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RESUMEN

La creciente amenaza de la resistencia a los antimicrobianos plantea un desafio importante
para la salud publica y afecta la eficacia de los tratamientos médicos y el manejo de
enfermedades infecciosas. Este estudio aborda la necesidad critica de estrategias efectivas
para identificar genes de resistencia a los antimicrobianos en microorganismos patégenos. Al
realizar un andlisis comparativo de los procesos bioinforméticos, la investigacion contribuye a
discernir practicas Optimas para la deteccion de genes de resistencia. Esto es particularmente
crucial en regiones como Ecuador, donde la infraestructura de atencion médica es
inadecuada, altas tasas de enfermedades infecciosas y la comunicacién sobre temas de salud
publica. Aprovechando el poder de la secuenciacion de proxima generacion (NGS) y los
procesos bioinformaticos, el estudio subraya la importancia de adoptar un enfoque genémico
para un analisis exhaustivo de cepas bacterianas. La bioinformatica facilita la identificacion
especifica de genes de resistencia, desentrafiando las complejidades genéticas de la resistencia
a los antimicrobianos. La evaluacién de los procesos bioinformaticos dentro de la plataforma
Galaxy se alinea con los desarrollos de vanguardia en gendmica y bioinformatica,
proporcionando informacién valiosa tanto para la comprension cientifica como para las
estrategias de salud publica. Entre los proyectos bioinformaticos comparados, ABRIcate
emerge como la herramienta mas eficaz para evaluar genes de resistencia en comparacion con
StarAMR. Ademas, el estudio revela que la base de datos CARD arroja resultados superiores
en este contexto. Estos hallazgos resaltan la importancia de las tecnologias de secuenciacion
avanzadas, los flujos de trabajo bioinformaticos integrales y las plataformas colaborativas
para comprender y abordar los desafios asociados con la resistencia a los antimicrobianos.

Palabras Clave: resistencia antimicrobiana, secuenciacion NGS, pipeline bioinformatico,

Resfinder, CARD, StarAMR, ABRIcate.



UISEK

UNIVERSIDAD INTERNACIONAL SEK

ABSTRACT

The growing threat of antimicrobial resistance poses a significant challenge to public health
and affects the effectiveness of medical treatments and the management of infectious diseases.
This study addresses the critical need for effective strategies to identify antimicrobial resistance
genes in pathogenic microorganisms. By performing a comparative analysis of bioinformatics
processes, the research contributes to discerning optimal practices for the detection of
resistance genes. This is particularly crucial in regions like Ecuador, where healthcare
infrastructure is inadequate, high rates of infectious diseases and communication on public
health issues. Harnessing the power of next-generation sequencing (NGS) and bioinformatics
processes, the study underlines the importance of adopting a genomic approach for
comprehensive analysis of bacterial strains. Bioinformatics facilitates the targeted identification
of resistance genes, unraveling the genetic complexities of antimicrobial resistance. The
evaluation of bioinformatics processes within the Galaxy platform aligns with cutting-edge
developments in genomics and bioinformatics, providing valuable information for both
scientific understanding and public health strategies. Among the compared bioinformatics
projects, ABRIcate emerges as the most effective tool for evaluating resistance genes compared
to StarAMR. Furthermore, the study reveals that the CARD database yields superior results in
this context. These findings highlight the importance of advanced sequencing technologies,
comprehensive bioinformatics workflows, and collaborative platforms to understand and

address the challenges associated with antimicrobial resistance.

Keywords: antimicrobial resistance, NGS sequencing, bioinformatics pipeline, Resfinder,

CARD, StarAMR, ABRIcate.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema

La creciente amenaza de la resistencia a los antimicrobianos presenta un desafio
critico para la salud pdblica, poniendo en peligro la eficacia de los tratamientos
médicos y el manejo de enfermedades infecciosas (Naccache et al., 2014). Esta
cuestion urgente destaca la necesidad de una comprension integral de los genes de
resistencia a los antimicrobianos en los microorganismos patégenos. Sin embargo, en
Ecuador, existe una notoria ausencia de investigacion y discurso sobre cuestiones
criticas de salud publica, lo que exacerba la gravedad del problema (Satan et al., 2023).
Este estudio busca abordar esta brecha mediante la realizacion de un anélisis
comparativo de diversas metodologias bioinformaticas destinadas a identificar genes de
resistencia a los antimicrobianos. El desafio general es formular estrategias eficaces
para la deteccién y la comprension, sentando las bases para mitigar las amenazas a la
salud publica asociadas con la resistencia a los antimicrobianos. La inmediatez de esta
investigacion se ve acentuada por las posibles ramificaciones de la resistencia a los
antibidticos, incluida consecuencias graves como muertes, lo que lleva a una
exploracion meticulosa de los mecanismos de resistencia bacteriana (McArthur &

Wright, 2015).

La utilizacién de tecnologias avanzadas, incluida la secuenciacion de proxima
generacion (NGS) y los procesos bioinformaticos, se vuelve imperativa para un analisis
exhaustivo de cepas bacterianas. La naturaleza compleja de los mecanismos de
resistencia bacteriana exige un enfoque detallado facilitado por la bioinformatica, que
permita la identificacion especifica de genes de resistencia (Lv et al., 2020). Sin

embargo, la ausencia de una cultura de investigacion bien establecida en ciertas
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regiones intensifica el imperativo de realizar tales estudios, contribuyendo no sélo al
conocimiento cientifico sino también al desarrollo de estrategias e intervenciones

efectivas de salud publica (Calero-Céceres et al., 2023).

1.2 Justificacién

La resistencia antimicrobiana no es un fendmeno reciente, de hecho, ha
evolucionado a lo largo de las décadas y se ha convertido en un problema global. Los
primeros informes de resistencia a los antibidticos datan de la década de 1940, poco
después de la introduccion de la penicilina (Davies & Davies, 2010). En la actualidad
sigue siendo un creciente problema de salud publica de gran relevancia, con graves
implicaciones para la eficacia de los tratamientos médicos y el manejo de enfermedades
infecciosas que puedan ser tratadas a tiempo. En este contexto, el presente estudio
propone un analisis comparativo de diferentes metodologias utilizadas para la
identificacion de genes de resistencia a antimicrobianos en microorganismos patégenos
(Ramos Meyers et al., 2022). El fundamento de esta investigacion radica en la necesidad
apremiante de desarrollar estrategias efectivas para detectar y comprender la resistencia
a los antimicrobianos, lo que permitird abordar adecuadamente las amenazas a la salud
publica (Richardson, 2017). A través de la evaluacion critica y comparativa de los
pipelines bioinformaticos, este estudio contribuira a identificar mejores practicas para la
deteccion de genes de resistencia, proporcionando una base sélida para futuras
investigaciones y posibles aplicaciones clinicas, lo cual es esencial en la lucha contra la

propagacion de la resistencia a los antimicrobianos (Frieri et al., 2017).

Es muy importante que dentro de la academia se siga investigando este tipo de
temas por la repercusion que tiene en la sociedad, mas ain en el Ecuador, debido al uso
excesivo de antibidticos, una regulacién y aplicacion insuficientes, una infraestructura

de atencion médica inadecuada y altas tasas de enfermedades infecciosas (Tamayo
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Trujillo et al., 2022). En el pais se encuentran dos centros de investigacion enfocados
en la resistencia bacteriana que son: el Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP) y el Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica
(INSPI). Con estos centros de investigacion se podra seguir desarrollando una cultura 'y
comunicacion sobre este tipo de situaciones para la salud pablica, las practicas agricolas
para que sean mas sostenibles y el impacto grave que representa la resistencia hacia los
antibidticos (Torres Darwin, 2021). La identificacion de genes de resistencia mediante
secuenciacion de siguiente generacion (NGS) y pipelines bioinformaticos, es de
importancia para el diagnostico clinico, debido a los beneficios complementarios que
ofrecen en el estudio de bacterias obtenidas de muestras de laboratorio (Petit & Read,
2020). Por otro lado, la inclusién de un enfoque gendmico mediante NGS vy pipelines
bioinformaticos es fundamental porque permite un analisis mas profundo y completo de

las cepas bacterianas (Jeong et al., 2023).

Las bacterias seleccionadas, como Escherichia coli, Salmonella enterica,
Salmonella infantis y Staphylococcus aureus, son ampliamente reconocidas por su
relevancia clinica y capacidad para desarrollar resistencia a diversos antimicrobianos, al
ser parte del grupo ESKAPE. Segun un analisis sistematico publicado en The Lancet
por Murray et al., "Carga global de resistencia bacteriana a los antimicrobianos en
2019", se estima que se produjeron 4,95 millones de muertes asociadas con la
resistencia a los antimicrobianos (RAM) en 204 paises. Entre estas muertes, 1,25
millones se atribuyeron a infecciones de las vias respiratorias inferiores, causadas
principalmente por Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae y
Pseudomonas aeruginosa (Murray et al., 2022). Para abordar las preocupaciones sobre
los criterios de seleccidn y la relevancia clinica de las bacterias elegidas para este

estudio, es esencial proporcionar una explicacion detallada de los mecanismos por los
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cuales estas bacterias evaden los tratamientos antimicrobianos en casos clinicos y
analisis estadisticos que ocurrieron en el Ecuador. Fue realizado un analisis de bacterias
aisladas de muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios, obtenidas de la base
de datos nacional de vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos en el 2018 del
Centro Nacional de Referencia para la Resistencia a los Antimicrobianos, abarcé
57.305 aislamientos bacterianos. De ellos, el 48,8% procedian de pacientes
hospitalizados, el 55,7% eran mujeres y el 60,1% eran pacientes mayores de 45 afios.
Las muestras clinicas mas frecuentes fueron las de orina (42,9%), seguidas de las de
sangre (12,4%). Las bacterias gramnegativas constituyeron el 77,1% de los aislados,
siendo Escherichia coli la especie predominante entre ellas. Entre las bacterias
grampositivas, Staphylococcus aureus fue la mas coman. Los niveles de resistencia a
los antimicrobianos fueron notablemente mas altos en los pacientes hospitalizados que

en los ambulatorios (Satan et al., 2023).

Para Escherichia coli, el principal mecanismo de resistencia es la produccion de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Un estudio realizado en Ecuador por
Pinguil et al. en 2022 tuvo como objetivo caracterizar la resistencia de BLEE en
muestras aisladas de E. coli en el Hospital Homero Castanier Crespo utilizando datos
de la red WHONET. El estudio informé una alta resistencia de E. coli en Trimetoprima
+ Sulfametoxazol y a cefalosporinas de primera y segunda generacion, con tasas de
resistencia del 48%. E. coli esta asociada con infecciones humanas tanto adquiridas en
la comunidad como en hospitales (Pinguil Yugsi et al., 2022). El Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina (MRSA) esta ampliamente estudiado y prevalece tanto
en entornos comunitarios como hospitalarios, asociado con infecciones de la piel y
tejidos blandos, asi como con bacteriemia. En Ecuador, el MRSA es monitoreado por el
Centro Nacional de Referencia de Resistencia a los Antimicrobianos (CRN-RAM)

debido a su alta prevalencia en entornos de salud, lo que requiere el control y
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establecimiento de alternativas terapéuticas. Entre los aislados hospitalarios, la
penicilina mostré el mayor porcentaje de resistencia con un 87%, seguida de la

cefazolina con un 60% de resistencia (Ministerio de Salud, 2018).

