En la figura 14 se muestra la abundancia relativa de los genes involucrados en la
resistencia a antibiéticos. En ambas muestras, el perfil es similar: la mayor abundancia
la representa el gen macB, seguido por abaF, bcrA 'y parY.

Genes de resistencia

I < 1% abund.
. AcinetobacterbaumanniiAbaF

. adelL
. arlR
" arls

bcrA
. BifidobacteriumileSconferringresistancetomupirocin

. efrA
- evgA
evgs
. macB
. msbA
. mtrA

NmcR

. novA

1.00-

0.75-

0.50 -
I olec
. rpoB2

0.251 ] StreptomycesrishiriensisparYmutantconferringresistancetoaminocoumarin

- i
I -

B tetas8)
. NS BN

Abundancia Relativa

Hospital
No Hospital

Figura 14. Abundancia relativa de genes de resistencia a antibiéticos. Se colapsaron los genes <1%
de abundancia. Del lado izquierdo se encuentran la abundancia de la muestra de bacterias cultivables de
bioaerosol de hospital, y del lado derecho la de bacterias cultivable de bioaerosol de no-hospital.
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Se agruparon los genes de resistencia en funcion de mecanismos de accion (Figura 15).
En total se identificaron 6 mecanismos de resistencia y 3 en combinacion. El mas
abundante, es el mediado por bombas de eflujo, seguido por la modificacién del blanco
del antibidtico, el menos abundante fue la combinacién de bomba de eflujo y reduccion
de la permeabilidad. En la Figura 16, se muestran las clases de antibiéticos a las que
pudiera presentarse resistencia, en total son 109 clases distintas, pero se agruparon las
<1% de abundancia, por lo que sélo se muestran las mayores al >0.5% de abundancia,
gue son 27, las clases mas abundante es la de macrolidos, péptidos, fosfomicina y
aminocumarina.

Mecanismos

Bomba de eflujo

Bomba de eflujo/Reduccion de permeabilidad
Inactivacién del antibiético

Modificacion del blanco

Modificacion del blanco/Bomba de eflujo
Modificacion del blanco/Reemplazo del blanco
Proteccion del blanco

Reemplazo del blanco

Reduccién de la permeabilidad

0.75-

0.25-

0.00 -

Abundancia Relativa
&
Hospital |.I| _

Figura 15. Abundancia relativa de los mecanismos de acciéon de los genes de resistencia a
antibioticos. Se colapsaron los genes <1% de abundancia. Del lado izquierdo se encuentran las
abundancias de la muestra de cultivable de bioaerosol de hospital, y del lado derecho las de cultivable de
bioaerosol de no-hospital.
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1.00- Clase de antibiético

B < 0.5% abund.

. Aminocumarina
B Aminoglucésido

. Aminoglucésido/aminocumarina

| Aminoglucésido/cefalosporina/cefamicina/betalactdmico
Biciclomicina

. Carbapenémico/cefalosporina/cefamicina/betalactdmico

[ Elfamicina

[ Fluoroguinolona
Fluoroquinolona/acridina

. Fluoroquinolona/tetraciclina

B Fosfomicina

I Glucopéptido
Lincosamida

. Macrélidos

. Macrolidos/fluoroquinolona/betalactdmico/tetraciclina

. Macrélidos/fluoroquinolona/rifamicina
Macrélidos/lincosamida/streptogramina/tetraciclina/oxazolidinona/fenicol/pleuromutilina

B Macrélidos/betalactamico

. Macrolidos/tetraciclina/triclosan

. Monobactamico/carbapenémico/cefalosporina/cefamicina/betalactdmico/fenicol
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Figura 16. Abundancia relativa de los genes de resistencia agrupados por clases de antibiético. Se
colapsaron las clases <0.5% de abundancia. Del lado izquierdo se encuentran las abundancias de la
muestra de cultivable de bioaerosol de hospital, y del lado derecho las de cultivable de bioaerosol de no-
hospital.

En la Figura 17, se muestra la abundancia de las familias de resistencia antimicrobiana,
en total se identificaron 179 distintas familias, pero se colapsaron las >0.1% de
abundancia, asi que se muestra la abundancia sélo de 38 familias. Las mas abundantes
son la bomba de eflujo tipo ABC, la bomba de eflujo de la superfamilia MFS, y la bomba

de eflujo resistente a la nodulacion y division celular.
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Familia de Resistencia Antimicrobiana

M <0.1% abundancia

I ABC-FATP-binding casette proteina de proteccién ribosomal
M parY resistente a aminocumarina

B ampC-tipo beta-lactamasa
isoleucil-tRNA sintetasa (ileS)
Bomba de eflujo ATP-Binding casette (ABC)
Bomba de eflujo ATP-Binding casette (ABC); Bomba de eflujo de superfamilia (MFS)
0.75- M Bomba de eflujo ATP-Binding casette (ABC); Bomba de eflujo de superfamilia (MFS); Bomba de eflujo resistencia nodulacién (RND)
¥ cfr RNA ribosomal metiltrasferasa
Cloranfenicol fosfotransferasa
mprF defensina
Porina reductora de permeabilidad a beta-lactamicos
Cluster resistencia a glucopéptidos; ligasa Van
Cluster resistencia a glucopéptidos; VanR
M Cluster resistencia a glucopéptidos; VanT
™ kdpDE
Bomba de eflujo de superfamilia (MFS)
Bomba de eflujo de superfamilia (MFS); Bomba de eflujo resistencia nodulacién (RND)
M PBP2 resistencia a meticilina
M Transportador multridroga (MATE)
B murA transferasa
NmcA beta-lactamasa
M Non-erm RNAr 235 metiltransferasa (A1067)
Pmrp fosfoetaloaminotransferasa
M Bomba de eflujo resistencia a la nodulacién (RND)
Bomba de eflujo resistencia a la nodulacién (RND); Porina reductora de permeabilidad a beta-lactdmicos
rifampinmonoxigenasa
rifampinfosfotransferasa
rifamicin-resistente-subunidad beta de la RNA polimerasa (rpoB)
bomba de eflujo SMR
estreptograminvatacetiltransferasa
[l estreptotricinacetiltransferasa (SAT)
M sulfonamida resistente (sul)
M proteina de proteccién ribosomal resistente a tetraciclina
B trimetropimresistente dihidrofolatoreductasa (dfr)
[ proteina undecaprenilpirofosfato
Cluster resistencia a glucopéptidos; VanH
Cluster resistencia a glucopéptidos; VanS

Figura 17. Abundancia relativa de familias de genes de resistencia a antibiéticos. Se colapsaron las
clases <0.1% de abundancia. Del lado izquierdo se encuentran las abundancias de la muestra de cultivable
de bioaerosol de hospital, y del lado derecho las de cultivable de bioaerosol de no-hospital.
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Para poder determinar si algunos genes se encontraban en sobre representacion en
alguna condicion, se dividieron las frecuencias relativas y se seleccionaron los genes
gue estuvieran 3 veces mas abundantes en el metagenoma de hospital respecto al de
no-hospital, en la tabla 6 se muestran los 20 genes sobre representados. El gen bmr,
gue codifica para un transportador, fue el mas sobre representado al estar 8 veces mas
abundante en la muestra de bioaerosol de hospital que en la de no hospital. Se ha
observado que este transportador genera resistencia a antibioticos como las
fluoroquinolonas, doxorrubicina, cloranfenicol y puromicina (Ahmed, et al., 1995)
(Neyfakh, et al., 1991). Los genes que estan también sobre representados presentan
resistencia a antibidticos de distintas clases, principalmente los beta-lactamicos,

glucopéptidos, péptidos, cloranfenicol y tetraciclinas.
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Tabla 6. Genes sobre representados en el metagenoma de hospital.

