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Resumen y Abstract IX

Resumen

La Secuencia del Genoma Completo se obtiene mediante las tecnologias de
secuenciacion, especialmente las de proxima generacion (NGS). Gracias a su alto poder
discriminatorio, simplicidad, precision, velocidad y flexibilidad, la aplicacion de la
Secuenciacion de Genoma Completo (WGS) se ha convertido en una herramienta que
aporta el nivel mas alto hasta el momento de discriminacion de cepas bacterianas para la
investigacion de brotes, permitiendo identificar estructura y composicién de genes,
variantes genéticas y reordenamientos del genoma entre otros (Kwong et al., 2015). Por
tal motivo, esta herramienta es de gran utilidad para la investigacion epidemiolégica ya
que proporciona informacion mas detallada y precisa para la toma oportuna de medidas
de control derivado de la identificacion, tipificacion, dinamica de transmisién, procedencia
de infeccion y posibles patrones de propagacion de brotes con bacterias como Klebsiella
pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa causantes de Infecciones Asociadas a la
Atencién en Salud (IAAS), esto dado que estas bacterias poseen un alto grado de
adaptabilidad fisiolégica y elevados niveles de resistencia frente a numerosos agentes
antimicrobianos, por lo que son patdégenos con una elevada incidencia de morbilidad y
mortalidad (Saharman et al., 2019)(Moradigaravand et al., 2017).

Dentro del uso mas frecuente de los datos de Secuenciacién de Genoma Completo (WGS)
se encuentra la tipificacién molecular bacteriana. Por la cual, se han desarrollado varios
métodos que se basan principalmente en analisis derivados de Ribosomal Multilocus
Sequence Typing (rMLST), Core genome multilocus sequence typing (cgMLST), Whole
genome multi locus sequence typing (wgMLST), core genome single nucleotide
polymorphism (cgSNP), whole-genome single nucleotide polymorphism (wgSNP) y
pangenome (Coll et al., 2020)(Anani et al., 2020).

Estos métodos pueden variar en su resolucién e idoneidad dependiendo de las especies.
Sin embargo, debido al variado nimero de herramientas bioinformaticas utiles para tipificar
y a la falta de consenso de evaluacion comparativa de las herramientas los investigadores
se pueden enfrentan con dificultades en la eleccidon de herramientas indicada para sus
actividades. Es por ello, que se hace necesario realizar una evaluacion del desempefio de
las herramientas utiles para tipificar, con el fin de informar al usuario sobre las mejores
herramientas bioinformaticas disponibles actualmente que brinden informacién precisa y
relevante.

Palabras clave: Secuenciacion completa del genoma, Klebsiella pneumoniae y
Pseudomonas aeruginosa, Tipificacion molecular bacteriana, Herramientas
Bioinformaticas, Benchmarking.
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Abstract

Evaluation of Bioinformatics tolos useful in typing Klebsiella pneumoniae and
Pseudomonas aeruginosa from sequencing data complete genomes

Whole Genome Sequence is obtained by sequencing technologies, especially next-
generation sequencing (NGS). Due to its high discriminatory power, simplicity, precision,
speed, and flexibility, the application of Whole Genome Sequencing (WGS) has become a
tool that provides the highest level of discrimination of bacterial strains for outbreak
investigation to date, allowing to identify both, structure and composition of genes, genetic
variants, and rearrangements of the genome among others (Kwong et al., 2015). For this
reason, this tool is highly useful for epidemiological research since it provides more detailed
and precise information for the timely taking of control measures derived from the
identification, classification, transmission dynamics, the origin of infection, and possible
patterns of spread of outbreaks with bacteria such as Klebsiella pneumoniae and
Pseudomonas aeruginosa that cause Health Care Associated Infections (IAAS), these
bacteria have a high degree of physiological adaptability and high levels of resistance
against numerous antimicrobial agents, which constitutes them as a pathological with a
high incidence of morbidity and mortality (Saharman et al., 2019) (Moradigaravand et al.,
2017).

