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Estudio de las poblaciones
bacterianas en biofilms de
sistemas de distribucion de agua
potahle mediante metagenomica

En este trabajo se ha llevado a cabo un estudio del microbioma bacteriano de los biofilms
presentes en las tuberias del sistema de distribucion de agua potable de Valencia mediante la
aplicacién de metagendmica de secuenciacion dirigida. Para ello, se tomaron 25 muestras de
biofilms. Tras su secuenciacion y posterior andlisis bioinformatico se determind que [0S filos
bacterianos mas abundantes fueron Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria y Bacteroidetes.
A nivel de género se ohservo que las mugstras eran muy heterogeneas entre si. Pese a esto,
los géneros mas abundantes en el promedio total de las muestras fueron Bacillus, Ralstonia,
Deasulfovibrio y Methylocystis. Ademas, se determino la presencia de generos bacterianos
potencialmente patogenos, tales como Helicobacter, Pseudonionas o Legionella, y de bacterias
con una posible implicacian en los procesos de corrosion como Sulfuricella, Hyphomicrobium o
Methylobacterium. En este estudio no se ha establecido una relacion directa entre la microbiota
y el material de las tuberias donde se encontraban estos biofilms, siendo necesario analizar un
mayor nimero de muestras para establecer dicha relacion.

1, biofilm, bacterias, metagenémica, secuenciacion, agua potable.

AL POPULATIONS OF BIDFILMS FROM A DRINKING WATER
3Y METAGENOMICS

In this work, a study of the bacterial microbiome of biofilms present in the drinking water
distribution system pipes of Valencia has been carried out using amplicon-based metagenomics.
To do this, 25 biofilm samples were processed. Once the sequencing process and the subsequent
bioinformatics analysis were carried out, it was determined that the most abundant bacterial
Phyla were Proleobacteria, Firmicutes, Actinobacteria and Bacteroidetes. At the gender level,
samples were found to be very heterogeneous. Despite this, the most abundant genera in the
average of the samples were Bacillus, Ralstonia, Desulfovibrio and Methylocystis. Mareaver,
the presence of potentially pathogenic bacteria genera, such as Helicobacter, Pseudomonas or
Legionella, and bacteria with possible involvement in corrosion processes such as Sulfuricella,
Hyphomicrobium or Methylobacterium was found out. This study has not gstablished a direct
relationship between the microbiota and pipes’ materials where these biofilms were found,
making it necessary to analyze a greater number of samples to establish such a relationship.

Keywords
Microbiome, biofilm, bacteria, metagenomics, sequencing, drinking water.
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1. INTRODUCCION

La seguridad del agua potable est3
estrechamente relacionada con la
salud humana. Los sistemas de dis-
tribucion de agua potable estan di-
sefiados para proveer agua tratada
segura para el consumo humano y
cumplir con las regulaciones de cali-
dad cada vez més estrictas. Sin em-
bargo, el agua potable no es estéril.
Se calcula que el rango de concen-
tracion celular en el agua potable
podria ser de 10 a 10° células/mL
(Proctor y Hammes, 2015). A me-
nudo se observa el deterioro de la
calidad del agua en estos sistemas.
Incluso aunque haya cierto conteni-
do de cloro residual en el agua, las
bacterias heterotrofas podrian crecer
mas o menos rapido en las superfi-
cies de los sistemas de distribucién,
dependiendo de la presencia de cier-
ta materia organica, pudiendo llegar
a formar biofilms.

Los biofilms son poblaciones de
microorganismos, inicialmente cons-
tituidas por bacterias, que se con-
centran tipicamente en una interfaz
solido-liquida y estén rodeadas de
sustancias extracelulares poliméri-
cas, constituidas basicamente por
polisacéridos, lipidos, acidos nuclei-
cos y proteinas (Flemming y Win-
gender, 2010). La presencia de estas
sustancias extracelulares poliméricas
protege a las bacterias, haciéndolas
mas resistentes a los quimicos, tales
como los desinfectantes.

