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Articulo de tesis

Estandarizacion de pipelines para la identificacion de genes de
resistencia a los antimicrobianos a partir de metagenomas con
lecturas obtenidas por NGS

Brighitte Garzon !, Andrés Herrera (Tutor)?

1 Maestria en Biomedicina, Fac Cs Salud, UISEK; brighitte.garzon@uisek.edu.ec
2 Health Sciences Faculty, Universidad Internacional SEK (UISEK), Quito, Ecuador; manuel.herrera@uisek.edu.ec

Resumen: El incremento mundial de resistencia a antimicrobianos exige diagnésticos mas rapidos y precisos. Actualmente, la
Secuenciacion de Siguiente Generacion (NGS) ha permitido la deteccion integral de genes de resistencia a antimicrobianos (ARGs),
superando las limitaciones de la PCR, pero se ha demostrado que requiere complementarla con bioinformatica. El presente estudio
permite estandarizar pipelines bioinforméticos para determinar el método mas eficiente para mejorar la sensibilidad y precision en la
identificacién de ARGs a partir de metagenomas y genomas con lecturas obtenidas por NGS. Se usaron datos de metagenomas y
genomas secuenciados con tecnologias Oxford Nanopore Technologies (ONT) e Illumina desde NCBI SRA, y se analizaron en
Galaxy Trkr. En el caso de ONT se realizé un analisis de calidad con Nanoplot y Porechop, ensamblaje con MEGAHIT y clasificacion
con MetaBAT2. En ILLUMINA, se usaron las herramientas Trimmomatic, ensamblaje con metaSPAdes y binning con MetaBAT2.
La identificacion de ARGs se realizd con la herramienta ABRICATE y la base de datos ResFinder, para la clasificacién taxonémica
se empled Kraken2 y se visualizé por Krona Pie Chart. También se evalud la calidad del ensamblaje mediante Quast. Se detectaron
ARGs en todos los experimentos, evidenciando variacion en la cantidad y tipos segin el origen clinico, destacando genes de
importancia clinica como mecA, blaTEM, blaOXA y fosA, asociado a antibidticos de primera linea. De igual manera, el analisis
Quast mostro diferencias en la cobertura y fragmentacién del ensamblaje entre ambas tecnologias de secuenciacién. En conclusion,
los pipelines estandarizados permitieron la identificacion precisa y eficiente de ARGs en metagenomas y genomas de NGS,
evidenciando la diversidad genética y taxondmica de muestras clinicas. Los datos de los experimentos de ILLUMINA fueron mas
robustos en términos de ensamblaje, mientras que ONT, a pesar de ser (til para lecturas largas, presentaron problemas en el

ensamblaje y cobertura.

Palabras clave: ARGs, NGS, Bioinformatica, Pipeline, Ensamblaje, Metagenomas, Lecturas, ILLUMINA, ONT

Abstract: The global rise in antimicrobial resistance demands faster and more accurate diagnostic approaches. Next-Generation
Sequencing (NGS) has enabled comprehensive detection of antimicrobial resistance genes (ARGS), surpassing the limitations of
PCR; however, it has been demonstrated that bioinformatics is essential to complement its analysis. This study aims to standardize
bioinformatics pipelines to determine the most efficient method for improving the sensitivity and accuracy of ARG identification
from metagenomes and genomes with sequencing reads obtained through NGS. Metagenomic and genomic data sequenced using
Oxford Nanopore Technologies (ONT) and Illumina were retrieved from the NCBI SRA and analyzed in Galaxy Trkr. For ONT
data, quality assessment was performed using NanoPlot and Porechop, assembly was conducted with MEGAHIT, and binning was
carried out with MetaBAT2. For Illumina data, Trimmomatic was used for quality control, metaSPAdes for assembly, and MetaBAT2
for binning. ARG identification was conducted using ABRICATE with the ResFinder database, while taxonomic classification was
performed with Kraken2 and visualized using Krona Pie Chart. Assembly quality was further evaluated using Quast. ARGs were
detected across all experiments, revealing variations in the quantity and types of ARGs depending on the clinical origin, with
clinically significant genes such as *mecA*, *blaTEM*, *blaOXA*, and *fosA* associated with first-line antibiotics. Additionally,
the Quast analysis indicated differences in assembly coverage and fragmentation between sequencing technologies. In conclusion,
the standardized pipelines enabled accurate and efficient identification of ARGs in metagenomes and NGS-derived genomes,
highlighting the genetic and taxonomic diversity of clinical samples. Illumina data provided more robust assemblies, whereas ONT,

despite its advantages in long-read sequencing, exhibited challenges in assembly and coverage.

Keywords: ARGs, NGS, Bioinformatics, Pipeline, Assembly, Metagenomes, Reads, ILLUMINA, ONT.
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1. Introduccioén

La resistencia microbiana a los antibioticos ocurre cuando las bacterias desarrollan la capacidad de sobrevivir a
los medicamentos disefiados para erradicarlas. Las principales causas son: la mutacion genética de los
microorganismos y el uso inadecuado e irracional de medicamentos antimicrobianos (A. Gupta et al., 2019). Los
mecanismos principales mediante los cuales las bacterias desarrollan resistencia incluyen: la produccion de enzimas
capaces de degradar el antibiético, la modificacién del sitio de unién y blancos moleculares del antimicrobiano, la
expulsion activa del farmaco mediante bombas de eflujo antes de que se acumulen concentraciones letales para la
célula, cambios en la permeabilidad de la membrana, el desarrollo de vias metabdlicas alternativas y la modificacion
intracelular del antibidtico para su inactivacion (Abushaheen et al., 2020; Balderrama-Gonzélez et al., 2021; Hasan &
Al-Harmoosh, 2020; Y. Liu et al., 2019; Schaenzer & Wright, 2020; Varela et al., 2021).

Acorde a cifras recolectadas, en 76 paises, el 42% de Escherichia coli desarrollaron resistencia a cefalosporinas
de tercera generacion y el 35% de Staphylococcus aureus a la meticilina. De igual manera, en el 2020 se informé que
1 de cada 5 pacientes con enfermedades del tracto urinario causadas por Escherichia coli mostraron susceptibilidad
reducida a antibioticos estandar como ampicilina, cotrimoxazol y fluoroquinolonas. Ademas, se ha reportado que la
bacteria Klebsiella pneumoniae posee un nivel superior de resistencia y ha conducido a un mayor uso de antibi6ticos
de dltimo recurso como los carbapenémicos, lo cual ha comprometido su eficacia y aumentado la tasa de infecciones
sin tratamiento adecuado (World Health Organization, 2023). En base a lo anterior, acorde a la Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Economicos (OECD), para el 2035 se estima el doble de la resistencia a los antibioticos
de altimo recurso (World Health Organization, 2022). En relacién al Ecuador, el Instituto Nacional de Investigacion
en Salud Publica (INSPI) report6 que E. coli aislado de muestras de pacientes con infecciones en vias urinarias han
presentado resistencia a ampicilina (78.8%), ciprofloxacina (62.3%) y gentamicina (33.5%). De igual manera, en
regiones rurales del pais, de 92 aislados bacterianos de pacientes con heridas infectadas con S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA), el 44.7% se identificaron como oxacilino-resistentes (Ross et al., 2020).

En base a lo anterior existe la necesidad de mejorar la precision, sensibilidad y velocidad del diagnostico de las
infecciones microbianas. Se conoce que, por cada hora de demora en brindar un tratamiento apropiado de la sepsis
relacionada a una infeccion bacteriana que se propaga a través del torrente sanguineo disminuye la tasa de
supervivencia del paciente en un 7.6% (Sheka et al., 2021a). Ademas, el diagndstico clinico erréneo para infecciones
bacterianas ha provocado que el 42% de los pacientes presenten los sintomas por largos periodos de tiempo lo cual ha
comprometido su calidad de vida (Sheka et al., 2021b). En ambientes hospitalarios, residencias de ancianos y centros
de atencidn para personas inmunocomprometidas donde las infecciones relacionadas pueden ser letales, se ha
informado la prevalencia de bacterias multirresistentes (MDR) debido a que presentan resistencia a al menos tres
clases de antimicrobianos. Los géneros de principal preocupacion son Acinetobacter, Pseudomonas y
Enterobacteriaceae (incluidos Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus
spp., Providencia spp. y Morganella spp.) (Williams et al., 2022).

En los laboratorios clinicos, la PCR es una técnica rutinaria de diagnostico para infecciones microbianas que se
caracteriza por su velocidad para identificar patdgenos, baja complejidad y costos (Wenger et al., 2019). Sin embargo,
se ha reportado que mediante esta técnica molecular se puede determinar si esta presente un mecanismo particular de
resistencia, pero no es posible establecer la existencia de otros mecanismos en el mismo antibi6tico. De igual forma,
este método molecular se puede usar Unicamente para mutaciones y mecanismos de resistencia previamente detectados
y caracterizados. Ademas, esta prueba molecular puede sobreestimar la presencia de resistencia, ya que no analizan la
expresion del gen relevante (Tan, 2003). También se ha reportado que no permite tener informacion especifica sobre
la cepa vy la resistencia a antibidticos de la bacteria (Wenger et al., 2019). Respecto a las muestras clinicas de alta
complejidad se ha reportado que tienen una carga variable de patogenos, flora bacteriana comensal y alta proporcién
de acidos nucleicos huésped: patogeno, lo cual impide un diagnéstico oportuno de enfermedades infecciosas y
compromete la efectividad de tratamientos médicos (Pendleton et al., 2017).