One of the most frequent uses of data from Whole Genome Sequencing (WGS) is bacterial
molecular typing. Consecuently, several methods have been developed are uptoday mainly
based on analyzes derived from Ribosomal Multilocus Sequence Typing (rMLST), Core
genome Multilocus Sequence Typing (cgMLST), Whole genome multilocus sequence
typing (wgMLST), core genome Single Nucleotide Polymorphism ( cgSNP), whole-genome
single nucleotide polymorphism (wgSNP) and pangenome (Coll et al., 2020) (Anani et al.,
2020).

These methods vary in their resolution and suitability depending on the species. However,
due to the varied number of helpful bioinformatics tools for typing, and the lack of
consensus benchmarking tools, researchers may face difficulties in choosing the right tools
for their activities. For this reason, it is necessary to perform an evaluation of the
performance of the tools for typing, to inform the user about the best bioinformatics tools

currently available that provide accurate and relevant information.



Keywords: Whole genome sequencing, Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas
aeruginosa, Bacterial molecular typing, Bioinformatics tools, Benchmarking
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Introduccion

En la epidemiologia clinica de enfermedades infecciosas, el seguimiento desempefa un
papel importante para las investigaciones de brotes antiguos y emergentes. Es por ello,
que en la ultima década se han tenido avances importantes en la epidemiologia clinica
basadas en métodos moleculares de enfermedades infecciosas permitiendo explicar los
procesos biolégicos basicos de transmisién, la diversidad microbiana y dinamica
poblacional entre otros procesos (Mirande et al.,, 2018) (Riley, 2018). Sin embargo, la
diversidad genética de las bacterias permite la rapida evolucién dinamica y ecolégicas de
algunos agentes patégenos, creando asi la necesidad de evaluar sus genes y la variacion
de nucledtidos, dando paso al surgimiento de a epidemiologia clinica basada en métodos
moleculares genotipicos, la cual proporciona informacién mas detallada y precisa para la
toma oportuna de medidas de control de brotes con bacteria como Klebsiella pneumoniae
y Pseudomonas aeruginosa causantes de Infecciones Asociadas a las Atenciones
Sanitarias (IAAS). (Payne et al., 2020)(Moradigaravand et al., 2017).

Mediante los métodos basados en la secuenciacién de ADN del genoma completo (WGS),
se tiene una oportunidad tecnologia poderosa para la investigacion de brotes, cadenas de
transmisién, propagacion de clones y estructuras poblacionales de enfermedades
asociadas con microorganismos a nivel local o global. Por ello, se requiere de la tipificacion
como meétodo para caracterizar de manera genotipica las bacterias como los son
wg/cgMLST, SNP y Pangenoma, los cuales utilizan las bandades de WGS (Jolley &
Maiden, 2014). Lo que lleva a que se desarrollen cada dia mas un niumero importante de
herramientas bioinformaticas como IstdbNet, SAMtools, Roary, goeBURST, GATK4,
PanOCT, BIGSdb, Parsnp, PanACEA, SRST2, BactSNP, PIRATE, Segsphere, kSNP3,
stringMLST, Harvest, canowgMLST_BacComare, chewBBACA, MentaliST utiles para
realizar analisis de tipificacion utilizando nucleétidos o genoma entre otros.

Sin embargo, dado al gran numero de métodos, herramientas bioinformaticas y falta de
conceso en la herramienta especifica, la eleccidén de la herramienta indicada de acuerdo
con los analisis requeridos por los investigadores, se ha convertido en un verdadero
desafio (Escalona et al., 2016). Por lo que, en el presente trabajo realizé una evaluacion
comparativa del desempefio de las herramientas utiles para tipificar, con el fin de informar
al usuario sobre las mejores herramientas Bioinformaticas disponibles actualmente y que
brinden informacion precisa y relevante.