De acuerdo con Flemming (2002)
los hiofilms son la forma de vida més
exitosa en el planeta. Los biofilms,
que representan mas del 35% de
la biomasa total en los sistemas de

distribucion de agua potable, cons-
tituyen un ecosistema que puede
influenciar la calidad 'estética’ del
agua, alterando el gusto, el color o
el olor; y también la calidad micro-
biol6gica del agua, ya que se pue-
den producir desprendimientos bac-
terianos en el agua potable distri-
buida, principalmente de patogenos
oportunistas, produciendo la conta-
minacién de la misma. Ademas, los
biofilms se han asociado con pro-
blemas en el sistema de distribucion
del agua potable, tales como la co-
rrosion de ciertos tipos de tuberias.
Algunos grupos bacterianos, como
las bacterias sulfuro-reductoras y
oxidadoras del azufre contribuyen
de manera directa en estos procesos
de corrosién, que ademds favorecen
gue otros organismos se adhieran a
estas superficies afectadas.

Aungue se sabe que los biofilms
tienen impacto en el agua potable,
se conoce poco acerca de los meca-
nismos involucrados en los que par-
ticipan los microorganismos en este
ecosistema y los problemas pueden
aparecer cuando estos biofilms no se
controlan.

Menos del 1% de las bacterias
presentes en agua potable se pue-
den cultivar en la actualidad, y, ade-
mas, un elevado porcentaje de bac-
terias gue se encuentran formando
parte de los biofilms, se encuentran
en estado viable no cultivable (VB-
NC). En este estado las bacterias no
son capaces de crecer en un medio
sintético, pero si contintian siendo
metabélicamente activas. Por tanto,
se necesitan métodos independien-
tes de cultivo para identificar la co-

munidad microbiana de estos eco-
sistemas. Los métodos de secuencia-
cion de Ultima generacién, entre los
cuales destaca la metagendmica de
secuenciacién dirigida, son métodos
de alto rendimiento e independien-
tes del cultivo que permiten la ca-
racterizacion de toda la comunidad
microbiana de una muestra en un
Unico analisis.

En el case de las bacterias y de las
arqueas, los estudios de metagends-
mica de secuenciacion dirigida se
centran en el gen de la subunidad
pequefia del ARN ribosémico (165
ADN), el cual es un marcador infor-
mativo tanto taxondmico como filo-
genético. Estd ampliamente acepta-
do que el gen 165 ADNr refleja Ia
evolucion bacteriana. Este gen con-
tiene regiones altamente conserva-
das que son Utiles para el disefio de
los iniciadores y regiones hipervaria-
bles (V1-V9), las cuales permiten di-
ferenciar los distintos microorganis-
mos y clasificarlos taxonémicamente
(Figura 1).

La metagendmica se basa en el
estudio de los microorganismos
presentes en una muestra, evitan-
do cualquier tipo de cultivo. Debi-
do a que aproximadamente sdlo
el 1% de los microorganismos es
cultivable, el empleo de técnicas
metagendmicas supondria una bue-
na alternativa para estudiar las co-
munidades bacterianas presentes
en practicamente cualquier tipo de
muestra, en este caso agua potable,
Una de las aproximaciones amplia-
mente empleadas de esta técnica es
la secuenciacién dirigida a regiones
concretas del genoma.

FIGURA 1. Esquema de las distintas zonas variables del gen 165 ribosémico de bacterias y arqueas (Singer et al., 2006).

1] 100 200 300 400

$00 600 700 800 200 1000

1200 1300 1400 1500 bp

www.tecnoaqua.es

TECNSAQUA 47




Articulo Técnico

L . Esquema del proceso
de metagendmica de secuenciacién
dirigida de bacterias (165 ADNr).
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La capacidad de formacién de
biofilms, asi como su compaosicion
bacteriana depende de muchos
factores, tales como la presencia de
nutrientes, la concentracién de des-
infectantes, la naturaleza del agua
tratada o el material del que estan
hechos los sistemas de distribucion.
Por ello, resultaria de gran interés
poder establecer una relacién entre
la presencia de ciertos tipos bacte-
rianos con actividad patdégena o con
accion corrosiva y la naturaleza de
los sistemas de distribucion.