Salmonella enterica abarca mas de 2.500 serovares, muchos de los cuales estan
relacionados con enfermedades humanas transmitidas por los alimentos,
particularmente a través de aves de corral y cerdos, que sirven como reservorios de
cepas resistentes a los antibidticos. Un estudio destinado a determinar la prevalencia,
los serovares, los genes de resistencia a los B-lactdmicos y los factores de riesgo
asociados de Salmonella enterica en la carne de cerdo vendida en los mercados abiertos
de Quito destaca esta cuestion (Vinueza-Burgos et al., 2024). Ademas, se sabe que
Salmonella Infantis, un contaminante comin de los productos avicolas alberga
elementos genéticos moviles que confieren resistencia a multiples farmacos (MDR).
Cuatro cepas de MDR S. Infantis procedentes de gallineros en la isla Santa Cruz de las
Islas Galapagos demostraron resistencia a las B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) y una susceptibilidad reducida a las fluoroquinolonas. Estos hallazgos
enfatizan la relevancia clinica y los mecanismos de resistencia de las bacterias

seleccionadas, justificando su inclusion en el estudio (Burnett et al., 2021).

La disponibilidad de secuencias gendémicas de estas bacterias en bases de datos
publicas como NCBI-SRA las convierte en candidatas ideales para el analisis de genes
de resistencia (Feretzakis et al., 2021). La tecnologia de secuenciacion por sintesis
(SBS) de Illumina proporciona lecturas de extremos emparejados de alta precision,
esenciales para detectar mutaciones de resistencia de baja frecuencia y variantes
estructurales (Boyer et al., 2015). La rentabilidad y las capacidades de analisis integral
de NGS permiten la secuenciacion del genoma completo, revelando todos los genes de

resistencia potenciales dentro de comunidades microbianas complejas. La
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bioinformatica es fundamental para gestionar e interpretar la gran cantidad de datos
generados por NGS (Cabral Borelli et al., 2021). El procesamiento de los archivos
FastQ, alinea lecturas con genomas de referencia y llama a variantes para identificar
mutaciones asociadas a la resistencia. Los archivos FastQ almacenan datos sin procesar
de alta calidad que, a través del analisis bioinformatico, se convierten en informacion
procesable (Chen, 2023). Las herramientas bioinformaticas también anotan genes de
resistencia utilizando bases de datos como CARD y ResFinder, integran datos
multiébmicos y ofrecen plataformas de visualizacién para un examen genomico
detallado. Estas capacidades garantizan una identificacion precisa y una comprension

funcional de los mecanismos de resistencia (Seoane & Bou, 2021).

En sintesis, la seleccidn de estas bacterias y la eleccidn de varias secuencias por
especie garantizan una representacion completa y diversa en la investigacion sobre
resistencia antimicrobiana (Mancuso et al., 2021). La evaluacion de los procesos
bioinformaticos dentro de la plataforma Galaxy se alinea con el estado actual del arte
en genodmica y bioinformética. Esta evaluacion tiene importancia ya que aprovecha
tecnologias de secuenciacion avanzadas, flujos de trabajo bioinforméticos integrales y
plataformas colaborativas para descifrar las complejidades genéticas de la resistencia a
los antimicrobianos (Hernandez et al., 2020). Los resultados estan preparados para
contribuir no solo al conocimiento cientifico sino también a las estrategias de salud
publica, ofreciendo ideas para intervenciones especificas y regimenes de tratamiento
optimizados (Darwish et al., 2022). La integracion de iniciativas de colaboracion global
enfatiza aun mas la necesidad de un enfoque unificado para mitigar los desafios que
plantea la resistencia a los antimicrobianos. (Tuan et al., 2019).

1.3 Marco Teoérico
1.3.1 Resistencia a los antimicrobianos (Grupo ESKAPE)

El grupo ESKAPE, que incluye especies de Enterococcus faecium,
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Staphylococcus aureus, Klebsiella  pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter, representa una preocupacion importante en
el ambito de la resistencia a los antimicrobianos. Estas bacterias son conocidas por su
capacidad para "escapar” de los efectos de los farmacos antibacterianos, lo que provoca
infecciones dificiles de tratar (Aloke & Achilonu, 2023). A menudo estan implicados en
infecciones adquiridas en hospitales (IAH), lo que contribuye al aumento de la
morbilidad, la mortalidad y los costos de atencion médica (Miller & Arias, 2024). Los
patogenos ESKAPE son particularmente preocupantes porque han desarrollado
resistencia a multiples antibidticos, incluidos tratamientos de ultimo recurso, lo que los
convierte en un foco critico para la investigacion y el manejo clinico en la lucha contra

la resistencia a los antimicrobianos (De Oliveira et al., 2020).

La importancia del grupo ESKAPE se extiende mas alla de los resultados de los
pacientes individuales. Estas bacterias representan una amenaza mas amplia para la salud
publica debido a su potencial de propagacién rapida en los entornos sanitarios (Weber et
al., 2020). Como se puede observar en la Figura 1 (M.A Loyola-Cruz et al., 2023), los
mecanismos de resistencia del grupo ESKAPE pueden diseminarse horizontalmente entre
diferentes especies bacterianas mediante la transferencia de material genético,
exacerbando el problema de la resistencia a los antibioticos, dentro del metabolismo de
cada bacteria se generan diferentes defensas para contrarrestar los efectos de cada tipo de
antibidtico al generar una mutacién especifica y por la produccién de proteinas (Jawade

et al., 2024). Comprender y abordar los desafios que plantean los patdgenos ESKAPE es

crucial para desarrollar estrategias efectivas de control de infecciones, programas de
administracion de antibidticos y enfoques terapeuticos novedosos para mitigar el impacto

de estos formidables organismos en la salud global (Sserwadda & Mboowa, 2021).
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Figura 1. Mecanismos de resistencia identificados en bacterias del grupo ESKAPE.

Fuente: (M.A Loyola-Cruz et al., 2023).

1.3.2 Mecanismos de resistencia en bacterias

Las bacterias emplean diversos mecanismos para resistir los efectos de los
antibidticos, siendo uno de los mas comunes la produccion de enzimas que inactivan el
farmaco. Por ejemplo, las B-lactamasas descomponen los antibidticos p-lactamicos como
las penicilinas y las cefalosporinas, volviéndolos ineficaces (Su et al., 2018). Otro
mecanismo implica alterar el sitio objetivo del antibiotico dentro de la bacteria, evitando
que el farmaco se una eficazmente. Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(MRSA) ejemplifica esta estrategia al modificar las proteinas de unién a penicilina,

reduciendo la eficacia de los antibioticos B-lactdmicos (Silva et al., 2023).

En la Figura 2 (ReAct, 2016), se muestra como las bacterias pueden desarrollar
resistencia a través de cambios en la permeabilidad de la membrana y la salida activa de

antibioticos. Al modificar sus paredes o membranas celulares, las bacterias pueden

impedir que los antibidticos entren en la célula. Las bombas de eflujo expulsan
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activamente los antibidticos de la célula bacteriana antes de que puedan alcanzar su
objetivo (Lipworth et al., 2023). Este mecanismo se observa notablemente en
Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii resistentes a multiples farmacos.
Comprender estos mecanismos de resistencia es vital para desarrollar nuevos antibiéticos
y tratamientos capaces de superar las defensas bacterianas, mejorando asi el tratamiento

de las infecciones resistentes (Puvaca & de Llanos Frutos, 2021).
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Figura 2. Estrategias de resistencia a los antibidticos en las bacterias.

Fuente: (ReAct, 2016).

1.3.3 Pruebas Tradicionales

Los antibiogramas, son las pruebas tradicionales utilizadas para evaluar la
susceptibilidad bacteriana a los antibidticos, implican cultivar bacterias y exponerlas a
discos o tiras impregnadas de antibioticos (Klinker et al., 2021). Si bien estas pruebas
brindan informacién valiosa sobre los antibidticos eficaces, pueden ser ambiguas
debido a la variabilidad en las practicas de laboratorio, la interpretacion subjetiva de los
resultados y la incapacidad de detectar mecanismos de resistencia que no se expresan
fenotipicamente durante las pruebas. Ademas, estas pruebas requieren mucho tiempoy,
a menudo, tardan varios dias en producir resultados, lo que puede retrasar el

tratamiento adecuado (Landecker, 2016).
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1.3.4 Secuenciacién y Bioinformatica para la identificacion de genes resistentes

La secuenciacion del genoma completo (WGS) y la bioinforméatica han
revolucionado la identificacién de genes de resistencia a los antimicrobianos (AMR).
WGS proporciona un analisis exhaustivo de todo el material genético de una bacteria,
revelando genes de resistencia que los métodos tradicionales podrian pasar por alto
(Ducarmon et al., 2020). Herramientas bioinforméaticas como StarAMR, que utiliza la
base de datos Resfinder, y ABRIcate, que puede emplear varias bases de datos como la
base de datos integral de resistencia a los antibidticos (CARD), permiten una
identificacion precisa de genes de resistencia conocidos (Kakoullis et al., 2021). Estas
herramientas comparan datos genéticos secuenciados con bases de datos de genes de

resistencia seleccionadas, lo que permite una deteccion rapida y precisa de RAM.

StarAMR, utilizando la base de datos Resfinder, se centra en identificar genes
adquiridos de resistencia a los antimicrobianos y mutaciones cromosémicas que confieren
resistencia (Bitar et al., 2020). Esta herramienta detecta patrones de resistencia al hacer
coincidir secuencias del genoma bacteriano con las del repositorio Resfinder, lo que
garantiza una identificacion completa y actualizada. Los investigadores que utilizan
StarAMR pueden generar informes detallados sobre los genes de resistencia presentes, lo
gue ayuda en los estudios epidemioldgicos y orienta las decisiones de tratamiento (Ali et
al., 2022). ABRIcate ofrece flexibilidad en la seleccidn de bases de datos, lo que permite
a los investigadores elegir la base de datos méas adecuada para su estudio (Montealegre et
al., 2020). La base de datos CARD, que se utiliza a menudo con ABRIcate, es reconocida
por su amplia coleccidén de genes de resistencia y datos fenotipicos asociados, lo que
mejora la precision de la identificacion de genes de resistencia (Khezri et al., 2020). La
utilizacion de CARD con ABRIcate garantiza la deteccion de genes de resistencia incluso

nuevos o poco comunes (Grant et al., 2023). La combinacién de WGS y procesos
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bioinformaticos proporciona un enfoque poderoso para comprender y combatir la
resistencia a los antimicrobianos, superando las limitaciones de los antibiogramas
tradicionales al ofrecer perfiles de resistencia bacteriana mas rapidos, precisos y

completos (Kiyaga et al., 2022).

1.4 Objetivo General

- Evaluar dos pipelines bioinformaticos mediante la plataforma Galaxy, para la

identificacion de genes de resistencia a los antimicrobianos.

1.5 Objetivos Especificos

Descargar archivos crudos de secuenciacion del genoma completo de bacterias

desde la base de datos de NCBI-SRA.

- Analizar la calidad de lecturas de secuenciacién de los archivos descargados.

- Ensamblar el genoma completo de las bacterias contenidas de los archivos de
secuenciacion descargadas.

- Aplicar los pipelines bioinformaticos StarAMR y ABRIcate para la identificacion
de genes de resistencias a los antimicrobianos en los genomas ensamblados.

- ldentificar estructuras gendémicas extracromosomales que contribuyan a la
resistencia antimicrobiana en los genomas ensamblados.

- Comparar los resultados de las estructuras gendémicas de los pipelines

bioinformaticos.

1.5 Hipotesis

- La eficacia de los pipelines bioinforméticos para identificar genes de resistencia

a los antimicrobianos depende de la base de datos utilizada.