1. Capitulo 1.

1.1 Marco teorico.

La epidemiologia clinica ha adoptado las bondades de los datos de Secuenciacion del
Genoma Completo (WGS) de microorganismos, pasando rapidamente a la época de la
epidemiologia gendmica. Lo que ha permitido avances importantes sobre variaciones y
relaciones genéticas, al igual que difusiones epidémica de los principales patdégenos
bacterianos que causan infecciones y aumento de la morbimortalidad a nivel mundial
(Michael Dunne et al., 2018). La comunidad cientifica ha Identificado con el acrénimo
ESKAPE, a un grupo de diferentes especies de bacterias caracterizadas por ser cada dia
mas resistentes a los antibidticos disponibles, entre ellas se encuentran las bacterias sujeto
de este estudio Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa de gran importancia
para la epidemiologia y la salud publica (De Rosa et al., 2015). Debido a su alta resistencia
a muchos antimicrobianos y su alta patogenicidad, que las han convertido en unos de los
principales patdégenos responsables de brotes y muerte de paciente derivados de
infecciones asociadas a la atencién en salud (IAAS) (Anani et al., 2020)(Royer et al., 2020).
Entre las patologias mas comunes producidas por estos, se encuentran las neumonias,
abscesos hepaticos, infecciones del tracto urinario, endocarditis, bacteriemia entre otras
infecciones (J. Liu et al., 2018)(van Dorp et al., 2019).

Por esta razén, la organizacion mundial de la Salud (OMS) ha catalogado la resistencia a
los antimicrobianos como un problema de salud publica, recomendando una serie de
estrategias que buscan disminuir la diseminacién de organismos resistentes (INS, 2018).
Dentro de estas estrategias se encuentra el seguimiento a las dinamicas de transmision,
establecer las relaciones genéticas, evolucion genémica entre otras, las cuales se pueden
realizar a través de la identificacion vy tipificacion molecular (Moradigaravand et al., 2017)
(Martin Vestergaard et al., 2016).

1.1.1 Identificaciéon y Tipificacién.

La identificacién y tipificacion microbiana son fundamentales particularmente para el
diagnéstico, tratamiento y vigilancia epidemioldgica de las infecciones, ya que por medio
de estos se puede identificar y caracterizar rapidamente las bacterias en brotes de
enfermedades y realizar pruebas de resistencia antimicrobiana (Uelze et al., 2020).
Algunos métodos de identificacion y tipificacion microbiana se han convertido en
procedimientos microbiolégicos de rutina en hospitales e institutos de investigacion
reportados en la literatura desde la década de 1850 y 1880, en donde se realizaron
importantes avances en las técnicas de aislamiento y cultivo de organismos bacterianos,
lo que permitié a los microbidlogos diferenciar claramente las bacterias impulsando asi el
desarrollo de la taxonomia procariota. Inicialmente, las propiedades fisioldgicas,
bioquimicas y otras fenotipicas sirvieron como marcadores para la identificacion de
especies. En la década de 1930, la serotipificaciéon fue uno de los primeros enfoques para
diferenciar bacterias basandose en reacciones antigeno-anticuerpo a nivel de especie y
subespecie y a principios de la década de 1980 se desarrollaron otros métodos de



4 Evaluacion de herramientas bioinformaticas utiles en la tipificacion de
Klebsiella pneumoniae y pseudomonas aeruginosa a partir de datos de
secuenciacién de genomas completos

tipificacion de cepas bacterianas basados en Acidos Nucleicos como moléculas
marcadoras. Desde entonces, se han desarrollado muchos métodos de tipificacion
basados en secuencias para la caracterizacion de patogenos (Larsen et al., 2014)(Uelze
et al., 2020).