El objetivo principal del presente
trabajo ha sido el desarrollo e implan-
tacion de un protocolo de caracteri-
zacion del microbioma bacteriano en
muestras de biofilms procedentes del
sistema de distribucién de agua pota-
ble de Valencia, aplicando metagend-
mica de secuenciacién dirigida para
poder adquirir mayor conocimiento
sobre la presencia de ciertos grupos
bacterianos y su posible relacion con
los materiales de las tuberfas donde
se han formado los mismos.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. TOMA DE MUESTRAS
Durante los afios 2017 y 2018 se
tomaron un total de 25 muestras
de biofilms procedentes del sistema
de distribucién de agua potable de
la ciudad de Valencia. Para llevar a
cabo los muestreos se aprovecharon
aquellas intervenciones programa-
das y no programadas en las tu-
berias gestionadas por la Empresa
Mixta Valenciana de Aguas (en ade-
lante, Emivasa). Esto incluye:

- Tramos de tuberias arteriales,
también llamada Red Arterial, que
son el conjunto de tuberfas y ele-
mentos de la red de distribucién que
enlazan distintos sectores de la zona
abastecida.

- Tramos de la red de distribucién
o Red Secundaria, que son el con-
junto de tuberias y elementos que
conectan la Red Arterial con el su-
ministro en los edificios y viviendas,
bocas de riego y tomas contra incen-
dios. En este grupo también entran
las acometidas, que son las tuberfas
y elementos que unen la Red Secun-
daria con la instalacién interior del
inmueble al gue se abastece.

La toma de muestras se realizé in
situ y con la mayor asepsia posible
a la hora del corte de la tuberia pa-
ra evitar contaminaciones cruzadas.
Las muestras se tomaron emplean-
do un martillo de punta estéril para
arrastrar las incrustaciones duras y.
se depositaron en un tubo estéril de
50 mL.

2.2. PROCESADO

DE LAS MUESTRAS

Las muestras se procesaron inme-
diatamente a su llegada al labora-
torio (Figura 2). Para ello, los bio-
films sélidos se homogeneizaron en
tampon fosfato (PBS) y los viscosos
se procesaron directamente. Se pro-
cedio6 a la extraccién de ADN a partir
de los tipos de biofilms empleando
el kit FastDNA Spin kit for soil (MP
Biomedicals, Estados Unidos) em-
pleando la Lysing Matrix E para la
ruptura fisica de las células. Se si-
guieron las especificaciones del fa-
bricante y se eluyé el ADN en un vo-
lumen final de 50 pl del tampon de
elucidn. Posteriormente, la calidad
del ADN se determin6 empleando el
espectrofotémetro Nanodrop 1000
(Thermo Scientific, Wilmington, DE,
Estados Unidos) y su concentracion
se cuantificé usando Qubit dsDNA
HS Assay kit (Invitrogen, CA, Esta-
dos Unidos) y el fluorémetro Qubit
2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA, Esta-
dos Unidos).
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La secuenciacién de las muestras se
realizé en la plataforma de secuen-
ciacion lllumina MiSeq del servicio
de secuenciacion y bicinformatica de
la Fundacién para el Fomento de la
Investigacion Biomédica (Fisabio), en
Valencia. El proceso de construccién
de las librerfas de amplicones de ADN
también fue llevado a cabo en Fisa-
bio. Estas librerias se generaron em-
pleando los iniciadores 341F y 802R,
siguiendo las instrucciones descritas
en la guia de preparacion de las libre-
rias de ADN para secuenciar median-
te metagendmica en el secuenciador
lllumina MiSeq (Amplicon P.C.R.,
2013). La secuenciacion se llevo a ca-
bo siguiendo el protocolo paired-end
(2 x 300 pb).

2.3. ANALISIS DEL

MICROBIOMA BACTERIANO

Una vez obtenidas las secuencias
brutas, estas se procesaron usando
biocinforméatica mediante la platafor-
ma de acceso libre QIME 1.9.1 (Ca-
poraso et al., 2010) aplicando co-
mandos adicionales disponibles en
la méquina virtual Microbiome Hel-
per (Comeau et al., 2017). Las se-
cuencias potencialmente quiméricas
fueron eliminadas usando VSEARCH
v1.11.1 (Rognes et al., 2016).