# de veces Referencias
sobre Resistencia a Antibioticos*
Gen representado
Fluoroguinolonas, doxorrubicina, |(Ahmed, et al., 1995)
bmr cloranfenicol y puromicina (Neyfakh, et al., 1991).
8
vanO '\Vancomicina y teicoplanina (Gudeta, et al., 2014)
6
vanTN 'Vancomicina y teicoplanina (Lebreton, et al., 2011)
5
Tetraciclina (Forsberg et al., 2015)
tet(49) 5
Estreptotricina (Tietze, et al., 1990)
SAT-3 5
Eritromicina, beta-lactamicos. (Nishino, et al., 2008)
gadX, 4
IAmpicilina, penicilina, amoxicilina- |(Pérez, et al., 2007)
acrA (Enterobacter acido clavulanico, cefalotina,
cloacae) 4 cefoxitina.
eptA Colistina (Potron, et al. 2019)
4
blt Fluoroquinolonas (Ahmed, et al., 1995)
4
mdtG 4 Fosfomicina (Fabrega, et al., 2010)
emeA 4 Fluoroquinolonas (Jonas, et al., 2001)
Bacitracina Hynninen, et al., 2009
pgpB 4 (Hy )
AIM-1 4 Beta-lactamicos (Yong, et al., 2012)
tet(51) 3 Tetraciclina (Forsberg, et al., 2015)
mprF (Listeria Cationic Antimicrobial Peptides (Thedieck, et al., 2006)
monocytogenes) 3
tet(52) Tetraciclina (Forsberg, et al., 2015)
3
catB2 Cloranfenicol (Parent, et al., 1992)
3
mprF (Clostridium Daptomicina (Ernst, et al., 2009)
perfringens)
3
mecl Meticilina (Garcia-Castellanos, et al.,
3 2004)
Erm(37) 3 Macrolidos (Andini y Nash, 2006)

*Se usé CARD como referencia.
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2.4.2 Asignacion taxonémica.

A partir de los metagenomas de bacterias cultivables se hizo la asignacion taxonémica
para identificar a los microorganismos. Se asignaron 51.63% de las secuencias de las
bacterias cultivables de bioaerosol de hospital, y 56.81% de no-hospital.

En el metagenoma de hospital, se asignaron los dominios Bacteria (98.85%), Eukaryota
(0.93%), Archaea (0.18%) y Virus (0.04%). En el metagenoma de no-hospital: Bacteria
(98.69%), Eukaryota (1.13%), Archaea (0.15%) y Virus (0.03%). En latabla 7 se resumen
las asighaciones mas abundantes para los niveles taxonémicos de Phylum, Clase,
Orden, Familia, Género y Especie. En todos los niveles taxondémicos, ambas muestras
presentan similitudes en composicion y abundancia, sin embargo, en los niveles de

género y especie comienzan a observarse diferencias en composicion.

Tabla 7. Asignaciones taxonémicas con mayor abundancia.

Nivel taxon6mico

Metagenoma Hospital

Metagenoma No-Hospital

Phylum

Actinobacteria (44%)
Proteobacteria (29%)
Firmicutes (18%)
Bacteroidetes (4%)
Deinococcus-Thermus (2%)
Otros (3%)

Actinobacteria (49%)
Proteobacteria (37%)
Firmicutes (6%)
Bacteroidetes (4%)
Deinococcus-Thermus (2%)
Otros (2%)

Clase Actinobacteria (45%) Actinobacteria (50%)
Bacilli (18%) Gammaproteobacteria (26%)
Gammaproteobacteria (13%) Alphaproteobacteria (7%)
Alphaproteobacteria (8%) Bacilli (6%)
Betaproteobacteria (7%) Betaproteobacteria (3%)
Otros (9%) Otros (8%)

Orden Mirococcales (29%) Mirococcales (34%)
Bacillales (17%) Pseudomonadales (16%)
Pseudomonadales (9%) Corynebacteriales (10%)
Corynebacteriales (9%) Bacillales (5%)
Burkholderiales (7%) Enterobacterales (5%)
Otros (29%) Otros (30%)

Familia Microbacteriaceae (14%) Microbacteriaceae (18%)
Micrococcaceae (13%) Micrococcaceae (14%)
Bacillaceae (11%) Pseudomonadaceae (10%)
Pseudomonadaceae (7%) Moraxellaceae (7%)
Nocardiaceae (4%) Nocardiaceae (5%)
Otros (51%) Otros (46%)

Género Bacillus (10%) Microbacterium (14%)

Microbacterium (8%)
Pseudomonas (7%)
Arthrobacter (5%)
Kocuria (3%)
Rhodococcus (3%)
Streptomyces (3%)
Staphylococcus (3%)
Masilia (3%)

Pseudomonas (10%)
Kocuria (6%)
Rhodococcus (4%)
Acinetobacter (4%)
Arthrobacter (3%)
Brevundimonas (3%)
Corynebacterium (3%)
Staphylococcus (2%)
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Otros (55%)

Otros (51%)

Especie

Masilia oculi (2%)

Brevibacterium frigoritolerans (1%)
Homo sapiens (1%)

Paracoccus sp. Arc7-R13 (1%)
Arthrobacter crystallopoietes (1%)
Deinococcus ficus (1%)

Bacillus sp. FIAT-22090 (1%)
Microbacterium oxydans (1%)
Pseudomonas sp. 02C 26 (1%)
Microbacterium foliorum (1%)
Otros (89%)

Pseudomonas stutzeri (5%)
Microbacterium foliorum (3%)
Micrococcus luteus (2%)
Kocuria rosea (2%)

Kocuria indica (1%)

Kocuria turfanensis (1%)
Deinococcus swuensis (1%)
Acinetobacter johnsonii (1%)
Serratia marcescens (1%)
Homo sapiens (1%)

Otros (82%)

6. Discusion.

El Sistema de Transporte Colectivo (Metro), representa el principal medio de movilizacién
en la Ciudad de México y Area Metropolitana. Diariamente, en este espacio confluyen
~4.5 millones de personas. Los pasajeros, a su vez, traen consigo su huella
microbiolégica, y a través de interactuar con las distintas superficies (torniquetes,
pasamanos de escaleras, tubos de vagones, asientos, piso, taquillas, maquinas de
recarga de tarjetas, etc.) y el aire de interiores, los microorganismos se depositan y
permanecen en las instalaciones. En este trabajo estudiamos la composicion taxonémica
del microbioma en el Metro, a través de la secuenciacion de las regiones V3-V4 del gen
de RNAr 16S de muestras de bioaerosoles y de superficie de torniquetes. Ademas,
evaluamos la resistencia a antibiéticos por medio de ensayos de resistencia con
muestras de bacterias cultivables y con la secuenciacion tipo shotgun de los genomas

de bacterias cultivables de bioaerosoles.