Un estudio prospectivo ha demostrado que una alternativa viable para eludir las limitaciones en el diagnéstico
de bacterias resistentes a antibidticos es el analisis de secuenciacion metagenémica (mMNGS) (Tang et al., 2021). Es
una técnica que permite secuenciar y analizar directamente el material genético de una comunidad microbiana
completa extraida de una muestra compleja, proporcionando informacion exhaustiva sobre su composicion y
diversidad. En comparacion con los métodos tradicionales, mMNGS se ha caracterizado porque permiten un diagnostico
rapido, no dependen del cultivo de comunidades microbianas, y proporcionan informacion sobre todo el contenido del
genoma microbiano (Yonkus et al., 2022). De igual forma, mNGS permite la caracterizacion de resistomas bacterianos
y la identificacidn tanto de genes nuevos y conocidos con resistencia a antibicticos presentes en distintas bacterias
(Cheng et al., 2022).

Actualmente existen diversas plataformas de Secuenciacion de Siguiente Generacidn con distintas tecnologias y
que han demostrado brindar resultados eficientes para mMNGS. Mediante el flujo de trabajo de Oxford Nanopore
Technology (ONT) se ha demostrado que a partir de muestras clinicas complejas de bacterias es posible secuenciar
genomas de una forma consistente, en tiempo real y empleando lecturas largas. Sin embargo, la amplificacion de
librerias de ONT presenta un rendimiento bajo, dificulta identificar patogenos con pocas copias, y disminuye la
sensibilidad en la deteccidn de patégenos y genes con resistencia antimicrobiana (Sheka et al., 2021a). Asi también,
Illumina se caracteriza por el uso de tecnologia por sintesis, sin embargo, su limitacidn es el uso de lecturas cortas lo
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cual dificulta asociar genes de resistencia antimicrobiana con especies bacterianas individuales, ademas requiere un
proceso de amplificacion de la biblioteca y sus costos de implementacién son elevados (Tausch et al., 2018).

Dentro del area de salud, es importante reportar datos de secuenciacion de alta calidad ya que hace més eficiente
la identificacion de cepas patogenas y el analisis de informacion genética sobre genes como la resistencia a
antibidticos. Sin embargo, el procesamiento de los datos depende de herramientas bioinformaticas dificiles de usar, y
por lo tanto no se pueden aprovechar al maximo para analizar todas las lecturas obtenidas a partir de NGS (Oakeson
etal., 2017b). Illumina ha desarrollado la solucidn BaseSpace Sequence Hub que permite a los usuarios monitorear el
progreso de secuenciacion, compartir datos y almacenarlos, y realizar analisis primarios, secundarios y terciarios de
datos. Sin embargo, esta herramienta es gratuita por treinta dias y a partir de ese tiempo hay que pagar una licencia,
ademas que Unicamente es compatible con secuenciadores Illumina (Oakeson et al., 2017a). Caso contrario, Galaxy
es una plataforma de codigo abierto para la salud publica que permite realizar una amplia gama de analisis
bioinformaticos. Es especialmente conocida por su flexibilidad y facilidad de uso, permitiendo a los investigadores
sin experiencia en programacion llevar a cabo analisis complejos. Algunas de las aplicaciones que destacan son control
de la calidad de secuencia, ensamblajes de genomas completos, andlisis de datos multi-6micos, seguimiento y
reproduccion de analisis, e identificacion de genes de resistencia (Afgan et al., 2016).

En base a lo anterior, se plantea que un flujo de trabajo automatizado aumentara la precision y reducira los
tiempos de deteccidn de genes de resistencia a antibidticos en microbiomas. Motivo por el cual, el objetivo del presente
estudio, busca determinar el método mas Gptimo para incrementar la sensibilidad y eficiencia en la identificacion de
genes con resistencia a antibidticos a partir de lecturas obtenidas de metagenomas con tecnologias ONT e Illumina.

2. Materiales y Métodos

e Obtencion de Datos

En la base de datos de Archivos de Lectura de Secuencias (SRA) de la plataforma National Center for
Biotechnology Information (NCBI) se realizé la basqueda de los nimeros de acceso de experimentos (SRX)
de metagenomas y genomas con lecturas obtenidas mediante las tecnologias de secuenciacién Oxford
Nanopore Technology (ONT) e IHlumina. Los metadatos correspondientes a cada SRX, se presentan
detalladamente en la Tabla No. 1.

Tabla No.1 Numeros de Acceso SRA y Metadatos de las Lecturas de Metagenomas y Genomas
obtenidos por ONT e Illumina

NCBI
Tecnologia de - - . . .
Secuenciacion SRA Estrategia Organismo Recurso Entorno Huésped | Fuente de Aislamiento RAM

SRX24373965 WGS Staphylococcus aureus Genémico Hospital Militar, Vietnam Humano Muestra respiratoria Si
SRX20109754 WGS Enterobacter cloacae Gendémico Hospital General, Bangladesh Humano | Cultivo celular bacteriano Si
SRX20109753 WGS irg:;](;k;iﬁt:ir Genémico Hospital General, Bangladesh Humano | Cultivo celular bacteriano Si
SRX14661891 WGS NA Metagenémico Hospital General, China Humano | Lavado bronqueoalveolar Si
SRX14661871 WGS NA Metagenémico Mock Humano No aplica Si
ONT SRX17062755 WGS NA Metagenémico Hospital General, China Humano | Lavado bronqueoalveolar Si
SRX17062754 WGS NA Metagenémico Hospital General, China Humano | Lavado bronqueoalveolar Si
SRX14661895 WGS NA Metagenémico Hospital General, China Humano | Lavado bronqueoalveolar Si
SRX17062753 WGS NA Metagenémico Hospital General, China Humano | Lavado bronqueoalveolar Si
SRX17062752 WGS NA Metagenémico Hospital General, China Humano | Lavado bronqueoalveolar Si
SRX20504811 WGS Enterococcus faecium Gendémico Hospital General, China Humano Cultivo de sangre Si
SRX7585726 WGS Klebsiella pneumoniae Genémico Hospital General, US Humano No hay Informacién Si
SRX23055596 WGS Escherichia coli Gendémico Clinica veterinaria, Corea del Sur | Humano No hay Informacion Si
Pseudomonas P . .
SRX24530459 WGS aeruginosa Genodmico UCI, US Humano | Hecesy cultivos de sangre |  Si
Pseudomonas P UCI, US . .
SRX24530457 WGS aeruginosa Gendmico Humano | Hecesy cultivos de sangre |  Si
SRX24530456 WGS Pseudo_monas Genémico ucl, us Humano | Hecesy cultivos de sangre |  Si

aeruginosa
SRX24530454 WGS Pseudo_monas Genémico ucl, us Humano | Hecesy cultivos de sangre |  Si

aeruginosa
SRX24373962 WGS Staphylococcus aureus Genémico Hospital Militar, Vietnam Humano Muestra respiratoria Si
ILLUMINA SRX24108112 WGS Klebsiella pneumoniae Genémico Hospital Universitario, China Humano No hay Informacién Si
DRX402992 WGS Aggjﬁﬁ:ﬂ?r Genémico Hospital Militar, Vietnam Humano No hay Informacién Si
DRX521347 WGS Salmonella enterica Gendmico No hay Informacién Humano Heces Si
SRX22064762 WGS Acmetobac_t_er Genoémico No hay Informacion Humano No hay Informacion Si

baumannii
SRX1033968 WGS Klebsiella pneumoniae Genémico Brigham and V\llJoSmen s Hospital, Humano Muestra de Sangre Si
DRX374641 WGS Klebsiella pneumoniae Genémico No hay Informacién Humano Muestra de esputo Si
SRX20954232 WGS Aggjg);:r?it?r Gendémico Hospital General, China Humano Cultivos bacterianos Si
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SRX1033998 WGS Klebsiella pneumoniae Genoémico Brigham and V\LIJoSmen s Hospital,

SRX23041734 WGS Morganella morganii Gendémico No hay Informacién Humano UTI Si

Humano Fluido de abscesos Si

Posteriormente, se realizd el andlisis de datos genémicos para cada SRX utilizando GalaxyTrakr
(Version 3.0.3+galaxy0). Se extrajeron las lecturas en formato FASTQ a partir de la herramienta Download
and Extract Reads in FASTQ format from NCBI SRA. El tipo de input seleccionado fue SRR accession y se
selecciono el formato de output gzip compressed fastq. Cada experimento se proceso en un historial diferente
y se genero al finalizar dos archivos: Paired-end data (fastg-fump) y Single-end data (fastg-dump) (Leinonen
etal., 2011).

e Pipeline para Experimentos con Tecnologia ONT

o Control de Calidad y procesamiento inicial de datos
En GalaxyTrakr (Version 3.0.3+galaxy0) se usd FASTQC (Version 0.11.9) para evaluar la calidad
de los datos de secuenciacion crudos a partir del archivo fastqsanger.gz contenido en Single-end
data (fastg-dump), obtenido previamente (Andrews, 2024). Después, se eliminaron los adaptadores
de los extremos de las lecturas a partir de la herramienta Porechop (Version 0.2.4). Se us6 como
input el mismo archivo (Chan et al., 2020).