Como concepto, la identificacién es la utilizacion practica de un esquema de clasificacion
para determinar la identidad de un aislamiento como miembro de un taxdn especifico o
como un miembro de una especie que no habia sido identificada previamente. Siendo el
ultimo paso en la sistematica de la taxonomia, ya que es a la vez el acto y el resultado de
establecer si las cepas pertenecen a una taxa establecida y publicada en donde las
bacterias se identifican de forma rutinaria mediante pruebas morfologicas y bioquimicas,
complementadas segun sea necesario con pruebas especializadas como la serotipificacion
y los patrones de inhibicion de antibidticos. Las nuevas técnicas moleculares permiten
identificar las especies por sus secuencias genéticas, a veces directamente de la muestra
clinica (A. K. Gupta, 1996)(Zhi et al., 2011)(Bou et al., 2011).

En cuanto a la tipificacion bacteriana, se podria definir como un método sistematico que
permite caracterizar de manera fenotipica o genotipica mas detalladamente las bacterias
con el propdsito de determinar la similitud gendmica entre dos o mas cepas de la misma
especie, la cual la clasifica en tipos para describir al grupo cuyos integrantes exhiben
ciertas caracteristicas similares y posibilita su distincion frente a ejemplares de especies
diferentes (Uelze et al., 2020)(Marcos-Zambrano et al., 2014)(W. Li et al., 2009). La
tipificacion fenotipica permite determinar la morfologia de las colonias en varios medios de
cultivo, pruebas bioquimicas, serologia entre otros (W. Li et al., 2009). Sin embargo, no
son lo suficientemente variables como para discriminar entre cepas estrechamente
relacionadas. Por tal motivo, la tipificacion de microorganismos se ha desplazado hacia los
meétodos genotipicos, ya que presentan mayor resolucion en el momento de realizar la
discriminacion precisa y confiable entre cepas bacterianas en funcion de su contenido
genético (Pérez-Losada et al., 2018).

En la actualidad, la tipificacion genémica de microorganismos se utiliza ampliamente para
dilucidar dinamicas evolutivas, relaciones gendmicas, relaciones filogenéticas, genética de
poblaciones de microorganismos y discriminacion entre genotipo (Payne et al., 2020).
Abarcando varias areas de la investigacién microbioldgica aplicada. (Van Belkum et al.,
2001) (Vaz et al., 2014).

1.1.2 Métodos de tipificacion.

La tipificacion de microrganismos, se pueden dividir en fenotipicos y genotipicos, siendo
los mas utilizados en la actualidad por su mayor resoluciéon los métodos genotipicos en
el momento de realizar la discriminacioén y clasificacion de cepas relacionadas, dinamica
poblacional, diversidad genémica, seguimiento de brotes especificos y vias de transmision
de enfermedades entre otras aplicaciones (Mirande et al., 2018) (Van Belkum et al., 2001).



Un método de tipificaciéon ideal debe tener validez, discriminabilidad y reproducibilidad.
Adicionalmente, debe ser rapido, rentable y facil de realizar (W. Li et al., 2009). Sin
embargo, los métodos de tipificacion disponibles en la actualidad no son universales para
todos los microorganismos, porque cada uno tiene diferente poder discriminatorio, costo,
equipo, facilidad de uso y experiencia necesaria lo que genera ventajas y desventajas para
el estudio de las cepas. (Uelze et al., 2020).

1.1.2.1 Métodos de tipificacion fenotipicos.

Los métodos fenotipicos se basan en la determinacion de caracteristicas bioquimicas y
fisiolégicas, siendo una herramienta util en la identificacion de microorganismos que se
basan en la determinacién de actividades enzimaticas, capacidades metabdlicas,
determinantes antigénicos, propiedades bioquimicas y metabdlicas entre otros
parametros. Debido a su bajo costo, este método se utiliza con frecuencia en laboratorios
de microbiologia como métodos de diagndsticos ya que permite el aislamiento del
microorganismo, el estudio de sensibilidad a los antimicrobianos y facilita la aplicacion de
marcadores epidemiologicos. Sin embargo, estos métodos no identifican genes,
polimorfismo o mutaciones que determinen la expresién de las caracteristicas de los
microrganismos (Merchan et al., 2017) (Bou et al., 2011).