6.1 Temperatura y humedad relativa.

Los metadatos de temperatura (°C) y humedad relativa (%) (Tabla 2) muestran que de
manera general, la temperatura fue mayor en el interior de las instalaciones del Metro
gue en el exterior. Esto lo podemos atribuir a las condiciones del sistema de ventilacion,
gue en ocasiones no resultan ser tan eficientes, en cambio, en la estacion HO-2, que
pertenece a la Linea 12 y que es la de construccion mas reciente, la temperatura fue
mayor en el exterior respecto al interior, lo que podria deberse a que las instalaciones de

ventilacion son mas recientes. Respecto a las lecturas de humedad relativa, no parece
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haber una relacion entre interior y exterior de las instalaciones del Metro. Estos datos los
tomamos en cuenta porque existe evidencia de que la temperatura y humedad relativa
son factores que pueden influir en la composicion microbiolégica de un ambiente. Por
ejemplo, en un estudio aerobioldgico llevado a cabo en algunas estaciones del Metro de
la CDMX, en diferentes estaciones del afio, encontraron que el crecimiento de UFCs en
época de invierno, tuvo correlacion positiva con la temperatura, mientras que en época
de calor, también hubo una correlacion positiva con el porcentaje de humedad relativa
(Hernandez-Castillo, et al., 2014). En nuestro estudio no se encontré ninguna correlacion
con estas dos variables, ni con los datos de secuenciacion del gen de RNAr 16S ni con

los datos de bacterias cultivables de bioaerosoles.

6.2Muestras cultivables y ensayos de resistencia a antibioticos.

Las muestras de bacterias cultivables de bioaerosoles se tomaron mediante el método
gravitacional, por ello, no podemos comparar el nimero de UFCs que se obtuvo en cada
estacion y entre estaciones (Tabla 3), si bien la media de crecimiento fue mayor en los
exteriores, esto se puede atribuir a que el flujo de aire es mayor afuera debido al transito
mayor de personas, asi como de automoviles. No obstante, dichas muestras las
utilizamos para obtener lotes de 300 UFCs de cada condicidén y hacer los ensayos con
nueve antibioticos pertenecientes a distintos mecanismos de accion. En promedio, tanto
en bioaerosol como en superficie, observamos un porcentaje mayor de resistencia a los
antibiéticos neomicina (19%), eritromicina (17%) y ampicilina (10%), y un % menor con
los antibidticos tetraciclina (1%), cloranfenicol (2%) y ciprofloxacina (2.5%) (figura 5). En
el caso de nuestras muestras de bioaerosol, en 5/9 casos, los porcentajes de UFCs
resistentes fueron mayores en las muestras de no-hospital, mientras que en el caso de
superficie de torniquetes, en 6/9 los porcentajes fueron mayores también en las muestras
de no-hospital. Existen otros estudios donde evaluaron también el porcentaje de
resistencia a antibioticos, tal es el caso del Metro de Noruega, donde tomaron muestras
de bioaerosoles, aislaron las UFCs y hallaron resistencia a los antibiéticos: acido
nalidixico (75%), ampicilina (27%), tetraciclina (4%), estreptomicina (9%) y cloranfenicol

(5%). En un estudio llevado a cabo en el Metro de China, determinaron la presencia y
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resistencia a antibiéticos de aislados de cepas de Staphylococcus hallados en el aire y
observaron un porcentaje mayor de resistencia al antibidético mezclado de
sulfametoxazol-trimetoprima, nitrofurantoina y penicilina. De los antibidticos que nosotros
también utilizamos, ellos hallaron en el Metro que las cepas de Staphylococcus fueron
resistentes a ampicilina (20%), eritromicina (30%), tetraciclina (6%) y ciprofloxacina (2%)
(Zhou y Wang, 2013). En el estudio del metro de Nueva York, EUA (Afshinnekoo et al.,
2015), identificaron UFCs resistentes a los antibiéticos kanamicina, cloranfenicol y
ampicilina, que concuerda también con nuestros resultados.

Nosotros no observamos un patron en el porcentaje de UFCs resistentes a antibiéticos
ni dependiendo el tipo de antibiotico, ni si la muestra era de superficie o de bioaerosol, ni
de si la estacidon se encontraba cerca de un ambiente hospitalario o no-hospitalario. Esta
tltima comparacién (de ambiente), es de suma importancia en nuestro estudio, ya que
existe suficiente evidencia de que lugares como los hospitales, granjas o plantas de
aguas residuales, pueden actuar como reservorios de adquisicion y dispersion de genes
de resistencia antimicrobiana porque ejercen presion selectiva. Por ejemplo, en un
estudio de China (Li, Y., et al. 2019), tomaron muestras de bioaerosoles a partir de
sistemas de aire acondicionado en hospitales, granjas y casas en zonas urbanas y
rurales, para comparar la distribucion y abundancia de genes de resistencia, y
encontraron significativamente mas genes de tretraciclina, multirresistentes y macrolido-
lincosamida-estreptogramina presentes en granjas, mientras que en hospitales, hubo

mayor abundancia del subtipo del gen bl3-cpha, que codifica una betalactamasa.

6.3Secuenciacién masiva del gen de RNAr 16S.

El estudio de la composicion del microbioma de un ambiente se hace a través de diversos
biomarcadores, y para la fraccién bacteriana se puede utilizar el gen de RNAr 16S.
Nosotros hicimos la secuenciacidén masiva de las regiones V3-V4 de dicho gen de las
muestras de bioaerosoles y de superficie de torniquetes. En total obtuvimos 41 827
OTUs.
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La diversidad que observamos en las muestras de superficie de torniquetes, de acuerdo
con el indice de Shannon (H’) (anexo V), tanto de ambientes hospitalarios y no-
hospitalarios, fue mayor que la diversidad observada en las muestras de bioaerosoles
(figuras 6 y 7), la media fue de H'=6 y H'=5.5, respectivamente. Si comparamos, por
ejemplo, la mucosa bucal tiene un indice de H’=2, la saliva de H'=3, la vagina de H'=0.2
y las heces de H’=2.5 (Li, et al., 2012), los valores de indice de Shannon, nos muestran
gue de manera general, ya sea en bioaerosol o superficie de torniquete, el Metro es un
ambiente altamente diverso. En un estudio llevado a cabo igualmente en el Metro de la
Ciudad de México, donde se tomaron muestras también de superficie de torniquete;
H'=6.5 y de pasamanos de vagones; H'=6 (Hernandez, et al., 2020), los indices de
Shannon entre ambos estudios, son similares. Esto nos indica que quizd, la riqueza,
independientemente de la temporada u hora de muestreo, permanece en un rango

constante.

Respecto a las muestras de bioaerosoles (H'=5.5), observamos mayor diversidad que
los bioaerosoles del metro de Barcelona, Espana (H'=1.3), aunque se debe tomar la
consideracion de que ellos hicieron su secuenciacion a partir de la extraccion de RNA, y
nosotros la hicimos directamente a partir del DNA metagendmico, no obstante, la
diferencia en 6rdenes de magnitud es amplia (Triado-Margarit et al., 2017). Lo mismo
ocurre con el estudio del Metro de Oslo, Noruega (Gohli, et al., 2019) , donde tomaron
también muestras de bioaerosol y de diversas superficies, sus valores de indice de
Shannon en aire (H’=2) y en superficies (H'=2), son 6rdenes de magnitud menores que
el que nosotros estamos reportando, sin embargo, ellos procesaron sus secuencias por
medio de ASVs (Variantes de Secuencias de Amplicones), por lo que para hacer una
comparacion mas precisa seria necesario rehacer los analisis de diversidad usando el

mismo protocolo para todos los metros.