o Ensamblaje y clasificacion de metagenomas
El ensamblaje de genomas se realizd con MEGAHIT (Versién 1.2.9) usando el archivo output de
Porechop (C.-M. Liu et al., 2014). Posteriormente, las secuencias de metagenoma fueron
clasificadas en bins mediante la herramienta Binning_Refiner (Version 1.4.3) (Song & Thomas,
2017). De igual manera, los metagenomas se agruparon mediante MetaBAT2 (Version 2.15), el
tamafio minimo de bins para realizar el agrupamiento seleccionado fue 200000 pb. Esta herramienta
gener6 una coleccidn de bins para la identificacion de genes de resistencia (Kang et al., 2019a).
o Deteccidn de genes de resistencia
Se corrié la herramienta ABRicate (Galaxy Version 1.0.1), la cual permitié la deteccion de genes
especificos en secuencias de ADN, incluyendo genes de resistencia a antimicrobianos (ARGS). Para
ello, se compar6 con la base de datos ResFinder, se usé un minimo porcentaje de identidad del ADN
de 80. Esto permitié la identificacién y clasificacion de los ARGs presentes en los experimentos
analizados (Berwa & Caspar, 2024).

e Pipeline para Experimentos con Tecnologia Illumina

o Control de Calidad y procesamiento inicial de datos
En Galaxy Australia (Galaxy Version 3.1.1+galaxy0), se extrajeron las lecturas en formato FASTQ
a partir de los SRX correspondientes (Andrews, 2024). Posteriormente, se realizd el control de
calidad y pre-procesamiento de lecturas mediante la herramienta Trimmomatic, con la opcién
Paired-end (as collection) y un Phred Score de 20. Esto permiti6 eliminar secuencias de baja calidad
y adaptadores. Se generaron archivos procesados en formato fastqsanger.gz (Bolger et al., 2014).

o Ensamblaje y clasificacion de metagenomas
El ensamblaje de metagenomas se realizé con metaSPAdes, se selecciond la opcién Paired-end: list
of dataset pairs y se usé como input los datos procesados con Trimmomatic on collection 1: paired
(Antipov et al., 2016). A continuacion, los archivos generados previamente correspondientes a
MetaSPAdes on data: Scaffolds fueron procesados usando MetaBAT2, y permitié recuperar bins
representativos en cada experimento. El tamafio minimo de bins para realizar el agrupamiento fue
de 200000 pb. (Kang et al., 2019b).

o Deteccidn de genes de resistencia

Para detectar genes con resistencia a antimicrobianos se corri6 ABRIcate, comparando los
metagenomas con la base de datos Resfinder. Se determiné un 80% de identidad y cobertura para
identificar secuencias. Los datos obtenidos en MetaBAT2 on data: Bin Sequences fueron analizados
y permiti6 identificar genes de resistencia en los bins previamente generados (Berwa & Caspar,
2024).
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Figura No. 1 Pipeline para la identificacion de genes de resistencia a antimicrobianos (ARGs) en
metagenomas y genomas, a partir de lecturas NGS obtenidas ONT e lllumina.

En la Figura No.1 se puede observar el flujo de trabajo usado para identificar genes de resistencia en datos
gendmicos y metagendémicos. Los pipelines estandarizados en Galaxy para cada tecnologia de secuenciacion
incluyen la obtencion de datos en la plataforma NCBI, el control de calidad y preprocesamiento de lecturas, el
ensamblaje y clasificacion de metagenomas y genomas, e identificacion de genes de resistencia mediante ABRicate,
empleando la base de datos ResFinder.

e Mapeo y Clasificacion Taxondmica
o Experimentos de ONT

=  Clasificacion taxonémica de lecturas
Mediante Kraken2 se realizé la clasificacién taxondmica y se emple6 como input el
archivo preprocesado posterior al trimado. Se selecciond la opcidn single-end y la base de
datos MiniKraken2 v2 (Wood & Salzberg, 2014).

= Conversion de resultados taxondmicos
Los resultados generados por Kraken2 fueron convertidos a formatos de representacion
taxonémica mediante Convert Kraken, se emple6 la base de datos taxonémicos NCBI-
2015-10-05 (Wood & Salzberg, 2014).

= Visualizacion del Perfil Taxonémico
Mediante Krona Pie Chart se generaron los graficos metagenémicos para la interpretacion
del perfil taxonémico de cada experimento (Ondov et al., 2011).

o Experimentos de lllumina
= Mapeo de Lecturas
Mediante la herramienta Bowtie2 se realiz6 el mapeo de las lecturas, para lo cual se
selecciond la opcion Paired end. Se seleccioné como input los archivos preprocesados
posterior al trimado. Se habilité la opcién Write unaligned reads (in fast format) to
separate files, se generd archivos FASTQ con las secuencias que no fueron alineadas
acorde a los pardmetros establecidos. EI genoma de referencia empleado fue Humano
(Homo sapiens) (b38): hg38 Canonical (Langmead et al., 2009).
= Clasificacion taxonémica de lecturas no alineadas
A las lecturas no fueron alineadas previamente en Bowtie2 se les asigné una etiqueta
taxondmica mediante Kraken2. Se uso la base de datos Minikraken2, y los resultados
generados fueron convertidos a formatos de representacion taxonémica usando Convert
Kraken, con la base de datos de NCBI-2015-10-05 (Wood & Salzberg, 2014).
= Visualizacion del Perfil Taxonémico
Mediante Krona Pie Chart se generaron los gréficos metagendmicos para la interpretacion
del perfil taxonédmico de cada experimento (Ondov et al., 2011).
e Evaluacion de la Calidad de Ensamblaje
A partir de los archivos metaSPAdes on data x and data y: Scaffolds generados previamente por
metaSPAdes para la tecnologia Illumina y los archivos Assembly with MEGAHIT on datal para la
tecnologia ONT, se procedid a realizar la evaluacion del ensamblaje usando Quast. Para el presente
andlisis, se selecciond el ensamblaje para metagenomas y se obtuvo un reporte con métricas para
evaluar la calidad del ensamble. Entre los indicadores se encuentra NGA50 y LGA50 que
permitieron conocer sobre la precision del ensamblaje (Mikheenko et al., 2018).
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3. Resultados

Para evaluar la efectividad de los pipelines estandarizados para la identificacion de Genes de Resistencia a
Antimicrobianos (ARGS) a partir de metagenomas y genomas obtenidos por NGS, se desarroll6 un flujo de trabajo
automatizado usando lecturas de experimentos de ONT e Illumina. Como se puede observar en la Figura No. 1, el
control de calidad de las lecturas crudas se realiz6 mediante la herramienta FastQC, seguido por el trimado empleando
Porechop para los datos ONT, y Trimmomatic para lllumina, lo cual garantizd la calidad de las secuencias. Los datos
procesados fueron ensamblados con MEGAHIT y metaSPADES, y se clasificaron en bins usando Binning_Refiner
(Version 1.4.3) y MetaBAT2 (Version 2.15), lo cual permitio la agrupacion eficiente de secuencias. En ambos casos
mediante la herramienta ABRIcate fue posible identificar los genes de resistencia a antimicrobianos al compararlos
con la base de datos ResFinder.

Como se puede observar en el Grafico No. 1, para todos los experimentos de las lecturas con tecnologia ONT, se logré
agrupar las lecturas en bins, lo que indica que el binning funciond correctamente, permitiendo un analisis mas
organizado y preciso. De igual forma, dentro de los distintos bins se identificaron ARGs. En el caso del experimento
con SRA SRX14661891, se identificé un gen de resistencia. Caso contrario, los experimentos con mayor cantidad de
genes de resistencia fueron SRX17062755 y SRX17062752, con 408 y 174 ARGs identificados, respectivamente. Es
importante remarcar que, como se puede observar en la Tabla No. 1, para los tres casos se realizé un analisis de WGS
a partir de muestras de lavado bronqueoalveolar de pacientes en un hospital de China.

[l SRX24373965 @ SRX20109754 @ SRX20109753 £ SRX14661891
E SRX14661871 @ SRX17062755 W SRX17062754 M SRX14661895
B SRX17062752 @ SRX20504811 B SRX7585726 M SRX23055596

408

174
110
53 54
6 = 1 11 2 6 2
e — — —_—

Genes de Resistencia

Gréfico No. 1 Cantidad de Genes de resistencia identificados en cada bin a partir del pipeline estandarizado
para tecnologia ONT
En el Grafico No.1 se muestra la distribucién cuantitativa de los genes de resistencia a antimicrobianos identificados
en cada bin obtenido a partir del ensamblaje y clasificacién metagendémica del pipeline usando metagenomas y
genomas con lecturas de ONT. Se puede observar que el experimento con mayor cantidad de genes de resistencia
corresponde a SRX17062755, un andlisis de WGS realizado a partir de un lavado bronqueoalveolar en un paciente
de un hospital de China.