11
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CAPITULO 2. METODOLOGIA

2.1 Descarga de Datos

- Se descargaron archivos crudos de secuenciacion desde la base de Datos de SRA
(Sequence Read Archive) de NCBI. Se seleccionaron archivos de secuenciacion
de la plataforma Illumina en formato FastQ de las bacterias: Escherichia coli,
Salmonella enterica, Salmonella infantis, Staphylococus aureus, debido a su
importancia clinica y formar parte del grupo ESKAPE. Con los siguientes

Accession Numbers:

- E. coli: SRX22934506, SRX22934411, SRX22932831, SRX22920367,
SRX22920172.

S. enterica: SRX23098497, SRX22688550, SRX22870922, SRX22948137,

SRX22948109.

S. infantis: SRX22095099, SRX22094976, SRX22094963, SRX22094843,

SRX22094822.

- S. aureus: SRX22917086, SRX22788443, SRX22582017, SRX22582012,
SRX23072338.

2.2 Control de calidad de los archivos de secuenciacion
- El control de calidad de los datos de secuenciacién utiliz6 FASTQC vy
Trimmomatic, centrandose en garantizar lecturas de alta calidad a través de
configuraciones de parametros especificos.
Control de calidad con FASTQ
- Se empled FASTQC (Andrews, 2010) para evaluar la calidad de los archivos de
secuenciacion, utilizando la puntuacion de Phred como métrica principal. Las

lecturas con una puntuacion Phred inferior a 30 se marcaron como de baja

12
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calidad. Los parametros clave para FASTQC incluyeron:

- Lista de adaptadores, lista de contaminantes, archivo de especificacion de limites

- Agrupacion base para lecturas >50 pb: Deshabilitada para evitar fallas en
lecturas largas.

- Visualizacion de longitud de secuencia: 35-251.

- Longitud de K-mer: establecida en 7, aunque las pruebas de K-mer estaban
deshabilitadas de forma predeterminada.

Control de calidad con Trimmomatic

Después de FASTQC, se utilizé Trimmomatic (Bolger et al., 2014) para recortar
y filtrar lecturas de baja calidad. Los parametros clave incluyen:

- Tipo de lectura: extremo emparejado.

- ILLUMINACLIP: No se utiliza para retirar el adaptador.

- Operacion de recorte: Ventana Corredera.

- Bases a Promedio: 4.

- Calidad media requerida: 30.

2.3 Ensamblaje De Novo

- El ensamblaje de novo de los archivos FASTQ trimados se realiz6 utilizando
Shovill (Seemann, 2021) por su eficiencia y confiabilidad con datos de
secuenciacion de extremos emparejados de lllumina. Se eligieron lecturas de
extremos emparejados por su cobertura y precision superiores a las lecturas de un
solo extremo. Posteriormente, la calidad del ensamblaje se evalu6 utilizando
QUAST (Mikheenko et al., 2018), centrandose en el tamafio del genoma y los
valores de N50.

Parametros y Caracteristicas de Shovill con Quast
- Shovill fue seleccionado por su sélido desempefio con los datos de Illumina y su

13
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integracion con SPAdes, un ensamblador de gran prestigio. Shovill automatiza
varios pasos, incluida la correccién de errores, y estd optimizado para brindar

velocidad y precision. Los pardmetros clave para Shovill incluyeron:

Coleccién emparejada: conectada a ‘fastq_out_paired' desde el paso de
control de calidad.

- Lecturas recortadas: Precortadas con Trimmomatic.

- Ensamblador: SPAdes, elegido por su alto rendimiento.

- Archivo de registro de salida: habilitado para verificacion y solucion de

problemas.
- Umbral de tamafio de contig: Estadisticas basadas en contigs > 500 pb para
garantizar una evaluacion significativa.

Estadisticas de la Asamblea QUAST
Para proporcionar un ejemplo en el ensamblaje producido por Shovill fue evaluado
con los siguientes resultados en la muestra de E.coli SRX22934506 y proyectado en
Quast:

- Numero de contigs: 247

- Nuamero de contigs (= 0 pb): 677

- Numero de Contigs (= 1000 pb): 158

- Contig mas grande: 286.580 pb

- Longitud total: 5.547.450 pb

- Longitud total (> 0 pb): 5.664.210 pb

- Longitud total (> 1000 pb): 5.487.915 pb

- N50: 127.118 pb

- NO90: 21.775 pb

- L50:16

- L90: 54
14
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- Contenido de GC: 50,43%

- Numero de discrepancias: 0

- Numero de N por 100 kbp: 0

- Ndmero total de N: 0

Estas métricas indican un ensamblaje de alta calidad con un valor N50
significativo y una longitud de ensamblaje completa. La ausencia de desajustes y

huecos subraya la precision del montaje.

2.4 ldentificacidn de genes de resistencia

- Los archivos FASTA ensamblados se analizaron en busca de genes de
resistencia a los antimicrobianos (AMR) utilizando dos pipelines
bioinformaticos: StaRAMR con la base de datos ResFinder (Rodrigues et al.,
2020) y ABRIcate (Cruz et al., 2024) con la base de datos CARD. Estas
herramientas fueron seleccionadas por sus fortalezas en la deteccion de genes de
RAM vy la naturaleza integral de sus respectivas bases de datos. Luego se
compararon los resultados de ambos proyectos para evaluar similitudes y
discrepancias.

Eleccion de bases de Datos

ResFinder en StaRAMR:

- ResFinder fue seleccionado por su coleccion extensa y frecuentemente
actualizada de genes de resistencia clinicamente significativos. StaRAMR
utiliza ResFinder para proporcionar una identificacion precisa de genes de
resistencia.

- Limitaciones: se centra en genes bien caracterizados, y es posible que falten
genes mas nuevos o0 menos documentados. Complementar con otras bases de

datos mitiga este problema.
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Parametros para StaRAMR:

Umbral de identidad porcentual para BLAST: 98,0%
- BLAST Superposicion de longitud de golpe (ResFinder): 60,0%
- BLAST Superposicion de longitud de golpe (PointFinder): 95,0%
- BLAST Superposicion de longitud de impacto (PlasmidFinder): 60,0%
- Tamafno del genoma: 4.000.000 - 6.000.000 pb
- N50 minimo: 10.000
- Longitud minima de contig: 300 pb
- Contigs maximos (longitud minima): 1000
- Esquema MLST: Automatico
- Excluir ciertos genes AMR: lista predeterminada
- Tipo de base de datos PlasmidFinder: todos los tipos disponibles
CARD para ABRIcate:
- Se eligi6 CARD por su depdsito detallado de genes de resistencia, que abarca
tanto la resistencia adquirida como las mutaciones cromosémicas.
- Limitaciones: Complejidad y posible retraso en las actualizaciones. Las
actualizaciones periodicas y las referencias cruzadas ayudan a mitigar esto.
Parametros para ABRIcate:
- Base de datos: CARD (configuracion predeterminada)
- ldentidad minima de ADN: 80,0%
- Cobertura minima de ADN: 80,0%
Evaluacion de similitud y discordancia
- Se compararon los resultados de StarAMR y ABRIcate para identificar
similitudes y discrepancias en la deteccidn de genes de resistencia. Este analisis
comparativo ayuda a validar los hallazgos y garantiza un perfil de resistencia

integral al compensar posibles lagunas en las bases de datos individuales.
16
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2.5 Flujo de Trabajo

- Tal como se muestra en la Figura 3 (Afgan et al., 2022). El flujo de trabajo fue
realizado en la plataforma Galaxy Australia, siendo una guia de pasos a seguir
para el ensamblaje de los genomas bacterianos del grupo ESKAPE. Comparando
entre los pipelines bioinformaticos StarAMR y ABRIcate, con las bases de datos
de Resfinder y CARD. Utilizando los parametros dentro de cada herramienta
anteriormente mencionada, se recortaron los genomas para obtener una mayor
precision en las resistencias de cada muestra de las bacterias.

J 1: FastQC D x >

) Raw read data from your
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(] & report (tabular

[ [ @ plasmidfinder (tabular) ©
[J & settings (txt 0
] @ excel [xlsx ©

O @ fastq_out_r2_unpaired €

Figura 3. Pipeline del procesamiento NGS, trimado, ensamblaje e identificacion de genes de resistencia.

Fuente: (Afgan et al., 2022).
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CAPITULO 3. RESULTADOS

3.1 Ensamblaje de Novo de las Bacterias del Grupo ESKAPE
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- Se logro ensamblar los genomas de todas las bacterias de forma efectiva con la

herramienta Shovill dentro de la plataforma Galaxy con cada muestra bacteriana y

posteriormente se evaluaron los ensamblajes con la herramienta Quast. En la Tabla 1

se observa el tamafio del genoma de referencia, del genoma ensamblado y el N50 de

todos los genomas ensamblados de las bacterias del Grupo ESKAPE.

Tabla 1. Ensamblaje de Novo de los genomas bacterianos del Grupo ESKAPE

Accesion Numbers de cada| Bacteria Tamafio del genoma de Tamafio del Genoma Valores del
Bacteria referencia de la Bacteria ensamblado N50

1) SRX22934506 5547450 pb 127118 pb
2) SRX22934411 5465246 pb 118010 pb
3) SRX22932831 E. coli 4900000 pb 5001561 pb 97361 pb
4) SRX22920367 5000042 pb 210265 pb
5) SRX22920172 5429150 pb 146272 pb
1) SRX23098497 4651061 pb 101623 pb
2) SRX22688550 4943462 pb 180903 pb
3) SRX22870922 S. enterica 4800000 pb 4651652 pb 440391 pb
4) SRX22948137 4540688 pb 256281 pb
5) SRX22948109 4724360 pb 109746 pb
1) SRX22095099 4589090 pb 112992 pb
2) SRX22094976 4692445 pb 48965 pb
3) SRX22094963 S. infantis 4700000 pb 4966645 pb 77291 pb
4) SRX22094843 4596237 pb 165932 pb
5) SRX22094822 4639815 pb 175864 pb
1) SRX22917086 2740697 pb 316180 pb
2) SRX22788443 2817702 pb 212151 pb
3) SRX22582017 S. aureus 2900000 pb 2769280 pb 256866 pb
4) SRX22582012 2814496 pb 118674 pb
5) SRX23072338 2774408 pb 161394 pb

3.1.1 Anélisis y Comparacion con otros estudios en el Ensamblaje de los Genomas

- La eficacia de la herramienta Shovill para generar ensamblajes de alta calidad es

evidente a partir de los tamarios del genoma ensamblado y los valores N50. Estos

resultados coinciden estrechamente con los tamafios esperados de los genomas de

referencia, con ligeras variaciones tipicas de los ensamblajes de Novo:
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E. coli:

- Tamario del genoma: 5.000.042 pb a 5.547.450 pb (referencia: 4.900.000 pb)

- Valor del N50: 97.361 pb a 210.265 pb.

- Comparacion: Similar a Toth et al. (2022), dentro de su investigacion los
tamanos de los genomas construidos fueron de aproximadamente 4,9 a 5,6 Mb
y los valores del N50 entre 100 y 200 kb.

S. enterica:

- Tamafo del genoma: 4.540.688 pb a 4.943.462 pb (referencia: 4.800.000 pb)

- Valor del N50: 101.623 pb a 440.391 pb.

- Comparacion: Se alinea con Zhao et al. (2020), quienes describieron el
tamafo del genoma ensamblado siendo de 104 plasmidos oscil6 entre 2.096 pb
y 330.857 pb con una mediana de N50 de 190 kb, que oscila entre 31y 718 kb
para 448 aislamientos.