Llevamos a cabo la identificacion taxonédmica y encontramos que la mayoria de las
bacterias pertenecen a los phyla Actinobacteria y Proteobacteria, mientras que los
Firmicutes, se encuentran sobre representados en las muestras de superficie de

torniquetes (figura 9). Estos phyla, también los han identificado como los de mayor
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abundancia en los Metros de Barcelona, Nueva York, Boston, Hong Kong, Moscu, y Oslo
(Afshinnekoo et al., 2015; Gohli et al., 2019; Hsu et al., 2016; Klimenko et al., 2020;
Robertson et al., 2013; Triad6-Margarit et al., 2017). Y ademas, coincide con lo ya
identificado en superficie de torniquete en el primer estudio de microbioma en el Metro
de la Ciudad de México (Hernandez et al., 2020). Existe otro estudio llevado a cabo
también en la Ciudad de México, donde tomaron muestras de bioaerosoles en el techo
del edificio de Ciencias Atmosféricas, y también fueron dichos tres Phyla los que se

identificaron en mayor abundancia (Serrano-Silva y Calderon-Ezquerro, 2018).

El phylum Actinobacteria es el grupo que consiste de bacterias Gram-positivas con alto
contenido de G+C en su DNA, que pueden vivir en diversos ambientes, como suelo,
comensales de plantas, fijadores de nitrégeno, en el tracto gastrointestinal de humanos,
en ambientes acuaticos y también comprende algunos patégenos. Ademas, géneros
como Streptomyces, han servido para aislar antibiéticos (Ventura et al., 2007). También
tiene una alta prevalencia en el microbioma de la piel, que si bien varia dependiendo el
sitio, su abundancia es alta, como ejemplos podemos mencionar a Cutibacterium y
Corynebacterium (Grice et al., 2009).

El phylum Proteobacteria, que comprende la mayoria de bacterias Gram-negativas,
representa uno de los grupos mas diversos del dominio Bacteria, y su principal motivo
de estudio, es que incluye a la mayoria de bacterias patdégenas no sélo de humanos, sino
también de animales y plantas (Gupta, 2000). Se ha identificado también en el
microbioma de piel de humanos, aunque en mucho menor abundancia que
Actinobacteria y Firmicutes, pero que también contribuyen a la homeostasis de este nicho
(Cosseau et al., 2016), también se encuentra en baja proporcion en el microbioma
intestinal, sin embargo, debido a que se piensa que las proteobacterias son una de las
fuentes principales de genes de importancia metabdlica (Bradley y Pollard, 2017) se ha
propuesto que un incremento en miembros del Phylum Proteobacteria, sea una firma de
diagndstico de disbiosis del microbioma intestinal (Shin, et al., 2015).

Los Firmicutes, que son bacterias Gram-positivas y a diferencia de las Actinobacterias,
con bajo contenido de G+C, y cuya principal caracteristica es que la mayoria de los

géneros son capaces de formar esporas, son capaces de resistir a condiciones de estrés
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ambiental, como calor y desecaciéon, por ello, son capaces de sobrevivir en varios
ambientes ya sea acuaticos o de suelo (Galperin, 2013). También se ha identificado en
el microbioma oral de humanos, en especifico la clase Bacilli (Belda-Ferre et al., 2012) y
tiene especial interés en el estudio de la obesidad, dado a que se ha observado una
correlacidon positiva de este Phylum con personas con dicha condicion (Million, et al.,
2013).

En especifico, estos tres Phyla (Actinobacteria, Proteobacteria y Firmicutes), también se
han identificado en diversos tipos de ambientes interiores, como en casas, sanitarios
publicos, oficinas, aviones y escuelas (Chase et al., 2016; Flores et al., 2011; Hanson et
al., 2016; Shin et al., 2015; Weiss et al., 2019). O incluso en objetos con los que los
humanos tenemos alta frecuencia de contacto, como los teléfonos celulares o el dinero
(Heshiki et al., 2017; Meadow, et al., 2014)

Los géneros que nosotros identificamos con mayor abundancia en las muestras de
bioaerosoles, fueron Kocuria, Deinococcus, y Paracoccus (Figuras 10 y 11). El género
Kocuria es una actinobacteria presente en microbiomas de piel de mamiferos sin
embargo, también se ha recopilado evidencia de que puede causar infecciones a
humanos con un sistema inmune comprometido (Savini et al., 2010). Deinococcus,
comprende especies que tienen la principal caracteristica de ser radiorresistentes (Krisko
y Radman, 2013). Varias especies de Deinococcus se han aislado anteriormente en
muestras de aire de exteriores (Weon et al., 2007; Yang et al., 2009, 2010) y en muestras
de aire de interiores como casas (Adams, et al., 2014), es probable que pueda resistir a
las condiciones ambientales por el hecho de que soporta estrés ambiental, y debido al
intercambio de aire se puede identificar tanto en el exterior como en el interior. La
proteobacteria Paracoccus, ha sido principalmente estudiada porque pueden utilizar
como sustratos una gran variedad de compuestos y por tanto, son capaces de sobrevivir
en diversos ambientes (Baker et al., 1998). De igual manera existe evidencia de que
estd presente en aire de interiores y exteriores (Serrano-Silva y Calderén-Ezquerro,
2018; Yassin y Almouqatea, 2010).

En el metro de Oslo, los géneros mas abundantes en aire son Micrococcus,

Staphylococcus, Rubrobacter, Sphingomonas e Hymenobacter (Gohli et al., 2019).
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En los bioaerosoles del metro de Nueva York (Robertson et al., 2013), abundan
principalmente las familias: Staphylococcaceae, Moraxellaceae, Micrococcaceae,
Enterobacteriaceae y Corynebacteriacea. Mientras que en los bioaerosoles del metro de
Hong Kong, China (Leung, et al., 2014), los géneros mas abundantes fueron
Micrococcus, Enhydrobacter, Cutibacterium, Staphylococcus y Corynebacterium. En el
metro de Barcelona, es Methylobacterium, seguido de miembros de la familia
Chitinophagaceae, Bradyrhozobium, Paracoccus y Sphingomonas (Triad6-Margarit et
al., 2017). Nosotros también identificamos la presencia de todos estos géneros, en alta
abundancia en superficie de torniquetes, en los bioaerosoles también se identificaron,

pero no dentro de los mas abundantes.

Los géneros que nosotros identificamos con mayor abundancia en la superficie de
torniquetes fueron Acinetobacter, Corynebacterium, Cutibacterium, Staphylococcus y
Streptococcus (Figuras 10 y 11). Nuestros resultados de composicion bacteriana, son
mas parecidos a los observados en las superficies del metro de Boston (Hsu et al., 2016),
donde también dominan las bacterias Cutibacterium, Corynebacterium, Staphylococcus,
y Streptococcus en comparacion al estudio de superficies del metro de Hong Kong, China
(Kang et al., 2018), con la presencia de Cutibacterium, Micrococcus, Acinetobacter y
Staphylococcus. En el metro de Oslo, los géneros los mas abundantes en superficies
son Staphylococcus, Sphingomonas, Streptococcus, Hymenobacter y Corynebacterium
(Gohli etal., 2019). En otro estudio igualmente llevado a cabo en el metro de Nueva York,
pero de superficies (Afshinnekoo et al., 2015), los géneros mas abundantes fueron
Pseudomonas, Stenotrophomonas, Enterobacter, Acinetobacter y Lysinibacullus.