De acuerdo con lo que se presenta en el Grafico No. 2, para todos los experimentos con tecnologia ILLUMINA,
también se logré agrupar las lecturas en bins y corrobora que el proceso de binning se llevo a cabo correctamente. De
igual forma, dentro de los distintos bins se identificaron ARGs. En el caso de los experimentos con SRA
SRX24373962, DRX521347 y SRX23041734 se identificd Unicamente un gen de resistencia para cada caso. Como
se puede observar en la Tabla No. 1, el SRX24373962 se realiz6 a partir de un andlisis de WGS a partir de una muestra
respiratoria de un paciente del Hospital Militar de Vietnam. Por otro lado, DRX521347 corresponde a un analisis de
WGS a partir de una muestra de heces y DRX521347 se generd a partir de muestra de orina de un paciente con
infeccion del tracto urinario (UTI). Caso contrario, los experimentos con mayor cantidad de genes de resistencia fueron
SRX24530459 y SRX24530456, con 6 y 5 ARGs identificados, respectivamente. En la Tabla No. 1 se detalla que
para ambos casos se realizo un andlisis de WGS a partir de muestras de heces y cultivos de sangre de pacientes en
unidades de cuidados intensivos (UCI) de Estados Unidos. Estos hallazgos sugieren que, en ambientes clinicos, en
especial en aquellos criticos, la presencia de una considerable carga de resistencia se da principalmente por la presion
selectiva provocada por el uso de antibidticos que facilita la propagacion y mantenimiento del indice de ARGs en el
microbiota hospitalario (Wu et al., 2022).
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Grafico No. 2 Cantidad de Genes de resistencia identificados en cada bin a partir del pipeline estandarizado

para tecnologia ILLUMINA

En el Grafico No.2 se muestra la distribucién cuantitativa de los genes de resistencia a antimicrobianos identificados
en cada bin obtenido a partir del ensamblaje y clasificacion metagendmica del pipeline usando metagenomas y
genomas con lecturas de Illumina. Se puede observar que el experimento con mayor cantidad de genes de resistencia
corresponde a SRX24530459, un analisis de WGS realizado a partir de muestras de heces y cultivo de sangre a un

paciente perteneciente a la Unidad de Cuidados Intensivos en un Hospital de Estados Unidos

Mediante los pipelines estandarizados fue posible conocer la distribucién cualitativa y determinar las subfamilias y
variantes de ARGs presentes en cada bin de cada experimento, asi como el antibiético para el cual presentan la
resistencia de las lecturas obtenidas a partir de las tecnologias ONT e ILLUMINA. Es importante mencionar que los
pipelines estandarizados permitieron identificar los ARGs de mayor impacto y riesgo para la salud publica, los cuales
confieren resistencias a antibidticos criticos. Entre estos ARGs se encuentran mecA, blaTEM, blaACT-7, blaz, vanRA,
ogXxA, gnrB4y fosA (Arturo et al., 2023; Nasrabadi et al., 2024; Vieira et al., 2023).

En la Tabla No. 2, se describen las variantes de ARGs generados por los flujos de trabajo automatizados y los
antibidticos a los cuales generan resistencias. Sin embargo, es importante mencionar que los pipelines también
permitieron identificar otros genes de resistencia que, a pesar de que no se describen detalladamente, son significativos
y de preocupacion en el area de salud (Arturo et al., 2023).

Tabla No. 2 Variantes de Genes de Resistencia y Antibi6ticos a los cuales Presentan Resistencia Generados
mediante Pipelines Estandarizados para las Tecnologias ONT e ILLUMINA

Tecnolo_gla_(je SRA Varlante_ de G_en con Antibictico
Secuenciacion Resistencia , ’
Amoxicilina; Amoxicilina y Acido Clavulanico; Ampicilina; Ampicilina Acido Clavulanico; Cefepime; Cefixima;
mecA Cefotaxima: Cefoxitina: Ceftazidima: Ert : Imipenem: M
SRX24373965 efotaxima: Cefoxitina: Ceftazidima: Ertanenem: Imipenem: Meropenem
cat(pC221)_1 Cloranfenicol
0gxA_1 Acido nalidixico, Ciprofloxacino.
SRX20109754
blaCMH-3_1 B-lactamicos
qnrB4_1 Ciprofloxacino
blaACT-7_1 B-lactamicos
SRX20109753
fosA_7 Fosfomicina
ONT
qnrB4_1 Ciprofloxacino
SRX14661891 msr(D)_2 Erythro micina;Azithro micina;Telithro micina;Quinupristin;Pristina micina IA;Virginia micina S
erm(B)_12 Erythro micina;Linco micina;Clinda micina;Quinupristin;Pristina micina 1A;Virginia micina S
SRX14661871 blaz_138 Amoxicillina; Ampicilina;Penicillina;Piperacillina
dfrG_1 Trimetoprim
aph(3")-la_1 Aminoglucésidos
SRX17062755
blaTEM Amoxicillina




Identificacion de ARGs a partir de un pipeline estandarizado a partir de metagenomas de lecturas de ONT e Illumina ~ Garzdén, Herrera et al., 2024 15 de 29

0QgXA

blaTEM-112_1 Amoxicilina; Ampicilina; Aztreonam; Cefepime; Cefotaxima; Ceftazidima; Ceftriaxona; Piperacilina; Ticarcilina
SRX17062754
catB7_1 Cloramfenicol
mef(A)_2 Eritromicina; Azitromicina.
SRX14661895
msr(D)_2 Eritromicina; Azitromicina; Telitromicina; Quinupristina; Pristinamicina IA; Virginiamicina S
blaTEM Amoxicilina; Ampicilina; Aztreonam; Cefepime; Cefotaxima; Ceftazidima; Ceftriaxona; Piperacilina; Ticarcilina.
SRX17062752 Inu(A)_1 Lincomicina
fosB_3 Fosfomicina
tetM Tetraciclina
SRX20504811 dfrF Diaminopirimidina
vanRA Glicopéptido
ogxA_1 Acido nalidixico; Ciprofloxacino
SRX7585726
fosA6_1 Fosfomicina
dfrA17_1 Trimetoprim
SRX23055596
mdf(A)_1 Macrélidos; Lincosamidas; Estretograminas
crpP_1 Ciprofloxacino
catB7_1 Cloramfenicol
fosA_4 Fosfomicina
SRX24530459
blaOXA-396_1 Amoxicillina; Ampicilina; Meropenem
aph(3')-1lb_2 Aminoglucdsidos
blaPAQO_2 B-lactémicos
blaPAO_1 B-lactémicos
catB7_1 Cloramfenicol
SRX24530457
fosA_4 Fosfomicina
blaOXA-396_1 Amoxicillina; Ampicilina; Meropenem
crpP_1 Ciprofloxacino
blaPAO_2 Penicilina y Cefalosporina
SRX24530456 fosA_4 Fosfomicina
blaOXA-396_1 Amoxicillina; Ampicilina; Meropenem
catB7_1 Cloramfenicol
ILLUMINA
blaLl 3 B-lactamicos
SRX24530454
aph(3")-llc_1 Aminoglucésidos
Amoxicilina; Amoxicilina Acido Clavulanico; Ampicilina; Ampicilina Acido Clavulanico; Cefepime; Cefixima;
SRX24373962 mecA_6 : o L : : o . o
- Cefotaxima: Cefoxitina: Ceftazidima: Ertapenem: Imipenem: Meropenem: Piperacilina: Piperacilina Tazobactam
fosA6 Fosfomicina
ogxB Acido nalidixico; Ciprofloxacino.
SRX24108112 00gXA Acido nalidixico; Ciprofloxacino.
blaCTX-M-65 Amoxicillina; Ampicilina;Aztreonam;Cefepime;Cefotaxime;Ceftazidime;Ceftriaxone;Piperacillin; Ticarcillin
blaSHV Amoxicilina; Ampicilina; Aztreonam; Cefepima; Cefotaxima; Ceftazidima; Ceftriaxona; Piperacilina; Ticarcilina.
blaADC-25_1 B-lactamicos
DRX402992
blaOXA-23 Imipenem; Meropenem
DRX521347 aac(6")-laa Amikacina; Tobramicina
SRX22064762 blaOXA-23 Imipenem; Meropenem
fosA6 Fosfomicina
SRX1033968 blaSHV-106 Amoxicilina; Ampicilina; Aztreonam; Cefepime; Cefotaxima; Ceftazidima; Ceftriaxona; Piperacilina; Ticarcilina

Acido nalidixico; Ciprofloxacino.
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ogxB Acido nalidixico; Ciprofloxacino.
ogxB Acido nalidixico; Ciprofloxacino.
0gXA Acido nalidixico; Ciprofloxacino.
DRX374641
fosA Fosfomicina
blaSHV-1 Amoxicilina; Ampicilina; Cefalotina; Piperacilina; Ticarcilina
blaADC-25 B-lactdmicos
SRX20954232
blaOXA-23 Imipenem; Meropenem
fosA6 Fosfomicina
ogxB Acido nalidixico; Ciprofloxacino.
SRX1033998 .
0gXA Acido nalidixico; Ciprofloxacino.
blaSHV-12 Amoxicillina; Ampicilina; Aztreonam; Cefepime; Cefotaxime; Ceftazidime; Ceftriaxone; Piperacilina; Ticarcilina
SRX23041734 blaDHA-18 Amoxicillina; An_wo_xicillir)a Aci_dg Cla\_/ulénigg; Ampicilina; Ampicilipg Acid_o Cla_\\_/ulér]ic_o; Cefotaxjm_e; Cefoxitina;
Ceftazidime; Piperacilina; Piperacilina Tazobactam; Ticarcilina; Ticarcilina Acido Clavulanico.