S.infantis

- Tamafio del genoma: 4.589.090 pb a 4.966.645 pb (referencia: 4.700.000 pb)

- Valor del N50: 48.965 pb a 175.864 pb.

- Comparacion: De acuerdo con Bojan Papi¢ et al. (2022), quienes observaron
los tamafios de los genomas siendo aproximadamente 4,6 a 5,0 Mb y valores
de N50 entre 50 y 180 kb.

S. aureus

- Tamano del genoma: 2.740.697 pb a 2.817.702 pb (referencia: 2.900.000 pb)

- Valor del N50: 118.674 pb a 316.180 pb.

- Comparacion: Coincide con Smith et al. (2021), quienes informaron tamafios
de genoma de aproximadamente 2,7 a 2,8 Mb y valores de N50 que oscilaban

entre 77 y 1011 kb dentro de la investigacion que realizaron.

19



3.2 Comparativa de genes de resistencia encontrados
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3.2.1 Comparacion de Métodos para la Identificacion de Genes en Escherichia coli

- Se encontr6 un total de 14 genes de resistencia con StarAMR (Resfinder) ademas

de dos genes que no presentaron ninguna resistencia, y 356 genes de resistencia

con ABRIcate (CARD), en donde destacan genes como: tet(A), acrF, evgsS, que

confieren resistencia a la estreptomicina, fluorogquinolona, tetraciclina. Tal como

se observa en la Tabla 2. En el Anexo 1. Genomas de Escherichia coli con

StarAMR y en el Anexo 2. Genomas de Escherichia coli con ABRIcate se

encuentran las tablas con todos los genes encontrados y los antibi6ticos que son

resistentes en E.coli.

Tabla 2. Muestras y Resistencias de los pipelines bioinformaticos en E.coli

Accesion StarAMR (Resfinder) ABRIcate (CARD)
Numbers Genes Resistencias Genes Resistencias
aph(6)-Id estreptomicina aph(6)-Id Tetraciclina
SRX22934506 aph(3")-1b estreptomicina aph(3")-Ib am!”"g:“c‘?s!go
sul2 sulfametoxazol sul2 aminogiucosido
aadAl estreptomicina emrY Tetraciclina
SRX22934411 aph(3")-Ib estreptomicina emrK a Tetrac'_c'"l‘a
aph(6)-1d estreptomicina evgA uoroguinolona
yojl Péptido
SRX22932831 0 Ninguna mrF peptido
Escherichia_coli_acrA cefalosporina
marA Nitroimidazol
i i fosfomicina
SRX22920367 qnrB19 ciprofloxacina rr?]zkzé fluoroquinolona
Péptido
SRX22920172 0 Ninguna r:sttAN nitroimidazol
msbA aminocumarina

Como se puede observar en el

Gréfico 1, la herramienta ABRIcate (Base de datos de CARD) logro identificar

33 genes de resistencia en total, por otra parte, StarAMR identificd 14 genes de

resistencia (Base de datos de Resfinder). Demostrando que en la base de datos
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de CARD obtuvo mayor precision en la obtencion de resistencias que en la base

de datos de Resfinder en E.coli.

Genes de StarAMR vs Genes de ABRIcate en E.coli
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Gréfico 1. Genes de StarAMR vs Genes de ABRIcate en E.coli
Anélisis de Varianza (ANOVA) de los genes identificados de E.coli
Tabla 3. Datos obtenidos del ANOVA en E.coli
Caso F.V SC al CM F p-valor

1 Modelo 2924 1 2924 508,54 0

2 Base de Datos 2924 1 2924 508,54 0

3 Error 46 8 5,75

4 Total 2970 9

- Modelo y Base de Datos: Ambos tienen un valor F de 508,54 y un p-valor de 0.

Esto indica que la variabilidad entre las medias de los grupos (base de datos) es

significativa y no se debe al azar.

- Error: La suma de cuadrados del error es 46, con un cuadrado medio de 5,75.
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- Total: La suma de cuadrados total es 2970, que es la suma de las sumas de

cuadrados del modelo y del error.

Tabla 4. Medias y Error Estandar en E.coli

Caso Base de Datos Medias n E.E
1 StarAMR (Resfinder) 2,2 5 1,97 A
2 ABRIcate (CARD) 36,4 5 1,07 B

- StaRAMR (Resfinder): La media de genes identificados es 2,2 con un error
estandar de 1,97.

- ABRIcate (CARD): La media es 36,4 con un error estandar de 1,07.

- Las medias indican que ABRIcate (CARD) identifica muchos mas genes de
resistencia en comparacion con StaRAMR (RESFINDER). El error estandar
muestra la precision de la estimacion de la media, siendo menor para ABRIcate,
lo que sugiere una menor variabilidad en sus resultados en E.coli, los datos
estadisticos fueron proporcionados en el Anexo 9. Analisis de Varianza con
Infostat en Escherichia coli.

3.2.2 Comparacic’)n de Métodos para la Identificacion de Genes en Salmonella
enterica

- Se encontrd un total de 8 genes de resistencia con StarAMR (Resfinder) y 86
genes de resistencia con ABRIcate (CARD), en donde destacan genes como:
gack, golS, mdsC, que confieren resistencia a carbapenem, cefalosporina,
cefamicina. Tal como se observa en la Tabla 5. En el Anexo 3. Genomas de
Salmonella enterica con StarAMR y en el Anexo 4. Genomas de Salmonella
enterica con ABRIcate se encuentran las tablas con todos los genes encontrados

y los antibidticos que son resistentes en S.enterica.

Tabla 5. Muestras y Resistencias de los pipelines bioinformaticos en S.enterica

Accesion StarAMR (Resfinder) ABRIcate (CARD)
Numbers Genes ‘ Resistencias Genes Resistencias
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golS carbapenem,cefalosporina,cefamicina
SRX23098497 0 Ninguna mdsA carbapenem,cefalosporina,cefamicina

mdsB carbapenem,cefalosporina,cefamicina

estreptomicina
SRX22688550 | ant(3")-la floR cloranfenicol, ant(3")-1la Aminoglucésido
sull florfenicol bromuro floR fenicol sulfonamida
de etidio sull

mdtK Fluoroquinolona
SRX22870922 0 Ninguna sdiA fluoroquinolona,

mdsC glicilciclina

carbapenem,cefamicina

mdsB carbapenem,cefalosporina,cefamicina
SRX22948137 0 Ninguna mdsA carbapenem,cefalosporina,cefamicina

golS carbapenem,cefalosporina,cefamicina

AAC (6")-ly Aminoglucésido

SRX22948109 0 Ninguna golS carbapenem,cefalosporina,cefamicina

mdsA carbapenem,cefalosporina,cefamicina

- Enel

Gréfico 2 se observa que la herramienta ABRIcate (Base de datos CARD) logro

identificar 23 genes de resistencia en total, mientras que StarAMR (Base de

datos Resfinder) identific 8 genes de resistencia. Demostrando que en la base

de datos de CARD obtuvo mayor precision en la obtencion de resistencias que

en la base de datos de Resfinder en S.enterica.

8 Genes de StarAMR vs Genes de ABRIcate en S.enterica
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Gréfico 2. Genes de StarAMR vs Genes de ABRIcate en S. entérica

Anélisis de Varianza (ANOVA) de los genes identificados de S.enterica

Tabla 6. Datos obtenidos del ANOVA en S.enterica

Caso F.V SC gl CM F p-valor
1 Modelo 96,1 1 96,1 24,96 0
2 Base de Datos 96,1 1 96,1 24,96 0
3 Error 30,8 8 3,85
4 Total 126,9 9

- Modelo y Base de Datos: Con un valor F de 24,96 y un p-valor de
0, la diferencia entre las bases de datos es estadisticamente
significativa, indicando que ABRIcate identifica significativamente
mas genes de resistencia que StarAMR.

- Error: La suma de cuadrados del error es 30,8 con un cuadrado
medio de 3,85. Esto refleja la variabilidad no explicada por el
modelo.

- Total: La suma de cuadrados total es 126,9, que es la suma de la
variabilidad explicada por el modelo y la variabilidad del error.

Tabla 7. Medias y Error Estandar en S.enterica

Caso Base de Datos Medias n E.E
1 StarAMR (Resfinder) 1 5 0,88 A
2 ABRIcate (CARD) 7,2 5 0,88 B

- StaRAMR (RESFINDER): La media es 1 con un error estandar de

0,88.

- ABRIcate (CARD): La media es 7,2 con el mismo error estandar de

0,88.
- Las medias tienen el mismo error estandar, indicando que la
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precision de la estimacion es comparable, pero la media para
ABRIcate es mucho mas alta, reflejando una mayor capacidad para
identificar genes de resistencia en S.enterica, los datos estadisticos
fueron proporcionados en el Anexo 10. Analisis de Varianza con

Infostat en Salmonella enterica.

3.2.3 Comparacion de Métodos para la Identificacion de Genes en Salmonella infantis

- Se encontr6 un total de 17 genes de resistencia con StarAMR (Resfinder) y 89
genes de resistencia con ABRIcate (CARD), en donde destacan genes como: aph
(3)-1a, sdiA, mdtK que confieren resistencia a cefalosporina, fluoroguinolona,
glicilciclina. Tal como se observa en la Tabla 8. En el Anexo 5. Genomas de
Salmonella infantis con StarAMR y en el Anexo 6. Genomas de Salmonella
infantis con ABRIcate se encuentran las tablas con todos los genes encontrados

y los antibidticos que son resistentes en S.infantis.

Tabla 8. Muestras y Resistencias de los pipelines bioinformaticos en S.infantis

Accesion StaRAMR (Resfinder) ABRIcate (CARD)
Numbers Genes Resistencias Genes Resistencias
golS carbapenem,cefalosporina,cefamicina
SRX22095099 0 Ninguna mdsA carbapenem,cefalosporina,cefamicina
mdsB carbapenem,cefalosporina,cefamicina
mdsC carbapenem,cefalosporina,cefamicina
SRX22094976 0 Ninguna mdtK carbapenem,cefalosporina,cefamicina
sdiA carbapenem,cefalosporina,cefamicina
aac (3)-1vV Gentamicina, golS Tetraciclina
ant (3")-la Tobramicina tet(A) fluoroquinolona
SRX22094963 aph (3)-la | Esteptomicina mdtK cefalosporina, fluoroguinolona
Neomicina,
Kanamicina
mdtK Fluoroquinolona
SRX22094843 0 Ninguna golS carbapenem,cefalosporina,cefamicina
- mdsA carbapenem,cefalosporina,cefamicina
mdtK Fluoroquinolona
SRX22094822 0 Ninguna SdiA cefalosporina, fluoroquinolona
golS glicilciclina

- El Gréfico 3 muestra que con la herramienta ABRIcate (Base de datos

CARD) se identificaron 22 genes de resistencia a los antimicrobianos,
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resistencia.

obtencion de resistencias que en la base de datos de Resfinder en S.infantis.

Genes de StarAMR VS Genes ABRIcate en S.infantis

Muestras de los programas

@ 1) Genes en StarAMR

O2) Genes en ABRIcate

Grafico 3. Genes de StarAMR vs Genes de ABRIcate en S.infantis

Analisis de Varianza (ANOVA) de los genes identificados de S.infantis

Tabla 9. Datos obtenidos del ANOVA en S.infantis

Caso F.V SC gl CM F p-valor
1 Modelo 84,1 1 84,1 4,65 0,06
2 Base de Datos 84,1 1 84,1 4,65 0,06
3 Error 1448 8 18,1
4 Total 2289 9

Modelo y Base de Datos: Con un valor F de 4,65 y un p-valor de 0,06, la

diferencia entre las bases de datos no es estadisticamente significativa al nivel

de significancia comunmente utilizado (p < 0,05), aunque esta cerca de serlo.