Las secuencias restantes fueron
procesadas mediante el comando
open reference de QIIME, aplicando
los métodos SortMeRNA v2.0 (Ko-
pylova et al., 2012) y SUMACLUST
v1.0.00 (Mercier et al., 2013) pa-
ra los pasos de agrupamiento en
Unidades Taxondmicas Operativas
(OTUs) basados en una referencia v
de novo, respectivamente. Las OTUs
se definieron al 97% de similitud de
secuencia, empleando la base de da-
tos SILVA r132 (Quast et al., 2013).
Para la prediccion de la composicién
funcional de las muestras se empleé
PICRUSt 1.0.0 (Langille et al., 2013)

www.tecnoagua.es

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En los biofilms, las bacterias se-aso-
cian irreversiblemente con la sup'erfi—
cie, halldndose dentro de una matriz
de sustancias poliméricas extracelula-
res (EPS) que producen ellas mismas.
Durante un largo tiempo, los biofilms
se consideraban como un tema se-
cundario y generaban poca expecta-
cion, pese a que su presencia era ge-
neralizada y se observaban frecuen-

temente en diferentes ambientes. Sin
embargo, su relevancia en las Ultimas
décadas ha ido ganando atencion, ya
que se ha demostrado su implicacién
en procesos ambientales, en medici-
nay en la salud publica.

Dado que la composicién quimica
de los materiales de las tuberias es un
factor determinante del desarrollo de
los biofilms, pues los compuestos
argéanicos liberados por dichos ma-

ESPECIFICACIONES DE LAS TUBERIAS DONDE SE TOMARON LAS MUESTRAS DE BIOFILMS.
Nota: FDG = fundicion gris; PE = polietileno; FD = fundicion ductil; FC = fibrocemento;
FG = fundicion gris; HCC = hormigon con camisa de chapa; RD = red de distribucion; A =

tuberia arterial.
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teriales favorecen el crecimiento de
los microorganismos que lo integran,
se tomaron muestras de todos los ti-
pos de tuberias existentes en la red
de distribucion de agua potable de la
ciudad de Valencia (Tabla 1). Los ma-
teriales de base orgdanica (plasticos,
PVC, poliamida) revelan un conside-
rable crecimiento bacteriano. Por su
parte, los inorganicos (fibrocemento,
hormigdn, hierro, acero) producen
nédulos de corrosion que reaccionan
con los desinfectantes y favorecen el
desarrollo microbiano al impedir la
penetracion de los mismos.

Durante los muestreos que se
realizaron se observd que no siem-
pre se apreciaba la existencia de los
biofilms como peliculas mucosas
adheridas a las paredes de las tube-
rias, y muchas veces se encontraron
deposiciones calcareas mas o menos
duras o bulbos ferrosos crecidos a lo
largo del tiempo de vida de las ins-
talaciones (Figura 3). Otros autores
establecieron una relacién directa
entre la formacién de biofilms y el
estado de las tuberias, ya que las su-
perficies metélicas corroidas facilitan
la adherencia de las bacterias, y, por

FIGURA 3. Aspecto interno de algunas tuberias con presencia de biofilms.

tanto, la proliferacion de los biofilms
(Wang et al., 2014). En el caso de los
biofilms procesados en este trabajo
se pudo observar que se encontra-
ban principalmente en tuberias que
presentaban corrosion.

Tras amplificar y secuenciar de for-
ma masiva todas las secuencias del
gen 165 ADNr presentes en las 25
muestras de biofilms se obtuvieron
un total de 662.639 secuencias dife-
rentes. Tras el analisis bioinformatico
de las mismas, limpiar las secuencias
de baja calidad y eliminar las secuen-
cias Unicas y quiméricas, permane-
cieron un total de 611.032 secuen-

GURA 4, Diversidad bacteriana de las muestras en funcién del ntimero

de secuencias.
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cias que se agruparon en 37.094
unidades taxondmicas distintas, a
las cuales se les realizé la asignacion
taxonomica.

Las muestras que presentaron una
mayor diversidad de especies bacte-
rianas fueron las muestras nimero
2. 5y 18. Las demas muestras pre-
sentaron una diversidad bacteriana
considerablemente mas baja. Sin
embargo, no se pudo establecer
una relacion entre la diversidad bac-
teriana y el tipo de tuberia, siendo
esta independiente de cada muestra
(Figura 4).