Como se puede observar en el Grafico No. 3, todos los experimentos presentan ARGs. Los SRA SRX20109753,
SRX14661871, SRX17062752 y SRX20504811 identificaron tres subfamilias distintas de ARGs, mientras que para
SRX14661891 sélo se identificaron una subfamilia.

En relacion al SRX20109753 se identificaron gnrB4, relacionado a la resistencia a ciprofloxacino; blaACT-7, que
confiere resistencia a B-lactamicos; y fosA, relacionado con resistencia a fosfomicina. De igual manera, respecto a
SRX17062752 se detectaron los siguientes genes blaTEM, Inu(A) y fosB, que confieren resistencia a los antibi6ticos
a la amoxicilina, lincomicina y fosfomicina respectivamente. Asi también, en el SRX20504811 se identificaron los
genes tetM, asociado a la resistencia a las tetraciclinas; dfrF, relacionado a resistencia a diaminopirimidina; y vanRA
a glucopéptidos. Por otro lado, en SRX14661891, solo se detectd el gen de resistencia msr(D) que confiere resistencia
a la eritromicina.

e
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Grafico No. 3 Mapa de Calor de la Distribucion de Genes de Resistencia a Antimicrobianos Identificados en
Cada Bin a partir del Pipeline Estandarizado para Tecnologia ONT
En el Gréafico No.3 se detalla la distribucién cualitativa de los genes de resistencia a antimicrobianos identificados
en cada bin, obtenidos a partir del ensamblaje y clasificacion metagendmica usando un pipeline estandarizado para
el andlisis de metagenomas y genomas a partir de lecturas de ONT. Se puede observar que el experimento con
mayor cantidad de genes de resistencia corresponde a SRX4661871, un andlisis de WGS realizado a partir de una
muestra Mock. De manera similar, el experimento SRX20504811, que corresponde a un analisis de WGS realizado
a partir de un cultivo de sangre de un paciente de un hospital de China, revela tres genes de resistencia.
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Como se aprecia en el Gréafico No. 4, todos los experimentos para la tecnologia ILLUMINA presentan ARGs. En
relacion a SRX24530459 presentd seis subfamilias diferentes, entre ellos crpP, asociado a la resistencia al
ciprofloxacino; catB7 que confiere resistencia a cloramfenicol; fosA, relacionado a fosfomicina; blaOXA implicado
en la inactivacion de la amoxicillina; aph(3') asociado a aminoglucdsidos; y blaPAO perteneciente a la familia de -
lactamasas.

Por su parte, SRX24530456 presento cinco subfamilias distintas, incluyendo crpP, asociado a la resistencia al
ciprofloxacino; blaPAO perteneciente a la familia de 3-lactamasas; fosA, relacionado con la resistencia a fosfomicina;
blaOXA a amoxicillina; y catB7 al cloramfenicol. De manera similar, en SRX1033998 se identificaron ARGs como
fosA que confiere resistencia a la fosfomicina; ogxB y ogxA asociados a acido nalidixico y ciprofloxacino; y blaSHV -
106 a la amoxicilina.

Caso contrario, DRX521347 y SRX23041734 mostraron una menor diversidad de ARGs. En DRX521347 se
identifico el gen aac(6')-laa que confiere resistencia a aminoglucdsidos como amikacina y trobamicina. Finalmente,
en SRX23041734 se identific blaDHA-18, que confiere resistencia a la amoxicilina.
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Gréfico No. 4 Mapa de Calor de la Distribucién de Genes de Resistencia a Antimicrobianos Identificados en
Cada Bin a partir del Pipeline Estandarizado para Tecnologia ILLUMINA

En el Grafico No.4 se detalla la distribucidn cualitativa de los genes de resistencia a antimicrobianos identificados
en cada bin, obtenidos a partir del ensamblaje y clasificacion metagendémica usando un pipeline estandarizado para

el analisis de metagenomas y genomas a partir de lecturas de ILLUMINA. Se puede observar que el experimento
con mayor cantidad de genes de resistencia corresponde a SRX24530459, un anlisis de WGS realizado a partir de
muestras de heces y cultivo de sangre a un paciente perteneciente a la Unidad de Cuidados Intensivos en un Hospital

de Estados Unidos.

Respecto al mapeo y clasificacion taxondmica para conocer la efectividad de los pipelines estandarizados en la
identificacion de ARGs, se realizé el anélisis con la herramienta Krona Pie Chart. En los Gré&ficos No. 5y 6 se detalla
la presencia del microorganismo predominante en cada experimento analizado tanto para la tecnologia ONT e
ILLUMINA.

En el Gréfico No. 5 se puede observar que para el SRA SRX20504811, el 99% de las lecturas correspondié a
Enterococcus faecium, lo cual sugiere una alta dominancia de esta bacteria en la composicién microbiana de la
muestra. De igual forma, respecto al SRX23055596, el 96% de las lecturas se relacionaron con Escherichia coli. Asi
también, el 90% de las lecturas del experimento SRX20109754 se identificaron para la bacteria Enterobacter asburiae.
Caso contrario, el SRA SRX14661891 con el 19% de lecturas se vincul6 con Rohia mucilaginosa. Mientras que en
SRX14661895, el 26% de las lecturas corresponden a Staphylococus aureus. Estos resultados indicaron variabilidad
en la composicién microbiana, e indica diferencias en las caracteristicas de las muestras o en los ambientes de donde
provienen (Pal et al., 2015) .
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Gréfico No. 5 Abundancia Relativa del Microorganismo con Mayor Porcentaje de Lecturas en el Anélisis de
Metagenomas y Genomas a partir del Pipeline Estandarizado para Tecnologia ONT
En el Gréafico No.5 se presenta el analisis de los microorganismos predominantes segun perfil taxonémico realizado
con la herramienta Krona Pie Chart. Se puede observar que en el experimento SRX20504811, el 99% de lecturas
identificadas corresponden a Enterococcus faecium.

Tal como se muestra en el Grafico No. 6, los analisis de los siguientes SRA presentaron que mas del 90% de las
lecturas se relacionaron con los siguientes microorganismos: para los SRA SRX24530459, SRX24530457 y
SRX24530456, la mayor parte de las lecturas se asociaron con Pseudomonas aeruginosa, mientras que el experimento
SRX22064762 estuvo predominantemente relacionado a Acinetobacter y SRX23041734 mostr6 una alta abundancia
de Morganella morganii. Caso contrario, SRX20954232 present6 una distinta distribucidn, con sélo el 49%
relacionadas con Acinetobacter baumannii, lo cual indica una composicién microbiana mas variada.
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Grafico No. 6 Abundancia Relativa del Microorganismo con Mayor Porcentaje de Lecturas en el Andlisis de
Metagenomas y Genomas a partir del Pipeline Estandarizado para Tecnologia ILLUMINA
En el Gréafico No.6 se presenta el analisis de los microorganismos predominantes segln perfil taxonémico realizado
con la herramienta Krona Pie Chart. Se puede observar que en el experimento SRX22064762, el 98% de lecturas
identificadas correspondieron a Acinetobacter sp.

El analisis de la calidad gendmica revelé diferencias en la cobertura y continuidad del ensamblaje. Mediante la
herramienta Quast de Galaxy fue posible determinar la integridad de los ensamblajes generados en los pipelines
estandarizados para la identificacion de ARGs a partir de lecturas ONT e Illumina (Mikheenko et al., 2018). Se
analizaron parametros importantes como la longitud total alineada, NGA50 y LGAS50, lo cual permiti6 estimar de
forma precisa la calidad estructural en relacion con los genomas de referencia. EI NGA5O0 indica la longitud minima
de los fragmentos del ensamblaje alineados con la referencia, de tal forma que al sumarlos alcance al menos el 50%
del genoma de referencia. Esta métrica permite conocer la continuidad y exactitud del ensamblaje, proporcionando
una estimacion mas confiable de su calidad en comparacion con el genoma de referencia. Un valor alto indica un
ensamblaje menos fragmentado y una mayor proporcion de secuencias correctamente ensambladas (Hiltemann et al.,
2023). En contraste, el parametro LGA50 indica el nimero minimo de loci necesarios para cubrir al menos el 50%
del genoma de referencia y refleja la fragmentacion del ensamblaje en relacion con la estructura del genoma real.
Mientras mas bajo sea este valor, indica un ensamblaje continuo y de mejor calidad (Batut et al., 2018).

Como se puede observar en la Tabla No.3, se identificé una variedad de microorganismos con distinta cobertura y
continuidad del ensamblaje. Respecto a ONT, aquellos experimentos que presentaron un buen equilibrio entre la
longitud total alineada y la calidad del ensamblaje (NGAS50 y LGA50) fueron: en SRX24373965, 4235336 bases se
alinearon con el microorganismo Staphylococcus aureus, lo cual sugiere una buena cobertura. Ademas, se obtuvo un
NGAS50 de 2930, el cual indicé que el 50% de las lecturas se agruparon en contigs de esa longitud o mayor, lo cual
también refleja un ensamblaje bueno en relacion a la longitud de los fragmentos alineados. De igual forma, LGA50
fue 297 el cual indico la longitud del contig en donde se encuentra la mitad de la longitud total alineada, este valor
sugiere que la longitud de los fragmentos mas largos no es muy alta en contraste con otras especies.