Esto sugiere que podria haber una diferencia en el nimero de genes.

Error: La suma de cuadrados del error es 144,8 con un cuadrado medio de

18,1. Esto refleja la variabilidad no explicada por el modelo.
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- Total: La suma de cuadrados total es 228,9, que es la suma de la variabilidad

explicada por el modelo y la variabilidad del error.

Tabla 10. Medias y Error Estandar en S.infantis

Caso Base de Datos Medias n E.E
1 StarAMR (Resfinder) 2 5 1,9 A
2 ABRIcate (CARD) 7,8 5 1,9 B

- StarAMR (RESFINDER): La media es 2 con un error estandar de 1,9.

- ABRIcate (CARD): La media es 7,8 con el mismo error estandar de 1,9.

- Las medias tienen el mismo error estandar, indicando que la precision de la
estimacion es comparable, pero la media para ABRIcate es mucho mas alta,
reflejando una mayor capacidad para identificar genes de resistencia en
S.infantis, todos los datos estadisticos fueron proporcionados en el Anexo 11.

Andlisis de Varianza con Infostat en Salmonella infantis.

3.2.4 Comparacion de Métodos para ldentificacion de Genes en Staphylococcus
aureus

- Se encontr6 un total de 35 genes de resistencia con StarAMR (Resfinder) y 269
genes de resistencia con ABRIcate (CARD), en donde destacan genes como:
blaz, mgrA, ErmA, que confieren resistencia a tinte acridina, cefalosporina,
fluoroquinolona. Tal como se observa en la Tabla 11. En el Anexo 7. Genomas
de Staphylococcus aureus con StarAMR y en el Anexo 8. Genomas de
Staphylococcus aureus con ABRIcate se encuentran las tablas con todos los

genes encontrados y los antibidticos que son resistentes en S.aureus.

Tabla 11. Muestras y Resistencias de los pipelines bioinformaticos en S.aureus

Accession StarAMR(Resfinder) ABRIcate (CARD)
Numbers Genes Resistencias Genes Resistencias
arlR tinte_acridina,fluoroquinolona tetraciclina
SRX22917086 blaz amoxicilina, ampicilina, tet(38) glicilciclina, tetraciclina
penicilina, piperacilina mepA
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ant (9)-la espectinomicina tet(38) Tetraciclina glicilciclina,
erm (A) eritromicina, lincomicina, mepR tetraciclina glicilciclina, tetraciclina
SRX22788443 mecA clindamicina amoxicilina, mepA
amoxicilina+clavulanico
aadD amikacina, tobramicina arlS tinte_acridina,fluoroquinolona
blaz amoxicilina, ampicilina, arlR tinte_acridina,fluoroquinolona glicilciclina,
SRX22582017 bleO penicilina mepA tetraciclina
bleomicina
aac(6")- gentamicina, tobramicina, mgrA tinte_acridina,cefalosporina glicilciclina,
SRX22582012 | aph(2") netilmicina mepA tetraciclina glicilciclina, tetraciclina
blaz gmoxicilina, ampicilina, mepR
penicilina
ant(9)-la espectinomicina arls tinte_acridina,fluoroquinolona
SRX23072338 | erm(A) eritromicina, lincomicina, arlR tinte_acridina,fluoroquinolona glicilciclina,
mecA clindamicina mepA tetraciclina
amoxicilina+acido clavulénico
-Enel

Gréfico 4 se observa que en las muestras de la herramienta StarAMR se obtuvo un

mayor numero de genes, siendo 35 en total comparando con los 25 genes obtenidos

en ABRIcate. Demostrando que la base de datos de Resfinder se obtivieron méas

alineamientos de genes de resistencias que en la base de datos CARD para S.aureus.
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Genes de StarAMR vs Genes de ABRIcate en S.aureus

Cantidad de Resistencias

Muestras de los programas

m 1) Genes en StarAMR  @2) Genes en ABRIcate

Grafico 4. Genes de StarAMR vs Genes de ABRIcate en S.aureus.

Anélisis de Varianza (ANOVA) de los genes identificados de S.aureus

Tabla 12. Datos obtenidos del ANOVA en S.aureus

Caso F.V SC gl CM F p-valor
1 Modelo 160 1 160 46,38 0
Base de
2 Datos 160 1 160 46,38 0
3 Error 27,6 8 3,45
4 Total 187,6 9

- Modelo y Base de Datos: Con un valor F de 46,38 y un p-valor de 0, la
diferencia entre las bases de datos es estadisticamente significativa, indicando
que ABRIcate identifica significativamente mas genes de resistencia que
StarAMR.

- Error: La suma de cuadrados del error es 27,6 con un cuadrado medio de

29



UISEK

UNIVERSIDAD INTERNACIONAL SEK

3,45. Esto refleja la variabilidad no explicada por el modelo.

- Total: La suma de cuadrados total es 187,6, que es la suma de la variabilidad

explicada por el modelo y la variabilidad del error.

Tabla 13. Medias y Error Estandar en S.aureus

Caso Base de Datos Medias n E.E
1 StarAMR (Resfinder) 2,8 5 0,83 A
2 ABRIcate (CARD) 10,8 5 0,83 B

- StaRAMR (RESFINDER): La media es 2,8 con un error estandar de 0,83.

- ABRIcate (CARD): La media es 10,8 con el mismo error estandar de 0,83.

- Las medias tienen el mismo error estandar, indicando que la precision de la
estimacion es comparable, pero la media para ABRIcate es mucho mas alta,
reflejando una mayor capacidad para identificar genes de resistencia en
S.aureus, los datos estadisticos fueron proporcionados en el Anexo 12.

Analisis de Varianza realizado con Infostat en Staphylococcus aureus.

CAPITULO 4. DISCUSION

4.1 Evaluacion de los conjuntos de genomas bacterianos: Comparacion del tamafio del

genomay el N50 de las muestras bacterianas

El ensamblaje del genoma de Novo es esencial para construir genomas bacterianos
a partir de lecturas de secuenciacion cortas sin referencia. El valor N50, que representa la
longitud a la que el 50% del ensamblaje total esta contenido en contigs o andamios de esa
longitud o0 mas, es una métrica clave para evaluar la calidad del ensamblaje (Thrash et al.,
2020). Los valores més altos de N50 indican ensamblajes mas contiguos y completos, lo
cual es particularmente importante para los genomas bacterianos que normalmente
oscilan entre 1 y 10 megabases (Mb) (Alhakami et al., 2017). La comparacion del N50 y

el tamafio del genoma ensamblado con el genoma de referencia de diferentes especies
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bacterianas proporciona informacion sobre la calidad del ensamblaje. Por ejemplo, un
ensamblaje de Novo con un N50 de 100.000 pares de bases (pb) y un tamafio de genoma
de 5 Mb en comparacién con un genoma de referencia con un N50 de 200.000 pb y un
tamano de 5,1 Mb puede resaltar diferencias (Wissel et al., 2022). Un tamafio de genoma
similar sugiere un ensamblaje casi completo, mientras que un N50 mas bajo puede indicar
fragmentacion o errores. Esta comparacion es crucial para garantizar la confiabilidad y la

integridad de los ensamblajes del genoma bacteriano (Moss et al., 2020).

Al utilizar la herramienta QUAST para el ensamblaje e informacion de los genomas
bacterianos de las bacterias seleccionadas del grupo ESKAPE, se presentan los datos
obtenidos de los genomas bacterianos ensamblados y los valores del N50 en comparacion

con sus genomas de referencia:

- E. coli: Todos los tamafios de ensamblaje exceden el genoma de referencia, lo que
indica posibles secuencias adicionales o errores. Los valores de N50 varian
ampliamente, y la contigliidad mas alta observada en el ensamblaje alcanza los
210.265 pb (Zurcher et al., 2023).

- S. enterica: Si bien un conjunto supera el genoma de referencia, otros son
ligeramente mas pequefos. La considerable variabilidad en los valores de N50
sugiere diferencias en la contigliidad del ensamblaje, con un solo ensamblaje
logrando un N50 de 440.391 pb, lo que significa una contigliidad excepcional
(Dickey et al., 2024).

- S.infantis: Un conjunto excede el genoma de referencia, mientras que otros son
ligeramente mas pequefios. La variabilidad en los valores de N50 refleja
diferencias en la contigiiidad del ensamblaje, y el N50 mas alto alcanza 175.864

pb (Garcia-Soto et al., 2020).

- S. aureus: Todos los tamafios de ensamblaje son ligeramente mas pequefios que
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el genoma de referencia, lo que indica ensamblajes casi completos. El valor que

mas destaco del N50 fue el de 316.180 pb (Namoune et al., 2023).

Impacto en la deteccion de genes de resistencia:

Mayor contigiiidad (N50 mas alto): los ensamblajes con valores de N50 mas
altos, como los observados en algunas muestras de Salmonella enterica y Escherichia coli,
probablemente den como resultado reconstrucciones del genoma mas contiguas y
completas. Esto mejora la precision de la identificacion de genes de resistencia ubicados
en contigs mas grandes, minimizando los errores de ensamblaje y mejorando la calidad
general del ensamblaje (Reale et al., 2018).

Contiglidad mas baja (N50 mas bajo): los ensamblajes con valores de N50 méas
bajos, como se observa en algunas muestras de Salmonella infantis, pueden indicar
genomas mas fragmentados. Esta fragmentacion podria afectar potencialmente la
deteccion de genes de resistencia que abarcan mudltiples contigs, lo que daria lugar a
anotaciones incompletas o inexactas (Pernille Gymoese et al., 2019).

Calidad de montaje:

Integridad versus fragmentacion: los tamafios del genoma que exceden
ligeramente o coinciden con los tamafios de referencia indican ensamblajes casi completos,
que son cruciales para la deteccion precisa de genes de resistencia. Los valores mas altos
de N50 refuerzan ain mas la integridad del ensamblaje, lo que garantiza que los genes,
incluidos los que confieren resistencia a los antibioticos, estén representados y anotados
adecuadamente (Zhang et al., 2022).

Contexto comparativo:
Evaluacion comparativa con genomas de referencia: la comparacion de los
valores de N50 y los tamafios de los genomas con los genomas de referencia proporciona
un punto de referencia para evaluar la calidad del ensamblaje. Las desviaciones en los

valores de N50 pueden indicar errores de ensamblaje o variaciones en la estructura del
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genoma, lo que influye en la confiabilidad de las predicciones de los genes de resistencia
(Uelze et al., 2020). Si bien los valores mas altos de N50 generalmente se correlacionan
con una mejor calidad del ensamblaje y una mayor deteccidén de genes de resistencia, la
variabilidad entre diferentes ensamblajes subraya la necesidad de una evaluacion y
validacion cuidadosas. El uso de herramientas como Quast junto con Shovill facilita una
evaluacion integral, lo que garantiza solidez en los estudios genémicos centrados en la

resistencia a los antibioticos (Boostrom et al., 2022).

4.2 Analisis comparativo de la deteccion de genes de resistencia: ABRIcate vs.
StarAMR

La evaluacion de la deteccion de genes de resistencia a los antimicrobianos
utilizando StarAMR (Resfinder) y ABRIcate (CARD) revel6 diferencias significativas
en sus capacidades y las implicaciones biol6gicas para Escherichia coli, Salmonella
enterica, Salmonella infantis y Staphylococcus aureus. Estas diferencias se aclararon
aun mas mediante andlisis ANOVA, que proporcionaron una base estadistica solida
para comprender las variaciones en la deteccion de genes entre las dos bases de datos.