El estudio que mas contrasta con nuestros resultados es el de las superficies del metro
de Moscu, Rusia, donde los géneros que abundan son: Stenotrophomonas,
Pseudomonas y Dietzia. En dicho estudio, la diversidad microbiana correlacioné

positivamente con el flujo de pasajeros (Klimenko et al., 2020).
Acinetobacter, es una bacteria ubicua, que se ha encontrado en ambientes de agua,

suelo, piel y mucosas de humano (Doughari, et al., 2011), es reconocida por ser un

agente causal de infecciones nosocomiales (Bergogne-Bé, Zin, y Towner, 1996), y se ha
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demostrado que puede resistir en superficies inanimadas durante dias debido a su
resistencia principalmente a la desecacion (Wendt, et al., 1997). Corynebacterium
ademas de habitar la piel de humanos, y también puede ser un patdgeno oportunista
(Bernard, 2012). Un dato interesante respecto a este género, es que se ha propuesto
como parte de las bacterias que se podrian utilizar para diferenciar sexo, en este caso,
por encontrarse mayormente asociado a hombres que mujeres (Luongo et al., 2017).
Cutibacterium, en especifico P.acnes, estd ampliamete estudiado debido a la implicacion
gue tiene en el acné, y si bien aun no esta claro el mecanismo, si se sabe que esta
relacionado, sin embargo, es un comensal habitual de la piel (Fitz-Gibbon et al., 2013) al

igual que Staphylococcus y Streptococcus.

El que nosotros hallamos identificado a dichas bacterias y que la mayoria se encuentren
asociadas a piel o mucosas de humano, coincide con la evidencia de que una de las
principales fuentes de microorganismos en interiores, como el Metro, son los humanos,
(Hospodsky et al., 2012; Lax et al., 2014), asi como el aire de los exteriores (Prussin Il'y
Marr, 2015). Los accesos al Metro, son sitios que no cuentan con ninguna proteccion que
impida el flujo de entrada del aire de exterior, por ello el intercambio de microorganismos
es frecuente y por ende, también se pueden identificar microorganismos ambientales de
agua o suelo. Pero sin duda, el flujo de humanos, es la principal fuente de
microorganismos que estructuran el microbioma del Metro, si bien cada persona tiene su
propia nube microbiana (Meadow et al., 2015), los géneros mas abundantes e individuos
sanos promedio, se comparten, y por ello vemos que la diversidad microbiana observada
en la piel, cavidad oral, mucosas, e incluso intestinal, permanece en el Metro de la Ciudad
de México. Ademas, nuestros resultados son equiparables con la mayoria de lo reportado
por investigaciones en otros paises, no obstante, las diferencias podrian deberse al
namero de pasajeros por dia, por ejemplo, el metro de Barcelona, transporta 1.25
millones/dia (Triado-Margarit et al., 2017), mientras de Moscu transitan alrededor de 7
millones/dia, (Klimenko et al., 2020), que son extremos casi opuestos a lo que ocurre
aqui en México, con 4.5 millones/dia. Otro factor podrian ser el estilo de vida de las

poblaciones, ya que existe evidencia de que habitos principalmente de alimentacion e
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higiene, impactan en la estructuracion y composicién de los microbiomas (Yatsunenko et
al., 2012).

Al analizar la diversidad beta, pudimos observar que la composicion de OTUs, de cada
una de las 40 muestras, se agrupa en funcion del sitio de donde se tomoé la muestra, es
decir, si proviene de la superficie de un torniquete o de bioaerosol, no asi si la estacion
de Metro se encuentra cercana o alejada de un ambiente hospitalario (Figura 8). La
aparente falta de observacion de la sefal de los hospitales, la atribuimos al elevado flujo
de personas, es decir, que el aporte microbioldgico al interior del Metro es tan elevado,
gue diluye el aporte de microorganismos provenientes de ambientes hospitalarios. No
obstante, si hay microorganismos que hallamos sobre representados, tal es el caso de
Rubellimicrobium, que lo identificamos 2.5 érdenes de magnitud mas en la superficie de
torniquetes de hospital. Dicho género es ambiental, se ha aislado de suelos (Dastager,
et al., 2008) y no se ha reportado como patdégeno. Por el contrario, identificamos a
Hymenobacter como género sobre representado en la superficie de torniquetes de no-
hospital, y ha sido identificada en ambientes como aire (Buczolits et al., 2002), agua (Baik
et al., 2006) y suelo (Kim, et al., 2008).

En los bioaerosoles, identificamos también géneros sobre representados, en el caso de
ambientes hospitalarios, pero sélo Peptoniphilus, se ha visto involucrada en procesos de
infeccion en humanos (Citron, et al., 2012), mientras que en la superficie de ambientes
no-hospitalarios, Leptotrichia (Eribe y Olsen, 2008) y Corynebacterium son los Unicos

géneros que se pueden asociar a infecciones.

No obstante, queremos hacer énfasis en recordar que a partir de los datos de
secuenciacion masiva del gen de RNAr 16S, no podemos confirmar que cualquiera de
estos géneros sean patdgenos, dado a que no se tiene la informacion de los genes que

pudieran estar implicados en los mecanismos de patogenicidad.
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6.4Secuenciacion del metagenoma de cultivables de bioaerosoles e

identificacion de genes de resistencia a antibidticos.

Uno de los objetivos de nuestro proyecto, es también determinar un primer panorama de
la presencia y abundancia de los genes de resistencia a antibidticos, dado la
problemética actual de salud. Por ello, secuenciamos los dos lotes de bacterias
cutivables de bioaerosoles de hospital y no-hospital. De acuerdo con la asignacién
taxonomica funcional, los subsistemas de metabolismo de carbohidratos, aminoacidos,
cofactores, vitaminas y de proteinas, fueron los de mayor abundancia, esto tiene total
congruencia porgque son de las funciones metabdlicas minimas que pueden poseer los
microorganismos (Figura 13), y por tanto no se observa una diferencia entre

susbsistemas.

Cuando hicimos la identificacion de genes de resistencia a antibiéticos con la base de
datos de CARD, observamos que el gen con mayor abundancia en ambos
metagenomas, es macB, el cual es un transportador de tipo ABC presente en bacterias
Gram-negativas, como Escherichia coli, Stenotrophomonas maltophila, Neisseria
gonorrhoeae, Acinetobacter baumannii. MacB, en conjunto con MacA, una proteina
adaptadora, expulsa antibioticos, toxinas peptidicas, sideréforos, lipopolisacaridos y
protoporfirinas (Okada et al., 2017), Confiere resistencia a antibiéticos como macrolidos,
aminiglucosidos y polimixinas (Greene, et al., 2018). Esta bomba de eflujo actia por un
mecanismo de mecanotransmision que en realidad es un sistema macAB-TolC, donde
ademas de la ATPasa MacB, se requiere a MacA, la proteina adaptadora periplasmica y
TolC que es el ducto por el que se bombean las moléculas (Greene et al., 2018). El gen
macB si lo pudimos identificar en alta abundancia relativa en nuestros metagenomas,
mientras que macA y tolC de igual manera, pero en menor abundancia, lo cual sugiere
gue dicho mecanismo de resistencia se encuentra presente.