El SRA SRX20109753 evidencio que 92709748 bases se alinearon con Enterobacter hormaechei ATCC 49162, con
un NGAS50 de 6039 que sugiere un ensamblaje de buena calidad y LGAS50 de 265 que indica un valor relativamente
alto lo cual permitiria inferir que hay fragmentacion en el ensamblaje.

En relacion a SRX17062754, 4217185 de bases se alinearon con Pseudomonas aeruginosa PAOL, con un NGA50 de
944 que refleja un ensamblaje aceptable y LGA50 de 1598 que indica que la mitad de la longitud total alineada
proviene de contigs de esa longitud o mayor, e indican una calidad buena.

El experimento SRX1466187, presentdé una longitud total alineada de 14840186 bases y se relaciond con el
microorganismo Enterococcus faecalis, un NGAS50 de 5104 y sugiere que el ensamblaje posee contigs relativamente
largos, y por ende las lecturas se agrupan de manera eficaz en fragmentos grandes y un ensamblaje de buena calidad.
Sin embargo, el LGA50 es bajo, 230, lo cual indica que hay fragmentos mas cortos en el ensamblaje que pueden
afectar la continuidad del genoma reconstruido.

De igual forma, se evidenciaron casos en donde se reportaron los valores de Longitud Total Alineada pero no se
generod un valor de NGA50 ni LGASO, esto se pudo a deber a la presencia significativa de contigs pequefios que no
contribuyen de manera significativa a la continuidad del genoma o bien se puede atribuir a una baja cobertura.
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En relacion al pipeline con lecturas generadas con tecnologia ILLUMINA, 3725176 bases se alinearon con
Morganella morganii, lo cual sugiere un ensamblaje completo y representativo. Se obtuvo un NGA50 de 802420 que
indic6 una menor fragmentacion y que el 50% del genoma alineado se encuentra contenido en contigs de al menos
esta longitud. EI pardmetro LGA50 fue 99329, lo cual indica un ensamblaje con fragmentos largos.

El SRA SRX24108112 se alined con Klebsiella_pneumoniae_ UHKPC33 mediante una longitud total de 5251116 pb,
un NGAS50 de 115897 y LGAS50 de 15 que indico que los alineamientos se distribuyeron en pocos fragmentos grandes.
El experimento DRX402992 obtuvo 3650015 pb alineados con Acinetobacter_baumannii_TYTH-1, se obtuvo un
NGAS50 de 103150 que indic6 un buen ensamblaje y LGA50 de 14 que sugiri6 que los alineamientos se encontraban
concentrados en pocos fragmentos largos.

De igual forma, el SRX1033998 se alined con Klebsiella pneumoniae con una longitud total de 4861635, un NGA50
de 82951 y LGAS0 de 23. Dichos valores indicaron un ensamblaje con fragmentos relativamente largos y
estructurados.

En las lecturas con SRA DRX521347, presentd una longitud total alineada correspondiente a 4372297 pb asociado
con Salmonella enterica. Presenté un NGA50 de 63263 y LGAS0 de 25 los cuales reflejan un ensamblaje de calidad
y continuidad moderada y los contigs se distribuyeron de forma homogénea.

Tabla No. 3 Evaluacion de la Calidad del Ensamblaje del Genoma: Microorganismos Alineados y Métricas de
Cobertura en Pipelines Estandarizados a partir de Lecturas de ONT e ILLUMINA

Tecnologia de . - . Longitud
Secuenciacion SRA Microorganismos Alineados Total NGAS0 | LGA50
Alineada

Staphylococcus aureus 4235336 2930 297
SRX24373965 Staphylococcus aureus M0077 6503291 4728 196
Staphylococcus aureus subsp. aureus DSM 20231 4175372 2953 287
Staphylococcus aureus subsp. aureus RN4220 4229591 3151 260
Enterobacter asburiae 8843610 960 1160
Enterobacter kobei 7241783 864 1424
SRX20109754 Enterobacter ludwigii 6573666 780 1769
Enterobacter sp. ODB01 6931462 868 1380
Leclercia adecarboxylata 3217786 516 2909
Serratia marcescens 189582 539 147

Enterobacter cloacae 156595 838 25
SRX20109753 Enterobacter hormaechei 92709748 | 6039 265
Enterobacter hormaechei ATCC 49162 10262751 | 1220 | 1203
Anaeroglobus geminatus 1586488 1227 414
N Capnocytophaga sputigena 1659277 613 1011
Eikenella corrodens ATCC 23834 1838731 1293 333

SRX14661891 Eikenella sp. NML130454 557029 0 0
Prevotella pallens ATCC 700821 2196647 836 949
Streptococcus sp. oral taxon 064 1084575 506 781
Veillonella parvula DSM 2008 1254500 676 661
Enterococcus faecalis 14840186 | 5104 230
Enterococcus faecalis ATCC 19433 14523943 | 5440 187
Enterococcus faecalis ATCC 35038 13679573 | 4882 215

Serratia marcescens 543502 2647 26
Shigella dysenteriae 3679201 961 1246

SRX14661871

Shigella flexneri 2002017 3343999 810 1418
Shigella sonnei 8753463 | 2920 533
Staphylococcus aureus 21676899 | 5468 178
Staphylococcus aureus M0077 30225806 | 7045 143
Staphylococcus aureus subsp. aureus JH9 30467527 | 7222 140
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Staphylococcus aureus subsp. aureus RN4220 21406359 | 5645 161
Staphylococcus aureus subsp. aureus ST772-MRSA-V | 22724091 | 5945 161
Staphylococcus phage phiN315 146646 2516 7
synthetic Escherichia coli C321.deltaA 10409732 | 3618 418
Escherichia coli 2298353 - -
SRX17062755 Shigella flexneri 1a 1837290 - -
Shigella sonnei 3131846 568 2282
Escherichia coli 559807 - -
Pseudomonas aeruginosa 4152324 701 2239
Pseudomonas aeruginosa DHS01 4304599 787 2061
Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 NBRC 12689 | 4013569 849 1741
SRX17062754 Pseudomonas aeruginosa PAO1 4217185 944 1598
Pseudomonas aeruginosa PAO1H20 3998451 847 1755
Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14 3374718 538 2387
Pseudomonas sp. AK6U 4079633 731 2108
Pseudomonas sp. P179 4170623 769 2044
Shigella sp. PAMC 28760 934069 - -
Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii 3 1 27 365050 - -
Fusobacterium periodonticum 429429 - -
Gemella sanguinis 494334 - -
Moraxella catarrhalis 1193674 774 359
SRX14661895 Porphyromonas pasteri 423260 - -
Rothia mucilaginosa 491647 - -
Rothia mucilaginosa ATCC 25296 584916 - -
Staphylococcus aureus 1503099 465 1107
Streptococcus constellatus subsp. pharyngis C818 1224993 619 759
Streptococcus parasanguinis ATCC 15912 849801 - -
Escherichia coli K-12 1488401 - -
SRX17062752 Staphylococcus epidermidis 5559636 | 2456 380
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 6347368 | 2608 372
SRX20504811 Enterococcus faecium 4245929 | 6506 153
SRX7585726 Klebsiella pneumonae 4877867 | 80686 | 200
SRX23055596 Escherichia coli 221681256 | 1287 592
SRX24530459 Pseudomonas aeruginosa 5845593 | 6590 279
SRX24530457 Pseudomonas aeruginosa 5797336 | 6632 276
SRX24530456 Pseudomonas aeruginosa 5896796 | 5542 315
SRX24530454 Xanthomonas phaseoli pv. dieffenbachiae 71763 - -
SRX24373962 Staphylococcus argenteus 762519 - -
Staphylococcus aureus 2595813 | 78122 10
ILLUMINA | SRX24108112 Klebsiella pneumoniae UHKPC33 5251116 | 115897 15
DRX402992 Acinetobacter baumannii TYTH-1 3650015 | 103150 | 14
DRX521347 Salmonella enterica 4372297 | 63263 25
SRX22064762 Acinetobacter baumannii TYTH-1 3684817 | 17416 65
SRX1033968 Klebsiella pneumoniae 4890744 | 65279 25
DRX374641 Klebsiella pneumoniae 4877667 | 80686 20
SRX20954232 Acinetobacter baumannii TYTH-1 3676354 | 60620 19
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SRX1033998 Klebsiella pneumoniae 4861635 | 82951 23
SRX23041734 Morganella morganii 3725176 | 802420 | 99329

4. Discusién

La resistencia a antibioticos es considerada una amenaza a nivel global en constante crecimiento que ha comprometido
la salud humana, en especial los tratamientos clinicos de las enfermedades. Actualmente se han reportado ARGs en
todos los entornos, incluso habitats naturales, disefiados y clinicos (Allen et al., 2010). Los principales impulsores de
la diseminacion de ARGs son las actividades antropogénicas y el uso clinico de antibidticos (Zhang et al., 2022). Una
alternativa viable para poder contrarrestar el impacto de los ARGs es el uso de tecnologias de Gltima generacién, como
NGS, las cuales en conjunto con analisis bioinformaticos han permitido la identificacion de dichos genes (Florensa et
al., 2022).