En la comparacion de genes de resistencia identificados mediante StarAMR
(Resfinder) y ABRIcate (CARD) para varias especies bacterianas, se observaron
diferencias significativas en las capacidades de deteccion de estas bases de datos. Para
Escherichia coli, StarAMR identifico 14 genes de resistencia, junto con dos genes no
resistentes, mientras que ABRIcate identificé un conjunto mucho mayor de 356 genes de
resistencia. Se detectaron genes notables como tet(A), acrF y evgS, que confieren
resistencia a la estreptomicina, fluoroquinolona y tetraciclina. Esta discrepancia sugiere
que la base de datos CARD en ABRIcate tiene una mayor sensibilidad y una gama mas
amplia de genes de resistencia detectables para E. coli en comparacion con Resfinder, lo
que destaca la precision superior de CARD en este contexto podria atribuirse a su

naturaleza integral, que abarca varios mecanismos de resistencia (Martelli et al., 2021).
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El analisis ANOVA para E. coli muestra resultados significativos que resaltan las
diferencias entre las bases de datos StarAMR (Resfinder) y ABRIcate (CARD). El valor
F de 508,54 y el valor p de 0,00 indican diferencias muy significativas en el nimero de
genes de resistencia identificados por las dos bases de datos. Estd marcada diferencia
subraya la sensibilidad superior y el rango mas amplio de deteccion de genes de
resistencia mediante ABRIcate (CARD) en comparacion con StarAMR (Resfinder). La
suma de errores de los cuadrados fue 46, con un error cuadratico medio de 5,75, lo que
refleja la variabilidad en la identificacion de genes no explicada por el modelo. La suma
total de cuadrados fue 2970, lo que abarca tanto la variabilidad explicada por las bases
de datos como la variabilidad no explicada. Estos resultados confirman que la base de
datos CARD de ABRIcate proporciona un perfil de deteccion mas completo de genes de
resistencia en E. coli, lo que la convierte en una herramienta mas eficaz para identificar

una amplia gama de mecanismos de resistencia.

En el caso de Salmonella enterica se observo un patron similar. StarAMR detectd
8 genes de resistencia, mientras que ABRIcate identificd 86 genes de resistencia. Los
genes que mas destacaron fueron gack, golS y mdsC, que estan asociados con resistencia
a carbapenem, cefalosporina y cefamicina. La capacidad de ABRIcate para detectar una
mayor cantidad de genes, incluidos cuatro que no fueron encontrados por StarAMR,
indica que CARD proporciona un perfil de resistencia mas completo para S. enterica.
Esta mayor capacidad de deteccion puede ser crucial para comprender todo el potencial
de resistencia y adaptar las estrategias de tratamiento adecuadas (Nguyen et al., 2023).
En el caso de Salmonella enterica, los resultados de ANOVA muestran un valor F de
46,38 con un valor p de 0,00, lo que indica diferencias estadisticamente significativas
entre StarAMR (Resfinder) y ABRIcate (CARD). El valor p significativo sugiere que

ABRIcate (CARD) es mas eficaz para detectar genes de resistencia en comparacion con
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StarAMR (Resfinder). La suma de errores de los cuadrados fue de 27,6, con un error
cuadratico medio de 3,45, lo que refleja una variabilidad en la identificacion de genes
no explicada por el modelo. La suma total de cuadrados fue 187,6, incluyendo tanto la
variabilidad explicada por las bases de datos como la variabilidad inexplicable. Este
analisis confirma que la base de datos CARD de ABRIcate es superior a la hora de
identificar una gama mas amplia de genes de resistencia en Salmonella enterica, lo cual
es crucial para comprender el perfil de resistencia completo y adaptar las estrategias de

tratamiento adecuadas.

Para Salmonella infantis, StarAMR identifico 17 genes de resistencia, mientras
que ABRIcate encontro 89 genes de resistencia. Se destacaron genes como aph(3')-la,
sdiA y mdtK, que confieren resistencia a cefalosporinas, fluoroquinolonas y glicilciclina.
La base de datos CARD volvi6 a demostrar su rango de deteccion superior al identificar
mas genes de resistencia, incluidos cuatro que StarAMR paso6 por alto. Esto enfatiza la
importancia de utilizar una base de datos mas amplia como CARD para la deteccion
integral de genes de resistencia en S. infantis, proporcionando informacion fundamental
para una terapia antimicrobiana eficaz (Alba et al., 2023). El analisis ANOVA para
Salmonella infantis revela informacion interesante sobre el desempefio de StarAMR
(Resfinder) y ABRIcate (CARD) en la identificacion de genes. El valor F de 4,65 vy el
valor p de 0,06 indican que, si bien las diferencias entre las bases de datos no son
estadisticamente significativas en el umbral convencional de 0,05, existe una tendencia
que sugiere que ABRIcate (CARD) puede identificar mas genes de resistencia que
StarAMR (Resfinder). Este resultado apunta hacia una posible ventaja de CARD en la
deteccion de una gama mas amplia de genes de resistencia. La suma de errores de los
cuadrados fue 144,8, con un error cuadratico medio de 18,1, lo que refleja la
variabilidad en la identificacion de genes no explicada por el modelo. La suma total de

cuadrados, 228,9, incluye tanto la variabilidad explicada por las bases de datos como la
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variabilidad no explicada. A pesar de la falta de significacion estadistica, los datos
sugieren que ABRIcate (CARD) podria ofrecer capacidades de deteccién mejoradas,
como lo demuestra el mayor numero medio de genes identificados en comparacién con

StarAMR (Resfinder).

Por el contrario, para Staphylococcus aureus, StarAMR (Resfinder) super6 a
ABRIcate (CARD) en términos de nuimero de genes de resistencia identificados.
StarAMR detect6 35 genes de resistencia, mientras que ABRIcate identificd 269 genes.
Sin embargo, el nimero de muestras en StarAMR fue mayor, con 35 muestras en
comparacion con 25 en ABRIcate. Se detectaron genes como blaZ, mgrA y ErmA,
asociados con resistencia al colorante acridina, cefalosporina y fluoroquinolona. Esto
sugiere que para S. aureus, Resfinder puede proporcionar una identificacion més precisa
de genes de resistencia, posiblemente debido a que su base de datos estd mas adaptada a
esta especie en particular (Pennone et al., 2022). El analisis ANOVA arrojo6 un valor F
de 24,96 con un valor p de 0,00, lo que demuestra diferencias significativas entre
StarAMR (Resfinder) y ABRIcate (CARD). El valor p significativo indica que
ABRIcate (CARD) detecta mas genes de resistencia en comparacion con StarAMR
(Resfinder). La suma de errores de los cuadrados fue de 30,8, con un error cuadratico
medio de 3,85, lo que representa una variabilidad en la deteccion de genes no explicada
por el modelo. La suma total de cuadrados fue 126,9, abarcando tanto la variabilidad
explicada por las bases de datos como la variabilidad no explicada. Estos resultados
sugieren que, si bien la base de datos CARD de ABRIcate detecta una mayor cantidad
de genes de resistencia, Resfinder de StarAMR podria ofrecer una identificacion mas
precisa de genes de resistencia especificos, destacando las ventajas y desventajas entre

la deteccidn integral y la precision especifica.

La comparacion entre StarAMR y ABRIcate reveld que ABRIcate, utilizando la
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base de datos CARD, identificd méas genes de resistencia en Escherichia coli, Salmonella
enterica, Salmonella infantis y Staphylococcus aureus que StarAMR, que utiliza la base
de datos Resfinder. La gama méas amplia y completa de mecanismos de resistencia de
CARD explica este rendimiento superior. ResFinder esta disefiado especificamente para
detectar genes adquiridos de resistencia a los antimicrobianos y ofrece resultados
precisos y enfocados. Su naturaleza especializada lo hace muy eficaz para identificar
genes de resistencia especificos (Florensa et al., 2022). CARD, por otro lado,
proporciona un alcance mas amplio y abarca varios mecanismos de resistencia, como
bombas de eflujo, mutaciones y genes adquiridos. Este enfoque integral permite a
CARD detectar una gama mas amplia de elementos de resistencia, aunque a veces

puede carecer de la precision especifica de ResFinder (Alcock et al., 2022).

Sensibilidad y especificidad

ABRIcate (CARD) muestra una mayor sensibilidad a la hora de identificar una
gama mas amplia de genes de resistencia en comparacién con StarAMR (Resfinder),
que tiende a centrarse mas en la precision especifica de ciertos genes. Esta diferencia
resalta la importancia de utilizar una base de datos como CARD cuando se necesita un

perfil de resistencia completo (Li et al., 2020).

Diversidad de mecanismos de resistencia

La capacidad de CARD para detectar bombas de eflujo, mutaciones y genes
adquiridos proporciona un contexto mas amplio y detallado sobre los mecanismos de
resistencia presentes en las bacterias estudiadas. Esta deteccion integral es crucial para
comprender el alcance completo de la resistencia a los antimicrobianos y desarrollar

estrategias de tratamiento efectivas (Nielsen et al., 2022).

Contexto clinico y terapéutico
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La eleccion entre ABRIcate y StarAMR debe considerarse en funcion del
contexto clinico y la necesidad de una deteccion exhaustiva 0 méas especifica y precisa
de genes de resistencia. En escenarios donde es necesaria una deteccion amplia para
cubrir maltiples mecanismos de resistencia, ABRIcate (CARD) seria la opcién
preferida. Sin embargo, para una identificacion especifica y precisa, particularmente en
entornos clinicos que involucran Staphylococcus aureus, StarAMR (Resfinder) puede

ofrecer mejores resultados (Karen Leth Nielsen et al., 2021).

En una investigacion similar los autores Kwak & Kim (2022), realizaron un
enfoque en la deteccién de genes de resistencia a los antibidticos basados en cepas
probidticas, incluidas las bacterias del acido lactico. El estudio demostrd 782 genomas de
19 especies de probidticos utilizando cuatro pipelines (AMRFinderPlus, StarAMR, RGI,
ABRIcate) revel6 discrepancias significativas en la deteccion de genes de resistencia,
especialmente entre cepas de Lactobacillales y Enterococcus. Los resultados variaron
ampliamente segun la base de datos y los algoritmos utilizados, lo que complico la
evaluacion de los riesgos de resistencia a los antibioticos en los probiéticos, pero los
mejores resultados obtenidos en su investigacion fueron demostrados por los pipelines
AMRFinderPlus y ABRicate (Kwak & Kim, 2022). Estos hallazgos contrastan con
nuestro analisis, donde ABRIcate generalmente identificO mas genes de resistencia que
StarAMR, lo que destaca la importancia de bases de datos completas y actualizadas

periddicamente.

CAPITULO 5. CONCLUSIONES
- La descarga de archivos de secuenciacion del genoma completo bacteriano sin
procesar de la base de datos NCBI-SRA proporcion0 los datos de alta calidad
necesarios para el andlisis posterior. Este paso aseguré que las secuencias

utilizadas provinieron de fuentes confiables y mantuviera la integridad del estudio.
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- Elanalisis de calidad de las lecturas de secuenciacion revel6 que los datos eran de
alta calidad, con contaminacion y errores de secuenciacién minimos. Las métricas
de calidad, como la precision de las bases, la distribucion de la longitud de lectura
y la profundidad de cobertura, se encontraban dentro de rangos aceptables, lo que
garantiza un ensamblaje y analisis gendmicos posteriores confiables.