Otro gen de resistencia que identificamos, es abaF, una bomba de eflujo de la
superfamilia MFS (Sharma et al., 2017), que se ha caracterizado en Acinetobacter
baumannii y que confiere resistencia a fosfomicina, pero ademas, participa en la

formacién de biopeliculas (Abdi et al., 2020). Las bombas de esta superfamilia, participan
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también en otros procesos fisioldgicos de homeostasis en bacterias, sobre todo en
cuanto al transporte de glucosa (Yan, 2013). Por ello, se piensa que de la totalidad de
abaF, no todas estan involucradas en el proceso de resistencia.

Los siguientes genes en abundancia que identificamos son bcrA, que también codifica
para una bomba de eflujo y parY, que es una subunidad de una topoisomerasa tipo I,
gue han observado que confiere resistencia a la aminocumarina (Schmutz et al., 2003).
De la totalidad de genes que identificamos, la mayoria pertenecen al mecanismo de
bombas de eflujo, lo cual es de esperarse, dado a que como ya se menciono, las bombas
de eflujo cumplen otras funciones biolégicas, es decir, que no son exclusivas para
conferir resistencia a antibiéticos. EI segundo mecanismo mas observado es la

modificacion del blanco del antibi6tico.

La distribucién y tipo de genes de resistencia que encontramos en ambos metagenomas,
fue similar entre si, sin embargo, identificamos una serie de genes (tabla 6), que se
encuentran sobre representados al menos tres veces en las bacterias aisladas del
bioaerosol de hospital. EI gen bmr (sobre representado 8 veces), codifica para una
bomba de eflujo perteneciente a la familia MFS (Major Facilitator Superfamily) y se ha

identificado en microorganismos como Bacillus subtilis (Piddock, 2006),

El gen vanO, se ha identificado, en bacterias Gram-positivas, como Rhodococcus equi,
es parte de un operén con localizacion en el cromosoma (Giguere, et al., 2018) y
promueve la resistencia a glucopéptidos, tales como la vancomicina (Gudeta et al.,
2014). Otro de los genes sobre representados en hospital, es vanTN, que codifica a una
serin-racemasa, y confiere resistencia a glucopéptidos mediante la sintesis de
precursores de peptidoglucanos. El gen vanTN se ha identificado en enterococos como

E. faecium, que es un patdégeno oportunista (Depardieu y Courvalin, 2017).

La diferencia en la sobre representacion de estos genes en el bioaerosol de hospital,
puede ser evidencia de que el hospital si ejerce presion selectiva en las bacterias para
la adquisicion de dichos genes mas no en la composicion y estructuracion del microbioma

gue observamos con los datos de secuenciacion masiva del gen RNAr 16S. No obstante,
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ya tenemos un panorama general de qué tipos de mecanismos de resistencia se

encuentran en las bacterias del microbioma del Metro de la Ciudad de México.

Respecto a las bacterias cultivables que pudimos aislar e identificar, la mayoria
correspondieron a los phyla Actinobacteria, Proteobacteria y Firmicutes, es decir, los
mismos Phyla que obtuvimos con nuestros datos de secuenciacion masiva del gen de
RNAr 16S, no obstante, de los lotes de cultivables sabemos que todos son aerobios y
gue se encuentran en estado viable en los bioaerosoles del Metro, lo cual es importante
diferenciar. Estos géneros son: Bacillus, Microbacterium, Pseudomonas, Kocuria,
Rhodococcus, Arthrobacter y Acinetobacter (Tabla 7). Los géneros mas abundantes ya
los habiamos identificado con el método independiente de cultivo, y si bien la mayoria se
asocian principalmente a humano, también son ubicuos y se pueden encontrar en otros
ambientes (Doughari et al., 2011). Nuestros resultados concuerdan con el estudio del
metro de Noruega, porque en sus aislados, los géneros dominantes fueron Arthrobacter,
Bacillus, Dermacoccus, Kocuria, Microbacterium, Micrococcus, Paenibacillus,

Pseudomonas, Rhodococcus, Staphylococcus y Streptomyces (Dybwad et al., 2012).

Nuestros resultados son comparables, con un estudio llevado a cabo en el metro de
Seoul, Corea del Norte, donde también aislaron bacterias presentes en el aire, e
identificaron que principalmente eran de los géneros Micrococcus, Staphylococcus,
Kocuria y Corynebacterium (Hwang et al., 2016). En otro estudio, de donde aislaron
bacterias cultivables de una sala de hospital, los géneros mas abundantes que
identificaron son: S. epidermis, S. hominis, Bacillus sp. Y Micrococcus luteus (Gilbert, et
al., 2010). En nuestros dos metagenomas también encontramos Micrococcus,
Staphylococcus, Kocuria y Corynebacterium, pero en menor abundancia. Con esta
evidencia, se confirma lo que ya han observado otros estudios, que los bioaerosoles de
interiores estdn compuestos principalmente por la aerolizacion de los microorganismos
de humanos y en menor proporcion los ambientales.

Es interesante saber que el sistema de transporte Metro en apariencia es bastante
homogéneo, y si bien no pudimos concluir que el aporte del exterior inmediato influye de
manera significativa en la composicién de bacterias y de genes de resistencia que se

encontraron en el interior de las estaciones del Metro, ya tenemos una primera evidencia
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de los mecanismos de resistencia presentes. Nuestras observaciones son diferentes
respecto al estudio del metro de Nueva York (Afshinnekoo et al., 2015), donde si

identificaron el impacto del microbioma del exterior al interior de la estaciones de metro.

En México, no existe la informacion desglosada ni concisa de cuales son los antibiéticos
de mayor consumo entre la poblacion, sin embargo, un estudio reciente (Miranda-
Novales et al., 2019), trata de recabar la informacion de que antibi6ticos son los que se
prescriben con mayor frecuencia en los hospitales, de acuerdo con los datos de sus
respectivos departamentos farmacéuticos, y ellos concluyen que los antibiéticos mas
consumidos en los Ultimos afios, pertenecen a los grupos de cefalosporinas,
carbapenémicos, vancomicina y penicilina. No obstante, los mismos autores resaltan que
no necesariamente el analisis en estos hospitales es un reflejo de la situacion en todo el
pais, pero puede sugerir las tendencias nacionales.

Ademads, existen otro par de estudios donde a través de los datos de ventas de las
farmacéuticas en la década pasada, el mayor consumo era de penicilinas, macrolidos,
cefalosporinas y quinolonas (Santa-Ana-Tellez et al., 2013; Van Boeckel et al., 2014). Si
bien nosotros identificamos resistencia a la mayoria de estos antibioticos en el Metro de
la Ciudad de México, no podemos asegurar que se deba a la presién selectiva de los
hospitales, porque la adquisicidon y dispersion de los genes de resistencia en este caso,
también puede deberse a eventos independientes a las actividades humanas. Por los
resultados obtenidos, lo mas probable es que sean ambos eventos los que estemos
observando en el Metro, ya que no se observé una sefial fuerte en estaciones cercanas

a hospitales.