En el presente estudio, se estandarizaron flujos de trabajo automatizados para un analisis eficaz a partir de
metagenomas y genomas de lecturas obtenidas por ONT e Illumina. Estos pipelines garantizaron un control de calidad
riguroso, un ensamblaje optimizado y un binning preciso de las secuencias, lo cual permiti6 mejorar la
reproducibilidad y la consistencia de los resultados. La combinacidn de herramientas dentro de la aplicacion Galaxy
demostraron ser eficientes y efectivas para la caracterizacion de comunidades microbianas y su diversidad genética
(Mehta et al., 2023) . Como se puede observar en los Graficos No. 1 y No. 2, la cantidad de bins generados variaron
significativamente, en experimentos como SRX17062755 (408 bins) y SRX17062752 (174 bins), los cuales
evidencian una complejidad metagendmica mayor en contraste con muestras como SRX14661891 (1 bin). Estas
diferencias se pueden atribuir tanto a la riqueza como complejidad microbiana de cada muestra. Sin embargo, también
se pudo deber a factores técnicos, incluyendo la calidad de las lecturas o la profundidad de secuenciacion (Schiml et
al., 2023). Ademas, el uso de la base de datos ResFinder con la herramienta ABRicate permitio la identificacion
precisa de ARGs con parametros de identidad y cobertura bien definidos, lo cual optimizé la precision de los analisis
(Wee & Yap, 2021a). En conjunto, estos hallazgos sugieren también una considerable carga de resistencia en los
ambientes clinicos analizados, lo cual resalta la importancia de optimizar enfoques bioinformaticos para la vigilancia
de la resistencia antimicrobiana (Cheng et al., 2022). El uso de herramientas bioinformaticas para la identificacion
precisa de ARGs ha permitido optimizar los andlisis metagenémicos y conocer las implicaciones practicas
significativas en el &mbito clinico y epidemioldgico (Chiu & Miller, 2019). Se ha reportado que para el desarrollo de
estrategias de control es importante la caracterizacion de ARGs en muestras metagendémicas ya que permiten la
comprension de la distribucién y abundancia de determinantes genéticos con resistencia en distintos entornos (Zhuang
etal., 2021). De igual forma, desde el &mbito terapéutico, la deteccion de ARGs favorece a la seleccidn informada de
tratamientos antimicrobianos, lo cual reduce el uso inapropiado de antibiéticos y reduciendo la propagacion de la
resistencia (Muteeb et al., 2023). Asi también, dentro de la vigilancia epidemioldgica, el monitoreo sistematico de
ARGs permite determinar tendencias en la resistencia antimicrobiana y detecta posibles brotes asociados a patdgenos
resistentes, lo cual es importante para mitigar los riesgos de la transferencia horizontal de genes en la salud publica
(Djordjevic et al., 2023).

Como se puede observar en los Graficos No. 3 y 4 existe una diversidad de genes de resistencia en funcion de las
distintas muestras y tecnologia usada. En el SRA SRX4661871, el pipeline gener6 en la muestra Mock una mayor
cantidad de ARGs, lo cual se puede atribuir a la naturaleza controlada de la muestra, en contraste con las muestras
clinicas, donde se ha reportado una composicién microbiana mas diversa y dinamica (Nicholls et al., 2019). La
cantidad variable de ARGs identificados indica cuan heterogéneas son las muestras y sus fuentes (Ibekwe et al., 2011).
Por ejemplo, el pipeline para el experimento SRX24530456, relacionado a muestras clinicas de un paciente en UCI
de un hospital de los US, permitié identificar cinco subfamilias de ARGs, con genes asociados a la resistencia de
distintos antimicrobianos como ciprofloxacino, B-lactamasas, fosfomicina, amoxicilina y cloramfenicol. Asi también,
mediante los pipelines estandarizados fue posible identificar ARGs de preocupacion critica para la salud mundial, en
especial aquellos genes relacionados con la resistencia a antibidticos de primera linea y los de amplio espectro
(Nasrabadi et al., 2024). El experimento SRX24373965 presentd el gen mecA, responsable de la resistencia a -
lactamicos como la amoxicilina, meropenem y cefalosporinas. Se ha reportado que mecA, codifica la proteina de
union a penicilinas de baja afinidad PBP2, est4 asociada con la resistencia a infecciones complejas en ambientes
hospitalarios, y facilitan la propagacion de S. Aureus resistente a la meticilina (MRSA) (Wielders et al., 2002). Asi
también, el SRA SRX24530459, permitid identificar varios genes como crpP (resistencia a ciprofloxacino), blaOXA
(resistencia a amoxicilina, ampicilina y meropenem), y fosA (resistencia a fosfomicina). EI gen blaOXA se ha
asociado con una amplia resistencia a carbapenémicos, los cuales son antibidticos de Gltima linea usados en el
tratamiento de infecciones graves, incluidas las del tracto urinario causadas por bacterias multirresistentes, lo cual es
una amenaza directa contra la salud publica (Sivarajan et al., 2025). En relacion al SRX20109753, identifico el gen
gnrB4 que confiere la resistencia a ciprofloxacino y blaACT-7 relacionado a los B-lactdmicos (Ku et al., 2018; H. Y.
Yang et al., 2014). En el caso de los B-lactdmicos, se ha reportado que la resistencia a estos antibidticos compromete
a brindar un tratamiento a diversas infecciones, desde urinarias complicadas y neumonia bacteriana para el caso del
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ciprofloxacino, hasta neumonia adquirida en la comunidad y hospitalaria, asi como sepsis y bacteriemias (Hawkey et
al., 2018).

Para corroborar que los pipelines estandarizados funcionaron correctamente se realiz un analisis taxonémico con
Krona Pie Chart. La identificacion correcta de los microorganismos predominantes en cada SRA respalda la
implementacion de cada paso de los flujos de trabajo, desde el control de calidad hasta la clasificacion taxondmica y
deteccién de ARGs (Cuccuru et al., 2014). Como se puede observar en el Grafico No.5, se obtuvo una predominancia
alta de a Enterococcus faecium en el experimento SRX20504811 (99% de lecturas), Acetinobacter sp. en
SRX22064762 (98% de lecturas) y Morganella morganii en el SRX23041734 (98% de lecturas), esto sugiere una
posible fuerte influencia por la fuente de origen o por factores asociados al procesamiento de datos (Rauer et al.,
2025). En ambientes clinicos, es comin una alta presencia de Enterococcus faecium y Acetinobacter sp., ya que se
relacionan ampliamente con infecciones nocosomiales, y se ha reportado que pueden colonizar superficies
hospitalarias e incluso el microbioma de pacientes inmunocomprometidos (Sangiorgio et al., 2024; Suleyman et al.,
2018). Por otro lado, la composicion taxondmica observada se pudo ver influenciada por el procesamiento de datos
bioinformaticos (Rauer et al., 2025). Los factores que podrian afectar la identificacion de especies podrian ser la
calidad inicial de las lecturas, la eficiencia en la eliminacion de adaptadores y la precision del ensamblaje (Lamas et
al., 2023). Es por ello que el uso de herramientas en la etapa del control de calidad y preprocesamiento tales como
FastQC, Porechop y Trimmomatic, fueron fundamentales para garantizar que Unicamente se usen lecturas de alta
calidad en los posteriores analisis. En el caso de que estos pasos no se configuren correctamente se podria dar lugar a
sesgos que favorezcan la deteccion de ciertos microorganismos sobre otros, afectando la abundancia relativa de las
muestras (Tzec-Interidn et al., 2025). De igual manera, la capacidad de ensamblaje y binning influyeron en los
resultados obtenidos. Mediante la herramienta MEGAHIT usadas para el pipeline de los experimentos de ONT se
garantizé que se recuperen contigs de calidad y fue esencial para la adecuada reconstruccion de los metagenomas y
posterior identificacion de perfiles taxondmicos y ARGs (Kayani et al., 2021). En los SRA donde se obtuvo sélo una
especie predominante como el caso de SRX20504811 con Enterococcus faecium, el ensamblaje fue mas preciso y se
generé bins bien definidos. Caso contrario, en muestras donde se evidencia una mayor diversidad, tal como
SRX20954232, se puede ver afecta la recuperacion de especies menos abundantes, lo cual genera una distribucion
taxonémica mas heterogénea (D. Gupta & Sardar, 2021).

Por otro lado, como se puede observar en el Grafico No. 6, se evidencid la presencia predominante de Pseudomona
aeruginosa en SRX24530459, SRX24530457 y SRX24530456 (més del 90% de lecturas), los cuales correspondieron
a muestras de pacientes en UCI en un hospital de US, e indicaron la presencia de una baja diversidad de comunidades
microbianas, 0 a su vez también se puede atribuir a ciertos sesgos durante el muestreo y procesamiento que
favorecieron a que se identifiqué a esta bacteria (Y. Yang et al., 2022). Se ha reportado que Pseudomona aeruginosa
es un patégeno oportunista prevalente, en especial en dispositivos médicos contaminados, heridas, o infecciones
respiratorias. Se caracterizan porque forman biopeliculas y resisten condiciones adversas por lo cual sobreviven en
ambientes donde la competencia con otras especies es limitada. Esto explicaria el motivo por el cual el 90% de las
lecturas se asociaron con este patdgeno (Diggle & Whiteley, 2020; Madalina Mihai et al., 2015). Sin embargo, la
constancia de los resultados obtenidos en multiples experimentos sugirié que el ensamblaje con MetaSPADES y
posterior clasificacion con MetaBAT2 permitieron una adecuada reconstruccién de genomas y recuperacion de bins
representativos (Kang et al., 2019a; Maguire et al., 2020). Mediante el pipeline se corrobora sobre la capacidad de la
herramienta metaSPADES para manejar datos obtenidos con tecnologia Illumina y generar ensamblajes de alta calidad
que permitieron tener contigs bien definidos (Antipov et al., 2016). Como se puede observar en los Graficos No. 5y
6, MetaBAT2 permitid6 una segmentacion taxondmica eficiente y permitié identificar el patégeno de mayor
predominancia con alta confianza en cada experimento (Kang et al., 2019a). La combinacién de los ensamblajes
generados por MEGAHIT y MetaSPADES aseguro una clasificacion robusta de los metagenomas.