- Los genomas ensamblados eran completos y precisos, lo que dio como resultado
secuencias contiguas de alta calidad, proporcionando una base fiable para la
posterior identificacion de genes de resistencia a los antimicrobianos. EI uso de
algoritmos de ensamblaje avanzados minimizd las brechas y las regiones
ambiguas.

- Laaplicacion de los pipelines bioinformaticos StarAMR y ABRIcate permitio la
identificacion de genes de resistencia a los antimicrobianos (AMR) dentro de los
genomas ensamblados. Ambos programas demostraron eficacia en la deteccion
de genes de resistencia conocidos. Sin embargo, ABRIcate con la base de datos
CARD identific6 un conjunto mas completo de genes de resistencia en
comparacion con StarAMR con la base de datos Resfinder. Esto sugiere que la
base de datos CARD tiene un catalogo mas amplio y detallado de genes de
resistencia, lo que mejora la sensibilidad y especificidad de ABRIcate en la

deteccidn de genes de RAM.

CAPITULO 6. RECOMENDACIONES

- Para futuras investigaciones se podria incluir una gama mas amplia de bacterias
del grupo ESKAPE para obtener una comprension més completa de los
mecanismos de resistencia a los antimicrobianos.

- Se recomienda incluir lecturas de secuenciacion de la tecnologia de Oxford

Nanopore en futuras investigaciones, para mejorar la calidad del ensamblaje del
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genoma y detectar elementos extracromosomales con mas precision
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CAPITULO 8. ANEXOS

Anexo 1. Genomas de Escherichia coli con StarAMR

Accesion Numbers Cantidad de Genes Nombre de los Resistencias mostradas en StarAMR
en StarAMR Genes en StarAMR
aadAl Espectinomicina, Estreptomicina
SRX22934506 aph(3")-Ib Estreptomicina
5 aph(6)-1d Estreptomicina
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sul2 Sulfametoxazol
tet(A) doxiciclina, tetraciclina
aadAl Espectinomicina
SRX22934411 aph(3")-Ib Espectinomicina
5 aph(6)-1d Espectinomicina
sul2 Sulfametoxazol
tet(A) doxiciclina, tetraciclina
SRX22932831 0 i Ninguna
SRX22920367 1 gnrB19 ciprofloxacina
SRX22920172 0 - Ninguna

Anexo 2. Genomas de Escherichia coli con ABRIcate

Accesion Cantidad de Genes | Nombre de los Genes en ABRIcate Resistencias Mostradas en ABRIcate
Numbers en ABRIcate
39 tolC aminocumarina,aminoglucésido
SRX22934506 .
bacA péptido
acrsS cefalosporina;cefamicina;fluoroquinolona;glicilciclina
acrE cefalosporina;cefamicina;fluoroquinolona;penam
acrE cefalosporina;cefamicina;fluoroquinolona;penam
tetraciclina
emrY o
tetraciclina
emrK . . -
fluoroquinolona; macrdlido; penam; tetraciclina
evgA fluoroquinolona; macrélido; penam; tetraciclina
evgs cefalosporina; penam
Escherichia_coli_ampC1_beta- aminoglucésido
lactamase macrélido
acrD cefalosporina; cefamicina; fluoroquinolona;
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mphB
H-NS
emrR
emrA
emrB
CRP
mdtP
mdtO
mdtN
eptA
pmrF
Escherichia_coli_acrA
acrB
Escherichia_coli_ampH

fluoroquinolona
fluoroquinolona
fluoroquinolona
fluoroquinolona; macrélido; penam
colorante_acridina;nucleosido
colorante_acridina;nucleosido
colorante_acridina;nucleosido
péptido
péptido
cefalosporina; fluoroquinolona; glicilciclina
cefalosporina; fluoroquinolona; glicilciclina
cefalosporina;glicilciclina
aminocumarina
aminocumarina;aminoglucésido

aminocumarina;aminoglucésido

nitroimidazol
mdtB
nucledsido
baeS . L
aminoglucoésido
baeR .-
tetraciclina
msbA aminoglucosido
SAT-1 aminoglucosido
ANT(3")-1la sulfonamida
tet(A) fosfomicina
APH(6)-1d fluoroquinolona
APH(3")-Ib fluoroquinolona; macrdlido; penam
sul2 fluoroquinolona; macrdlido; penam
aminocumarina;aminoglucésido
mdtG
carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdtH -
péptido
mdtF
mdtE
CpXA
marA
yojl
36 emrY tetraciclina
SRX22934411 -
emrK tetraciclina
evgA fluorogquinolona; macrolido; penam
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evgs
Escherichia_coli_ampC1_beta-
lactamase
acrD
mphB
emrB
emrA
emrR
eptA
mdtN
mdtO
mdtP
CRP
tolC
bacA
pmrF
mdtB
baeS
baeR
mdtH
mdtG
msbA
acrS
acrk
acrF
H-NS
Escherichia_coli_acrA
acrB

Escherichia_coli_ampH

fluorogquinolona; macrolido; penam
cefalosporina; penam
aminoglucésido
macrolido
fluoroquinolona
fluoroquinolona
fluoroquinolona
péptido
colorante_acridina;nucledsido
colorante_acridina;nucledsido
colorante_acridina;nucledsido
fluoroquinolona; macrélido; penam
aminocumarina;aminoglucésido;carbapenem
péptido
péptido
aminocumarina
aminocumarina;aminoglucésido
aminocumarina;aminoglucésido
fluoroquinolona
fosfomicina
nitroimidazol
cefalosporina;cefamicina;fluoroquinolona
cefalosporina;cefamicina;fluoroquinolona
cefalosporina;cefamicina;fluoroquinolona
cefalosporina;cefamicina;fluoroquinolona
cefalosporina; fluoroquinolona; glicilciclina
cefalosporina; fluoroquinolona; glicilciclina
cefalosporina; penam

carbapenem;cefalosporina;cefamicina

marA aminocumarina;aminoglucésido
CpXA péptido
yojl fluoroquinolona; macrélido; penam
mdtE fluoroquinolona; macrolido; penam
mdtF

33 yojl péptido

SRX22932831 -

pmrF péptido

Escherichia_coli_acrA

cefalosporina; fluoroquinolona; glicilciclina
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acrB
Escherichia_coli_ampH

CRP

mdtE
mdtA
msbA
mdtP
mdtO
eptA
mdtG
mdtH
tolC

bacA
acrD

H-NS
mdtA
mdtB
mdtC
baeS
baeR
marA
emrB
emrA
emrR
evgA
CpXA
kdpE

Escherichia_coli_ampC1_beta-

cefalosporina; fluoroquinolona; glicilciclina
cefalosporina; penam
fluoroquinolona; macrolido; penam
fluoroquinolona; macrélido; penam
fluoroquinolona; macrélido; penam
nitroimidazol
colorante_acridina;nucledsido
colorante_acridina;nucledsido
péptido
fosfomicina
fluoroquinolona
aminocumarina;aminoglucésido;carbapenem
péptido
aminoglucésido
cefalosporina;cefamicina;fluoroquinolona
aminocumarina
aminocumarina
aminocumarina;aminoglucésido
aminocumarina;aminoglucésido
carbapenem;cefalosporina;cefamicina
fluoroquinolona
fluoroquinolona
fluoroquinolona
fluoroquinolona; macrélido; penam
aminocumarina;aminoglucésido
aminoglucésido
cefalosporina; penam

cefalosporina;cefamicina;fluoroquinolona;penam

lactamase cefalosporina;cefamicina;fluoroquinolona;penam
acrk
acrF
SRX22920367 37 acrD aminoglucésido

Escherichia_coli_ampC1_beta-
lactamase
evgs
evgA

emrK

cefalosporina; penam
fluoroquinolona; macrolido; penam
fluoroquinolona; macrolido; penam; tetraciclina
tetraciclina

tetraciclina
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emrY
Escherichia_coli_emrE
pmrF
yojl
baeR
baeS
mdtC
mdtA
marA
msbA
mdtG
mdtH
tolC
bacA
acrS
acrk
acrF
mdtP
mdtO
eptA
mdtF
mdtE
CRP
Escherichia_coli_ampH
acrB

Escherichia_coli_acrA

macroélido
péptido
péptido
aminocumarina;aminoglucésido
aminocumarina;aminoglucésido
aminocumarina
aminocumarina
carbapenem;cefalosporina;cefamicina
nitroimidazol
fosfomicina
fluoroquinolona
aminocumarina;aminoglucésido;carbapenem
péptido
cefalosporina;cefamicina;fluoroquinolona
cefalosporina;cefamicina;fluoroquinolona
cefalosporina;cefamicina;fluoroquinolona
colorante_acridina;nucledsido
colorante_acridina;nucleésido
péptido
fluoroquinolona; macrolido; penam
fluoroquinolona; macrolido; penam
fluoroquinolona; macrélido; penam
cefalosporina; penam
cefalosporina; fluoroquinolona; glicilciclina
cefalosporina; fluoroquinolona; glicilciclina

cefalosporina; fluoroquinolona; glicilciclina

H-NS aminocumarina;aminoglucésido
CpxA fluoroquinolona

emrB fluoroquinolona

emrA fluoroquinolona

emrR fluoroquinolona

QnrB5

SRX22920172 37 tolC aminocumarina;aminoglucésido;carbapenem

bacA péptido
acrs cefalosporina;cefamicina;fluoroquinolona
acre cefalosporina;cefamicina;fluoroquinolona
acrF cefalosporina;cefamicina;fluoroquinolona
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pmrF
yojl
H-NS
mdtF
mdtE
CRP
acrD
Escherichia_coli_ampC1_beta-
lactamase
Escherichia_coli_ampH
mdtP
mdtO
mdtN
eptA
msbA
mdtA
mdtB
mdtC
baeS
baeR
mdtG
mdtH
Escherichia_coli_acrA
acrB
emrB
emrA
emrR
marA
evgs
evgA
emrkK
emrY

CpXA

péptido
péptido
cefalosporina;cefamicina;fluoroquinolona
fluoroquinolona; macrélido; penam
fluoroquinolona; macrélido; penam
fluoroquinolona; macrélido; penam
aminoglucésido
cefalosporina; penam
cefalosporina; penam
colorante_acridina;nucledsido
colorante_acridina;nucledsido
colorante_acridina;nucledsido
péptido
nitroimidazol
aminocumarina
aminocumarina
aminocumarina
aminocumarina;aminoglucésido
aminocumarina;aminoglucésido
fosfomicina
fluoroquinolona
cefalosporina; fluoroquinolona; glicilciclina
cefalosporina; fluoroquinolona; glicilciclina
fluoroquinolona
fluoroquinolona
fluoroquinolona
carbapenem;cefalosporina;cefamicina
fluoroquinolona; macrélido; penam
fluoroquinolona; macrélido; penam
tetraciclina
tetraciclina

aminocumarina;aminoglucésido

Anexo 3. Genomas de Salmonella enterica con StarAMR

| Accesion Numbers | Cantidad de Genes |  Nombre de los

| Resistencias mostradasen |
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en StarAMR Genes en StarAMR StarAMR
SRX23098497 0 - Ninguna
ant(3")-la Estreptomicina
floR Cloranfenicol, Florfenicol
SRX22688550 5 gacE Cloruro de benzalconio,
sull bromuro de etidio
tet(A) Sulfametoxazol
doxiciclina, tetraciclina
SRX22870922 - Ninguna
SRX22948137 - Ninguna
SRX22948109 - Ninguna