7. Conclusiones.

a) ldentificamos la composicién del microbioma del aire del Metro de la Ciudad de
México con técnicas independientes de cultivo. Hallamos bacterias asociadas al
humano y al suelo. Las mas abundantes en aire son: Deinococcus, Kocuria,

Paracoccus y Rubellimicrobium.
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b)

d)

f)

9)

h)
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Identificamos la composicion microbiana en superficie de torniquetes, donde los
géneros mas abundantes son: Acinetobacter, Corynebacterium, Staphylococcus
y Stenotrophomonas, y los cuales son asociados principalmente al humano. Esta

observacion coincide con estudios previos.

Aislamos colonias (UFCs) resistentes a 9 antibioticos distintos. Las resistencias

mas comunes fueron a eritromicina (17%) y neomicina (19%).

En los genomas de bacterias cultivables de aire, identificamos 1.3% y 1.0% de
genes de resistencia a antibidticos en las muestras de hospital y no-hospital,

respectivamente.

Los genes mas abundantes relacionados a la resistencia a antibioticos en las
bacterias cultivadas son: macB, abaF, bcrA y parY. Encontramos en sobre
representacion a los genes bmr y vanO en las bacterias de aire de estaciones de

metro cercanas a hospital.

No encontramos evidencia significativa ni en la composicién bacteriana ni en los
genes de resistencia a antibioticos, entre las estaciones de Metro cercanas a

hospitales y las no-cercanas a hospitales.

El presente trabajo nos permite tener un mayor conocimiento de con qué tipo de
bacterias interactian a diario las personas pasajeras de este medio de transporte,
ya sea a través del contacto con superficies (de torniquetes, en este caso), y a

través de la respiracion de bioaerosoles.

Con los experimentos independientes de cultivo podemos observar la diversidad

de bacterias presentes a las que las personas estamos expuestas.

Con los experimentos dependientes de cultivo, vimos una muestra de las bacterias

gue se encuentran en estado viable y son resistentes al menos a un antibiotico.



Es preocupante la proporcion de bacterias resistentes que pudieran funcionar

como reservorio, sabemos que este es un problema de salud creciente.

J) Nuestro estudio lo llevamos a cabo antes de la pandemia de COVID-19 declarada
a inicios del afio 2020, sin embargo, este escenario nos permitid reafirmar la
importancia de estudio de la presencia y dinAmica de microorganismos presentes
en ambientes tanto interiores como exteriores. Esto para tener un mayor control y
prevencion de transmision de organismos infecciosos e incluso una mejor toma
de decisiones respecto a como puede ser nuestra interaccidbn en espacios

publicos con mucha afluencia, como lo es el metro.

8. Perspectivas.

Con los resultados obtenidos en nuestra investigacion, pudimos observar que en
apariencia el aporte de bacterias y genes de resistencia por parte del hospital hacia el
interior de las estaciones de Metro, pareciera no ser muy abundante, con lo anterior no
contradecimos la vasta evidencia de que los hospitales son espacios donde se promueve
la adquisicion y dispersion de mecanismos de resistencia, por ello, tomar muestras al
interior de los hospitales podria mostrar si la sefial de resistencia se va “diluyendo” en el
camino hacia el Metro, o simplemente es tan diversa la riqueza en el Metro, que por ello

no se observa una alta sefial de hospital.

Debido a la problematica de salud publica que representan las bacterias multi-
resistentes, también se podrian efectuar mayor cantidad de ensayos de resistencia con
las UFCs que ya aislamos, para saber si presentan multi-resistencia a al menos los

antibiéticos que nosotros utilizamos.
Se podrian obtener los metagenomas de la superficie de torniquetes y del aire para hacer

la comparacion directa de la distribucién y abundancia de los genes de resistencia en al

menos estos Sitios.
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Dado a que existe evidencia de que la hora puede influir en la distribucion de los genes
de resistencia, se podrian hacer estudios longitudinales para saber como cambia dicha

distribucion basicamente en el dia-noche.

Con los datos que nosotros obtuvimos de la secuenciacion de los dos lotes de genomas
de bacterias cultivables de aire de hospital y no-hospital, se podria hacer también el
estudio de la abundancia y distribucion de genes implicados en los procesos de

patogenicidad y del mobiloma.

Mucho se ha estudiado sobre la resistencia a antibiéticos, pero aun quedan muchas

preguntas por contestar.

9. Anexos.

ANEXO I.

Sistema de toma de muestras con el aspirador Coriolis p Biological Air-Sampler® (Bertin
Instruments) para bioaerosoles, y cajas con medio LB expuestas. El aspirador se colocaba sobre
una escalera, quedando una altura de 1m, aproximadamente, sobre el nivel de piso, al igual que el
soporte de la base con las cajas de Petri. En el interior de la estacién se hizo en un lugar medio del
andén (A), y al exterior de la estacion, cercano a la entrada/salida (B).

56



ANEXO I

Datos de cuantificacion de DNA metagendmico.

ID*

SJ-1
SJ-2
SJ-3
SJ-4
SJ-5
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ESTACION/ORIGEN MUESTRA

SAN JUAN LETRAN/TORNIQUETE ENTRADA
SAN JUAN LETRAN/TORNIQUETE ENTRADA
SAN JUAN LETRAN/TORNIQUETE ENTRADA
SAN JUAN LETRAN/TORNIQUETE ENTRADA
SAN JUAN LETRAN/TORNIQUETE SALIDA
SAN JUAN LETRAN/TORNIQUETE SALIDA
SAN JUAN LETRAN/TORNIQUETE SALIDA
SAN JUAN LETRAN/TORNIQUETE SALIDA
HOSPITAL GENERAL/TORNIQUETE ENTRADA
HOSPITAL GENERAL/TORNIQUETE ENTRADA
HOSPITAL GENERAL/TORNIQUETE ENTRADA
HOSPITAL GENERAL/TORNIQUETE ENTRADA
HOSPITAL GENERAL/TORNIQUETE SALIDA
HOSPITAL GENERAL/TORNIQUETE SALIDA
HOSPITAL GENERAL/TORNIQUETE SALIDA
HOSPITAL GENERAL/TORNIQUETE SALIDA
CHILPANCINGO/TORNIQUETE ENTRADA
CHILPANCINGO/TORNIQUETE ENTRADA
CHILPANCINGO/TORNIQUETE ENTRADA
CHILPANCINGO/TORNIQUETE ENTRADA
CHILPANCINGO/TORNIQUETE SALIDA
CHILPANCINGO/TORNIQUETE SALIDA
CHILPANCINGO/TORNIQUETE SALIDA
CHILPANCINGO/TORNIQUETE SALIDA
HOSPITAL 20 NOV/TORNIQUETE ENTRADA
HOSPITAL 20 NOV/TORNIQUETE ENTRADA
HOSPITAL 20 NOV/TORNIQUETE ENTRADA
HOSPITAL 20 NOV/TORNIQUETE ENTRADA
HOSPITAL 20 NOV/TORNIQUETE SALIDA
HOSPITAL 20 NOV/TORNIQUETE SALIDA
HOSPITAL 20 NOV/TORNIQUETE SALIDA
HOSPITAL 20 NOV/TORNIQUETE SALIDA