De igual manera, para evaluar detalladamente la calidad estructural de los genomas reconstruidos a partir de lecturas
ONT e Illumina se usé la herramienta QUAST. Los resultados generados evidenciaron diferencias significativas en la
continuidad y cobertura de los ensamblajes, lo cual indica las particularidades de cada tecnologia de secuenciacion.
Los pardmetros evaluados, como la Longitud Total Alineada, NGA50 y LGA50, fueron importantes para estimar la
calidad estructural de los ensamblajes y su relacién con genomas de referencia (Gurevich et al., 2013).

En el caso de los ensamblajes generados a partir de los experimentos de las lecturas ONT, se observo que la calidad
del ensamblaje mostro variacion en relacion al microorganismo predominante en cada experimento. Como se puede
observar en la Tabla No. 3, el experimento SRX24373965 tuvo una Longitud Total Alineada 4235336 bases con S.
aureus. Esta informacion coincide con la informacidn de la muestra subida a la base de datos de NCBI SRA y detallada
a la Tabla No. 1. De igual manera, los indicadores NGA50 fueron de 2930 y LGA50 de 297, estos valores sugirieron
una cobertura adecuada y segmentacion estructural aceptable, aunque el valor bajo de LGASO0 indicaron la presencia
de fragmentos pequefios en el ensamblaje que podian afectar la continuidad (Mikheenko et al., 2018). Caso contrario,
SRX20109753 se aline6 con Enterobacter hormaechei ATCC 49162 (92709748 bases), pero con el NGA50 de 6039
y LGAS50 de 265, lo cual indicé un ensamblaje de buena calidad, pero con posibles fragmentaciones que podrian
impactar la precision en la identificacion de genes de resistencia (Mékinen et al., 2012) . En la Tabla No.1 se puede
observar que los investigadores reportaron y secuenciaron el mismo microorganismo a partir de una muestra de cultivo
celular bacteriano de una muestra de un paciente del Hospital de Bangladesh. Los experimentos con Pseudomonas
aeruginosa PAOL (SRX17062754) y Enterococcus faecalis (SRX1466187) mostraron valores de NGA50 de 944 y
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5104, respectivamente. Sin embargo, el LGA50 en E.faecalis fue de 230, lo cual indica que a pesar de que se
obtuvieron fragmentos largos, la presencia de fragmentos cortos podria afectar la continuidad del genoma ensamblado
(Gurevich et al., 2013). Esto podria indicar la variabilidad en la eficiencia del ensamblaje dependiendo de la
complejidad del genoma bacteriano y las caracteristicas innatas de las lecturas generadas por ONT (Mikheenko et al.,
2018) .

En relacion a los experimentos con la tecnologia ILLUMINA, se generaron ensamblajes con una mejor fragmentacion
y continuidad, lo cual se respalda por valores superiores de NGA50 y LGA50. EI SRA SRX24108112, se aline6 con
Klebsiella pneumoniae UHKPC33 (Longitud Total Alineada 5251116 bases), con un NGA50 DE 115897 Y LGAS50
de 15, lo cual nos indicd un ensamblaje de alta calidad con grandes fragmentos contiguos, lo cual favorece la
identificacion de regiones genémicas completas (Wee & Yap, 2021b). Como se puede observar en la Tabla No. 1,
este microorganismo coincide con el reportado en NCBI a partir de una muestra de un paciente de un Hospital de
China. De igual forma, el experimento DRX402992, tuvo un valor de Longitud Total Alineada de 3650015 con el
microorganismo Acinetobacter baumannii TYTH-1, presentd un NGA50 de 103150 y LGA50 de 14, lo cual corrobora
que la Tecnologia Illumina permite obtener ensamblajes mas completos y estructurados en comparacién con ONT
(Afgan et al., 2018). De igual forma, en la Tabla No.1 se confirma que el microorganismo generado mediante el
pipeline coincide con el reportado en NCBI SRA.

Mediante el andlisis de valores de NGAS50 y LGA50 indico que, a pesar de que la tecnologia ONT brinda lecturas mas
largas, la fragmentacion del ensamblaje puede ser mayor por la presencia de errores propias de esta plataforma, como
tasas altas de error de insercion y delecién (Makinen et al., 2012). Se ha reportado que estos errores afectan la
reconstruccién precisa del genoma, lo cual puede indicar el maotivo por el cual los ensamblajes presentan menores
valores de NGA50 y LGA50. Caso contrario, ILLUMINA generd ensamblajes mas robustos con una mayor
continuidad y menor fragmentacion, lo cual nos permite inferir que es una mejor opcién para estudios de genémica
comparativa reconstruccion de genomas completos (Gurevich et al., 2013).

De igual forma, como se observa en la Tabla No. 3, se generaron casos en los que no se obtuvieron valores de NGA50
y LGAS50 lo cual se podria atribuir por la presencia significativa de contigs pequefios que no contribuyeron de forma
significativa a la continuidad del genoma o con una baja cobertura de secuenciacién que no permitié un ensamblaje
efectivo de la estructura gendmica (Gurevich et al., 2013). Esto nos indicé sobre la importancia de una buena
profundidad de secuenciacion y estrategias de ensamblaje optimizadas para cada tecnologia. Para que exista una mejor
precision y continuidad del ensamblaje en futuros analisis bioinformaticos, seria recomendable evaluar la
combinacion de enfoques que usen la longitud de lectura de ONT vy la precision de ILLUMINA, lo cual puede dar
lugar a ensamblajes mas completos y correctos estructuralmente (Afgan et al., 2018).

Asi también es importante la validacién y optimizacion de los pipelines bioinforméaticos empleados para la
identificacion de ARGs en distintas muestras clinicas como, fluidos corporales, tejidos infectados, y muestras
obtenidas de pacientes con infecciones nosocomiales (Sanabria et al., 2021). Mediante dichas validaciones sera
posible ajustar los parametros de los flujos de trabajo para optimizar la sensibilidad y especificidad en la deteccién de
ARGs en entornos clinicos de alta complejidad microbioldgica (Kaprou et al., 2021). De igual forma, la integracién
de ideas adicionales tales como modelos basados en machine learning, podria ofrecer una mayor capacidad para
analizar patrones complejos de resistencia y anticipar su evolucion en infecciones bacterianas (Anahtar et al., 2021).
Otra area prometedora, seria la creacion de flujos de trabajo integrados que combinen datos genémicos y clinicos, lo
que permitiria una identificacion més rapida y precisa de ARGs, lo cual podria favorecer en las decisiones terapéuticas
personalizadas y optimizar la eficacia de los tratamientos con antimicrobianos (Branda & Scarpa, 2024). Finalmente,
la implementacidn de bases de datos mas actualizadas y especificas, que abarquen una mayor diversidad de ARGs de
distintas regiones geograficas y fuentes, podria ampliar el alcance de los analisis y mejorar la identificacién de
resistencias emergentes en poblaciones microbianas poco exploradas (Chen et al., 2025).

5. Conclusiones

Los resultados obtenidos demostraron que la estandarizacion de pipelines automatizados permitié la identificacion
precisa de genes de resistencia a los antimicrobianos a partir de metagenomas con lecturas obtenidas por NGS de una
forma eficiente y reproducible. La combinacion de herramientas de la plataforma Galaxy para el control de calidad,
ensamblaje, binning y deteccion de ARGs permitié la caracterizacion de la diversidad genética y taxonémica de las
muestras, demostrando la presencia de ARGs relevantes y una variacion en la composicion microbiana que refleja la
complejidad de los ambientes clinicos analizados.

De igual forma, que a pesar de que ONT tiene como ventaja generar lecturas largas, sus ensamblajes evidenciaron una
mayor fragmentacidn, y en determinados casos, incluso valores bajos o0 ausentes de métricas tales como NGA50 y
LGAS0. Esto se puede atribuir a la presencia de contigs pequefios y a una probable baja cobertura de secuenciacion,
lo cual afectd la continuidad del genoma reconstruido. En contraste, los datos generados a partir del pipeline de
ILLUMINA mostraron ensamblajes méas robustos, con valores altos de NGA50 y LGA50, lo cual indica que esta
plataforma es la més adecuada para la generacion de contigs largos y bien organizados, lo que ayudd en la
identificacion de regiones gendmicas completas.
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Finalmente, el presente estudio destaca la importancia de implementar enfoques bioinforméticos estandarizados e
integrarlos con tecnologias de secuenciacidn. La combinacion de las lecturas largas de ONT con la precision de
ILLUMINA podria representar una estrategia prometedora para superar las limitaciones inherentes de cada
plataforma, permitiendo el ensamblaje de mas completos y precisos. Estos avances permiten mejorar la vigilancia y
el control de ARGs en entornos clinicos, y también contribuyen a un avance de flujos de trabajo mas eficientes para
el analisis de microbiomas de distintos recursos.
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