Anexo 4. Genomas de Salmonella enterica con ABRIcate

Muestras Cantidad de | Nombre de los Resistencias mostradas en ABRIcate
Genes en Genesen
ABRIcate ABRIcate
golS carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdsA carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdsB carbapenem;cefalosporina;cefamicina
SRX23098497 7 mdsC carbapenem;cefalosporina;cefamicina
sdiA cefalosporina; fluorogquinolona; glicilciclina
AAC (6")-laa aminoglucésido
mdtK fluoroquinolona
sdiA cefalosporina; fluorogquinolona; glicilciclina
mdtK fluoroquinolona
mdsC carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdsB carbapenem;cefalosporina;cefamicina
SRX22688550 10 mdsA carbapenem;cefalosporina;cefamicina
golS carbapenem;cefalosporina;cefamicina
tet(A) tetraciclina
sull sulfonamida
ANT (3")-lla aminoglucédsido
floR fenicol
mdtK fluoroquinolona
sdiA cefalosporina; fluoroquinolona; glicilciclina
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SRX22870922 6 mdsC carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdsB carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdsA carbapenem;cefalosporina;cefamicina

golS carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdtK fluoroquinolona
sdiA cefalosporina; fluoroquinolona; glicilciclina

SRX?22948137 6 mdsC carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdsB carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdsA carbapenem;cefalosporina;cefamicina

golS carbapenem;cefalosporina;cefamicina
AAC (6")-ly aminoglucésido
golS carbapenem;cefalosporina;cefamicina

SRX22948109 7 mdsA carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdsB carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdsC carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdtK fluoroquinolona

sdiA cefalosporina; fluoroguinolona; glicilciclina

Anexo 5. Genomas de Salmonella infantis con StarAMR

Accesion Cantidad de Genes | Nombre de los Genes en Resistencias mostradas en StarAMR
Numbers en StarAMR StarAMR
SRX22095099 0 - Ninguna
SRX22094976 0 - Ninguna
aac (3)-IV Gentamicina, Tobramicina
ant (3"-la Estreptomicina
aph (3")-la Neomicina, Kanamicina, Lividomicina,
aph (4)-1a higromicina
SRX22094963 10 blaCTX-M-65 Amoxicilina, Ampicilina, Aztreonam,
dfrAl4 trimetoprima
floR Cloranfenicol, Florfenicol
gackE Cloruro de bencilconio, etidio
sull Sulfametoxazol
tet(A) doxiciclina, tetraciclina
SRX22094843 0 - Ninguna
SRX22094822 0 - Ninguna

Anexo 6. Genomas de Salmonella infantis con ABRIcate
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Accesion Cantidad de Nombre de los Genes en
Numbers Genes en ABRIcate Resistencias mostradas en
ABRIcate ABRIcate
golS carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdsA carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdsB carbapenem;cefalosporina;cefamicina
SRX22095099 6 mdsC carbapenem;cefalosporina;cefamicina
sdiA cefalosporina; fluoroquinolona;
mdtK glicilciclina
fluoroquinolona
golS carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdsA carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdsB carbapenem;cefalosporina;cefamicina
SRX22094976 6 mdsC carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdtK fluoroquinolona
sdiA cefalosporina; fluoroquinolona;
glicilciclina
mdsC carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdsB carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdsA carbapenem;cefalosporina;cefamicina
golS carbapenem;cefalosporina;cefamicina
tet(A) tetraciclina
mdtK fluoroquinolona
sdiA cefalosporina; fluoroquinolona;
sull glicilciclina
SRX22094963 15 ANT(3")-1la sulfonamida
dfrAl4 aminoglucésido
floR diaminopirimidina
AAC(3)-IV fenicol
APH(4)-1a aminoglucésido
CTX-M-65 aminoglucésido
APH(3)-la cefalosporina
aminoglucésido
mdtK fluoroquinolona
golS carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdsA carbapenem;cefalosporina;cefamicina
SRX22094843 6 mdsB carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdsC carbapenem;cefalosporina;cefamicina
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sdiA cefalosporina; fluoroquinolona;
glicilciclina
mdtK fluoroquinolona
sdiA cefalosporina; fluoroquinolona;
golS glicilciclina
SRX22094822 6 mdsA carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdsB carbapenem;cefalosporina;cefamicina
mdsC carbapenem;cefalosporina;cefamicina
carbapenem;cefalosporina;cefamicina

Anexo 7. Genomas de Staphylococcus aureus con StarAMR

Accesion Numbers Cantidad de Genes Nombre de los Genes en Resistencias mostradas en StarAMR

en StarAMR StarAMR
SRX22917086 1 blaz Amoxicilina, ampicilina, penicilina,
piperacilina
ant (9)-la espectinomicina
SRX22788443 4 erm (A) Eritromicina, Lincomicina,
mecA Clindamicina
tet (M) Amoxicilina, Amoxicilina+Clavulanico
Doxiciclina, Tetraciclina, Minociclina
aadD Amikacina, tobramicina
blaz Amoxicilina, ampicilina, penicilina
SRX22582017 4 bleO Bleomicina
mecA Amoxicilina, Amoxicilina+acido
clavulanico
aac(6")-aph(2") Gentamicina, tobramicina, netilmicina
SRX22582012 2 blaz Amoxicilina, ampicilina, penicilina
ant(9)-la espectinomicina
SRX23072338 3 erm(A) Eritromicina, Lincomicina,
mecA Clindamicina

Amoxicilina+écido clavulanico

Anexo 8. Genomas de Staphylococcus aureus con ABRIcate
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Accesion Numbers | Cantidad de Nombre de los Genes en Resistencias mostradas en ABRIcate
Genesen ABRIcate
ABRIcate
arls tinte_acridina;fluoroquinolona
arlR tinte_acridina;fluoroquinolona
tet(38) tetraciclina
mepA glicilciclina; tetraciclina
SRX22917086 9 mepR glicilciclina; tetraciclina
mgrA tinte_acridina;cefalosporina;fluoroquinolona
Staphylococcus_aureus_norA fluoroquinolona
Staphylococcus_aureus_FosB fosfomicina
Staphylococcys_aureus_LmrS aminoglucésido; diaminopirimidina
Staphylococcys_aureus_LmrS aminoglucésido; diaminopirimidina
Staphylococcus_aureus_FosB fosfomicina
arls tinte_acridina;fluoroquinolona
arlR tinte_acridina;fluoroquinolona
SRX22788443 13 mgrA tinte_acridina;cefalosporina;fluoroquinolona
Staphylococcus_aureus_norA fluoroquinolona
tet(38) tetraciclina
mepR glicilciclina; tetraciclina
mepA glicilciclina; tetraciclina
mecA penam
mecR1 penam
mecl penam
ErmA lincosamida; macrolido; estreptogramina
arls tinte_acridina;fluoroquinolona
arlR tinte_acridina;fluoroquinolona
mepA glicilciclina; tetraciclina
mepR glicilciclina; tetraciclina
SRX22582017 11 tet(38) tetraciclina
mecA penam
ANT(4)-1b aminoglucdésido
Staphylococcus_aureus_FosB fosfomicina
Staphylococcus_aureus_norA fluoroquinolona
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mgrA tinte_acridina;cefalosporina;fluoroquinolona
Staphylococcys_aureus_LmrS aminoglucésido; diaminopirimidina
mgrA tinte_acridina;cefalosporina;fluoroquinolona
mepA glicilciclina; tetraciclina
mepR glicilciclina; tetraciclina
SRX22582012 8 arls tinte_acridina;fluoroquinolona
arlR tinte_acridina;fluoroquinolona
tet(38) tetraciclina
dfrC diaminopirimidina
AAC(6")-le-APH(2")-1a aminoglucésido
arls tinte_acridina;fluoroquinolona
arlR tinte_acridina;fluoroquinolona
mepA glicilciclina; tetraciclina
mepR glicilciclina; tetraciclina
Staphylococcus_aureus_FosB fosfomicina
Staphylococcys_aureus_LmrS aminoglucésido; diaminopirimidina
SRX23072338 13 mecl penam
mecR1 penam
mecA penam
mgrA tinte_acridina;cefalosporina;fluoroquinolona
Staphylococcus_aureus_norA fluoroquinolona
tet(38) tetraciclina
ErmA lincosamida; macroélido; estreptogramina

Anexo 9. Analisis de Varianza con Infostat en Escherichia coli

Andlisis de la varian=za

Variable N R= B= A5 [

Mamero de Genes Identifica.. 10 0,98 0,98 12,42
Conadro de Analisis de la Varianza (5C tipo IIIL)

F.WV. S ol M F p-wvalor
Modelo 25924 10 1 25924,10 508,54 <0,0001
Base de Datos 2924,10 1 2924,10 508,54 <0,0001
Error 46,00 8 5,75
Total 2970,10 =l

Test:Duncan Alfa=0, 05

Error: 55,7500 gl: 8

Base de Datos Medias n E.E.
StaRaME (RESFINDER) 2,20 5 1,07 A
ABRIcate (CARD) 36,40 5 1,07 B
Medias con una lestra comiin no son signifisativamente diferentes (p > 0.05)

Figura 4. ANOVA realizado en Infostat con E.coli.

Anexo 10. Analisis de Varianza con Infostat en Salmonella enterica
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Analisis de la varianza

Variable N RE Bs &3 W
Mimero de Genes Identifica.. 10 0,76 0,73 47,86

Conadro de Analisis de la Varianza (5SC tipo III)

F.V. S gl CH F p-wvalor
Modelo 26,10 1 96,10 24,96 00,0011
Base de Datos 26,10 1 96,10 24,96 00,0011
Error 30,80 g8 3,85
Total 126, 90 =]

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 2F,8500 gl: &

Base de Datos Medias n E.E.
StaRAMR (RESFINDER) 1,00 5 0,88 &
LABRIcate (CARD) T, 20 5 0,88 B

M=edias con una lsbtra comiin no son significativamsnts diferentes (p = 0,05}

Figura 5. ANOVA realizado en Infostat con S.enterica

Anexo 11. Analisis de Varianza con Infostat en Salmonella infantis

Analisis de la wvarian=za

Variable 12) E* E= Aj v
Hiamero de Genes Identifica.. 10 0,37 0,29 86,82

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CHM F p—-valor

Modelo 54,10 1 84,10 4,65 O,0632
Base de Datos 54,10 1 84,10 4,65 00,0632
Error 144, 8 8 18,10
Total 228,80 8
Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 18,1000 gl: &

Base de Datos Medias n E.E.
StaRAMER (RESFINDER) 2,00 5 1,90 &R
BBRIcate (CRARD) 7,80 & 1,50 R

Msdias con una letra comin no son significativaments difesrsntes (p = 0,05}

Figura 6. ANOVA realizado en Infostat con S.infantis

Anexo 12. Anélisis de Varianza realizado con Infostat en Staphylococcus aureus

Analisis de la wvarianza

Variable 13 R* R® Aj Cw
MNiamero de Genes Identifica.. 10 0,85 0,83 27,31

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl M F p—valor

HModelo lg0,00 1 10,00 46,38 0,0001
Base de Datos 160,00 1 160,00 46,38 ©0,0001
Error 27,60 g 3,45
Total 87,60 =]
Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 33,4500 gl: &8

Base de Datos Medias n E.E.
S5tcaRBMR (RESFINDER) 2,80 5 0,83 A
ABRIcate (CARD) 10,80 5 0,83 B

Msdias con una lestra comin no son significa

r

ivamentes difsrentes ip > 0.05)

Figura 7. ANOVA realizado en Infostat con S.aureus

65



		2024-08-08T18:14:54-0500


		2024-08-21T12:18:47-0500


		2024-08-21T13:34:16-0500
	JORGE PATRICIO ESPINOSA ESPINOSA