SAN JUAN DE LETRAN INTERIOR ANDEN
SAN JUAN DE LETRAN EXTERIOR

HOSPITAL GENERAL INTERIOR

HOSPITAL GENERAL EXTERIOR

TIPO

SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE
SUPERFICIE

BIOAEROSO
II;IOAEF{OSO
II;IOAEFQOSO
%IOAEROSO

VOL.
(uL)

33
33
33
33
33
33
33
33
30
30
30
30
30
30
30
30
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
90
75
220

220

C
(ng/uL)

5.1
1
34
45
3.8
31
17
24
6.1
7.5
7.6
8.6
9.7
9.1
7.3
9.6
35
25
6.5
31
11.8
13.3
14.1
15.7
7.1
7.2
7.7
8.8
8.2
4.8
7.5
11.9
8.37
7.41
6.93

6.2

Masa
total
(ng)
168.3
33
112.2
148.5
125.4
102.3
56.1
79.2
183
225
228
258
291
273
219
288
115.5
825
2145
102.3
389.4
438.9
465.3
518.1
234.3
237.6
254.1
290.4
270.6
158.4
2475
392.7
753.3
555.75
1524.6

1364

260/280

1.45
1.38
1.35
1.37

1.40

154

1.45

1.47

143

260/230

0.85
1.03
0.85
0.77
0.64
0.81
0.94
0.9

12

1.52
1.12
14

1.17
1.55
1.63
131
0.63
0.61
0.73
0.68
0.97
0.97
0.87
0.85
1.17
1.18
1.03
0.88
0.96
1.06
11

0.72
0.96
1.04
0.93

0.89



CH-IN

CH-EXT

NV-IN

NV-EXT

CHILPANCINGO INTERIOR

CHILPANCINGO EXTERIOR

HOSPITAL 20 DE NOVIEMBRE INTERIOR

HOSPITAL 20 DE NOVIEMBRE EXTERIOR

BIOAEROSO
II;IOAEROSO
II;IOAEROSO
%IOAEROSO

160

170

80

80

24.08 3852.8

14.17 2408.9

9.6 768

15.29 1223.2

1.45

1.48

1.48

1.46

0.74

0.87

1.21

1.19

*NH-1: Estacion Chilpancingo; NH-2: Estacién San Juan de Letrdn; HO-1: Estacion Hospital General; HO-2: Estacion Hospital

20 de Noviembre.

Datos de cuantificacion de productos de PCR.

ANEXO 1l
ID* C
(ng/uL)

SJ-1 44.87
SJ-2 20.02
SJ-3 21.03
SJ-4 34.26
SJ-5 21.9
SJ-6 23.38
SJ-7 20.53
SJ-8 18
HG-1 22.63
HG-2 22.68
HG-3 39.47
HG-4 31.04
HG-5 34.91
HG-6 32.07
HG-7 17.67
HG-8 35.38
CH-1 30.71
CH-2 29.31
CH-3 26.46
CH-4 27.28
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Masa total
(ng)
1794.8
800.8
841.2
1370.4
876
935.2
821.2
720
905.2
907.2
1578.8
1241.6
1396.4
1282.8
706.8
1415.2
1228.4
1172.4
1058.4
1091.2

260/280
1.80
1.77
1.66
1.70
1.56
1.57
1.87
1.73
1.54
1.55
1.67
1.59
0.69
1.63
1.60
1.60
1.66
1.67
1.64
1.64

260/230

151
1.08
0.86
1
0.63
0.69
N5
0.99
0.65
0.67
0.67
0.7
0.41
0.89
0.66
0.81
0.84
0.45
0.72
0.7

ID*
CH-5
CH-6
CH-7
CH-8
NV-1
NV-2
NV-3
NV-4
NV-5
NV-6
NV-7
NV-8
SJ-IN
SJ-EXT
HG-IN
HG-EXT
CH-IN
CH-EXT
NV-IN

NV-EXT

C (ng/uL)
21.91
28.61
30.89
39.29
25.04
19.46
28.75
27.61
23.39
17.29
22.14
25.85
12.42
29.95
6.53
11.57
9.63
5.66
5.32
7.61

Masa total
(ng)
876.4
1144.4
1235.6
1571.6
1001.6
778.4
1150
1104.4
935.6
691.6
885.6
1034
496.8
1198
261.2
462.8
385.2
226.4
212.8
304.4

260/280

1.68
1.75
1.61
1.70
1.69
1.65
1.61
1.60
1.59
1.63
1.59
1.61
1.78
1.80
1.80
1.79
1.70
1.98
1.77
1.93

260/230

0.85
0.95
0.7

0.91
1.12
0.78
0.85
0.99
0.86
0.76
0.77
0.85
0.72
1.16
0.45
0.38
0.15
0.07
0.43
0.33



ANEXO IV

Cifras detalladas del procesamiento de las secuencias de genomas de

bacterias cultivables.

Contigs +
Datos Pareadas No Pareadas Contigs Contigs no mapedas Proteinas
Muestra crudos Trimommatic Trimommatic Spades Velvet No mapeadas >150 prodigal
H 4,134,311/ 3,994,772/ 97,454/
O #secuencias 4,134,311 3,994,772 25,150 508,172 282,386 698,302 1,249,230 1,322,801
S 622,014,508/ 590,484,672/ 12,907,675/
:D long. total (pb) 622,424,343 588,355,065 2,794,081 244,559,683 43,755,873 102,231,552 360,679,680
Z long. min. (pb)  35/35 36/36 36/36 56 100 42 150
L long. méax. (pb) 151/151 151/151 151/151 33952 1,415 151 33,952
long. prom. (pb) 150.5/150.6 147.8/147.3  132.4/111.1  481.3 155 146.4 288.7
Q1 151/150 150/150 133/60 240 131 150 151
Q2 151/151 151/151 150/145 293 150 151 151
Q3 151/151 151/151 151/150 480 164 151 265
N 712,925/ 681,289/
O #secuencias 712,925 681,289 19,487/5,163 137,425 115,138 269,043 414,342 412,125
105,271,701/ 98580985/ 2.432,402/
(")' long. total (pb) 105,341,898 98480 724 556,789 45,284,670 18,006,986 38,513,034 88,779,178
|§ long. min. (pb) 35/35 36/36 36/35 63 100 42 150
!I' long. méax. (pb) 151/151 151/151 151/152 574 11,474 151 11,474
f‘ long. prom. (pb) 147.7/147.8 144.7/144.6  124.8/107.8  329.5 156.4 143.1 214.3
Q1 150/150 150/150 102/59 233 133 150 151
Q2 151/151 150/150 150/127 263 151 150 151
Q3 151/151 151/151 151/150 333 178 151 234
ANEXO V

Glosario de términos ecoldgicos.

De acuerdo con Alvarez, et al. 2004:

Diversidad Alfa (a): es el numero de especies referida a un nivel local y que refleja la
coexistencia de las especies en una comunidad.

Diversidad beta (B): es la medida del grado de cambio o reemplazo en la composicion

de especies entre diferentes comunidades en una region; refleja la respuesta de los
organismos a la heterogeneidad espacial.
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indice de Shannon: asume que todas las especies estan representadas en las
muestras; indica qué tan uniformes estan representadas las especies (en abundancia)
teniendo en cuenta todas las especies muestreadas.

indice de Simpson: muestra la probabilidad de que dos individuos sacados al azar de
una muestra correspondan a la misma especie.
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