De forma global, los filos més
abundantes en el promedio de las
muestras fueron Proteobacteria,
Firmicutes, Actinobacteria y Bacte-
roidetes (Figura 5), los cuales repre-
sentaban el 52,9%, 22,2%, 11,8%
y 3,4% de las bacterias, respectiva-
mente, y que constitufan el 90,3%
del total de la poblacién microbiana
del global de las muestras. Sin em-
bargo, se observé una gran variabili-
dad en la abundancia relativa de ca-
da filo en cada una de las muestras.

Las clases bacterianas mas abun-
dantes en el promedio de las mues-
tras fueron Alphaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Bacilli, Ac-
tinobacteria, Deltaproteobacteria y
Bacteroidia, las cuales representaron
el 84,3% del total de bacterias en el
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FIGURA 5. Distribucion de los filos bacterianos mas abundantes.
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promedio de las muestras. Aunque,
como puede observarse en la Figura
6, la abundancia relativa de cada cla-
se bacteriana varfa de manera consi-
derable en cada una de las muestras
analizadas.
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A nivel de género, se observé una
importante heterogeneidad entre
las muestras (Figura 7). Ademas, se
comprobé que la aparicion o nivel
de abundancia de distintos géneros
no sigue ningun patrén respecto al

material de la tuberfa donde se ha
originado. Unicamente los géneros
Rhizobium, Sphingomonas y Pseu-
domonas estan presentes en todas
las muestras. Entre los géneros mas
abundantes en el promedio to-
tal de las muestras, se encuentran
Bacillus, Ralstonia, Desulfovibrio y
Methylocystis, los cuales represen-
tan el 9,7%, 5,6%, 5,4% y 4,6%
respectivamente, del promedio de la
poblacién bacteriana total.

Bacillus es un género bacteria-
no altamente resistente capaz de
formar endosporas vy resistir a tra-
tamientos de desinfeccién. Este
género bacteriano, junto con Desui/-
fovibrio y Methylocystis, esta relacio-
nado directa o indirectamente-con el
proceso de corrosién. Desulfovibrio
spp. juega un papel importante en
los biofilms, ya que estas bacterias
sulfato reductoras son unos de los
mayores contribuidores al fenémeno
de corrosién, debido a la combina-
cion de dos procesos: la produccién
de sulfuro de hidrégeno corrosivo y
la despolarizacién catédica (Clarck
et al., 2007). Methylocystis com-
prende un grupo de bacterias meta-
notroficas capaces de fijar nitrogeno
y comunes en estos ambientes y di-
ferentes especies del género Ralsto-
nia son promotoras de la formacion
de biofilms en gran cantidad de am-
bientes (Liu et al., 2016).

Otros géneros identificados en
los biofilms que indican su posible
participacién en los procesos de
corrosién son; Sulfuricella (bacte-
rias sulfuro-oxidadoras); Hyphomi-
crobium (bacterias oxidadoras del
hierro y manganeso); Methylobac-
terium (bacterias capaces de de-
gradar sustancias toxicas como los
productos derivados de la desinfec-
cion (DBPS), particularmente el acido
dicloroacético (Zhang et al., 2009); y
Methanobacterium (bacterias impli-

TECNBAQUA s1
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cadas en los procesos de corrosién
mediante la produccion de sulfuro
de hidrégeno a partir de la reduc-
cion de sulfuro). Entre estas destaca
particularmente Methylobacterium,
ya que es uno de los géneros mas
abundantes en biofilms de sistemas
de distribucion de agua potable y
juega un papel importante en los
procesos de agregacion (Simoes et
al., 2010; Tsagkari et al., 2017).

La presencia de bacterias meta-
nétrofas en los biofilms, tales como
Methylocystis o Methylosinus, indi-
can la presencia de capas anodxicas
en el interior de los mismos. Las
bacterias metandtrofas crecen uti-
lizando metano como fuente de
energfa. Estos ambientes andxicos
propician la formacion de metano
por parte de organismos metano-
génicos, el cual es consumido por
los organismos metanodtrofos del
propio biofilm, que ademas son
altamente resistentes a la desinfec-
cién mediante hipoclerito sodico
(Vigneron et al., 2016).

La prediccion de la composicion
funcional de las muestras median-
te PICRUSt reveld diversos grupos
funcionales, que incluian, metabo-
lismo de energia, sistemas de se-
crecion, motilidad, transportadores
y metabolismo del hierro, sistemas

con la degradacioén y corrosién.
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de replicacién, recombinacion y re-
paracién del ADN o degradacién de
compuestos como el dicloro difenil
tricloroetano (DDT), el benzoato o el
tolueno. Mediante el analisis de un
mayor nimero de muestras se po-
drian establecer correlaciones entre
el tipo o la edad de las tuberias y las
funciones de las bacterias presentes
en los biofilms de las mismas.

La abundancia relativa de los gé-
neros que pueden participar activa-
mente en los procesos de degrada-
cion y corrosién de las tuberfas no
sigue ningun patrén determinado y
depende de la muestra (Figura 8).

', 9. Distribucién de los géneros bacterianas potencialmente patégenos.
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Ademas del papel que juegan los
biofilms en el proceso de corrosion
y desgaste de los sistemas de dis-
tribucion, se ha.de prestar especial
atencion a los microorganismos
patégenos que puedan persistir en
los sistemas de distribucion prote-
gidos en estos microhabitats. Entre
las bacterias patégenas presentes
en los biofilms analizados, se han
identificado los géneros Bacillus,
Staphylococcus, Mycobacterium,
Pseudomonas, Streptococcus, Arco-
bacter, Helicobacter, Escherichia coli
y Legionella (Figura 9).

La presencia de estos géneros en
agua potable y en ETAP ya ha sido
previamente documentada. Pseudo-
monas suele ser de los géneros mas
abundantes al inicio de la formacion
de los biofilms, ya que estd implica-
da directamente en su formacion,
junto con los géneros Acidovorax
o Methylocystis. Con el paso del
tiempo, este género deja de ser tan
abundante. Mycobacteriun es de
crecimiento lento, pero es mas resis-
tente que otros patégenos a los tra-
tamientos de desinfeccion, mientras
que Legionella parece ser mas sen-
sible a los mismos (Liu et al., 2014).
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El hecho de haber detectado estas
bacterias en los biofilms del sistema
de distribucién de agua potable no
implica necesariamente un riesgo
para la salud humana, ya que puede
tratarse de bacterias no viables o, en
caso de ser viables, pueden estar en
concentraciones que no supongan
tal riesgo. Ademas, no todas las es-
pecies de estos géneros bacterianos
son bacterias patégenas para ser
humano.

Mediante la técnica de metage-
némica de secuenciacion dirigida,
en este caso dirigida hacia el gen
165 ADNTr, se puede identificar la
presencia de patdgenos incluso en
su estado VBNC, que es la forma
mas habitual en la que se pueden
encontrar embebidos en el biofilm,
manteniendo su potencial virulencia
a la espera de condiciones que les
permitan proliferar. El principal pro-
blema derivado de la persistencia de
estos patogenos en biofilms es que
pueden sobrevivir a los procesos de
desinfeccién y en un momento de-
terminado, pueden ser liberados a
la corriente de agua produciendo un
problema de contaminacion vy, por
tanto, un problema de salud publica.

Aungue algunos autores han en-
contrado diferencia entre las comu-
nidades bacterianas en funcién del
material de las tuberias donde se
han formado los biofilms (Ren et al.,
2015), en este estudio no se ha esta-
blecido una relacion directa, debido
por una parte a la elevada hetero-
geneidad entre muestras proceden-
tes del mismo tipo de tuberia y por
otra a la falta de homogeneidad en
el ndmero de muestras que se han
analizado de cada tipo de tuberfa.

4. CONCLUSIONES

Este estudio demuestra que la meta-
gendmica de secuenciacion dirigida
al gen 16S ADNr permite determinar

www.tecnoaqua.es

la microbiota bacteriana a partir de
biofilms del sistema de distribucion
de agua potable.

Se ha demostrado gue los biofilms
estudiados, presentes en las tuberias
del sistema de distribucion de agua
potable, albergan una gran diversi-
dad de bacterias, cuya composicién
es heterogénea entre muestras. Se
necesitaria analizar un mayor tipo
de muestras para determinar si exis-
te una microbiota comun segun las
distintas caracterfisticas de las mues-
tras. Sin embargo, la informacién
obtenida en este trabajo es Util para
conseguir un buen control de la ges-
tion de calidad del agua.
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