1.1.2.2 Métodos de tipificacién genotipicos.

Los métodos genotipicos se podrian utilizar para investigar brotes, identificar cadenas de
transmisién, propagacion de clones y estructuras poblacionales de enfermedades
asociadas con microorganismos a nivel local o global. Actualmente, los métodos de
genotipado se puede clasificar de la siguiente manera: I) Métodos basados en patrones de
bandas de ADN, que clasifican las bacterias segun el tamafio de los fragmentos
generados, |I) Métodos basados en secuenciacion de ADN, que estudian el polimorfismo
de las secuencias de ADN, Ill) Métodos basados en hibridacion de ADN que utilizan sondas
nucleotidicas. Estos métodos se basan en la deteccion del material genético del
microrganismo siendo posible obtener resultados con mayor poder de resolucion,
sensibilidad y especificidad en comparacion con los métodos fenotipicos (Merchan et al.,
2017) (Pérez-Losada et al., 2018) (Pérez-Losada et al., 2018)(W. Li et al., 2009).
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Figura 1 Métodos de tipificacion genotipicos.

Métodos basados en patrones de bandas de ADN.

Estos métodos, permiten caracterizar las cepas de las bacterias en funciéon de las
diferencias en el tamafio de las bandas de ADN (fragmentos) generadas por amplificacion
de ADN genomico o por escision de ADN utilizando enzimas de restriccion (RE) (Uelze et
al., 2020). Entre los enfoques mas usados de acuerdo con la literatura publicada desde el
afio 2015 se encuentran:

= Tipificacion por electroforesis en gel de campo pulsado
(PFGE).

La PFGE es un método que permite el fraccionamiento de ADN de alto peso molecular
entre 10 Kb a 10 Mb, es util en tipificacion de bacterias para el rastreo, investigacion y
seguimiento de brotes. La tipificacion de bacterias se realiza por medio de patrones de
similitud de cepas utilizando enzimas de restriccion que cortan el ADN gendmico con una
baja frecuencia produciendo perfiles simples de bandeo entre 10-20 bandas cuando son
separadas por electroforesis (Noller et al., 2003).



Estos patrones de bandas se comparan mediante herramientas bioinformaticas que
permiten identificar similitudes entre aislados y determinar si tienen la misma procedencia
evolutiva para cada representacion en el dendograma. Si dos patrones no difieren en sus
bandas, se considera que las cepas pertenecen al brote; si dos patrones difieren de 2 a 3
bandas, se consideran estrechamente relacionados y las cepas posiblemente hacen parte
del brote; si dos patrones difieren de 4 a 6 bandas, se consideran posiblemente
relacionados y las cepas posiblemente hacen parte del brote; y si dos patrones difieren en
7 0 mas bandas, se consideran diferentes y por lo tanto no hacen parte del brote (Tsai et
al., 2017) (Botes et al., 2003)(W. Li et al., 2009).

Dentro de las herramientas bioinformaticas utiles en este método se encuentran el
programa NTSYS-pc (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System) para el
analisis de los patrones en el dendograma, UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using
Arithmeti Average) para realizar el coeficiente de similitud de Jaccard y el agrupamiento
(Tenover et al., 1995)(Neoh et al., 2019). Sin embargo, este método tiene menor poder
discriminatorio que el MLST y presenta grandes limitaciones ya que se requiere personal
altamente capacitado para llevar a cabo la actividad, no se puede reproducir faciimente,
no discrimina los aislados no relacionados, algunas cepas no pueden ser tipificadas por
PFGE vy la interpretacion de los patrones de banda puede ser subjetiva, entre otros
parametros (Salipante et al., 2015).

» Tipificacion por repeticion en tandem de numero variable de
multiples locus (MLVA).

Es un método que permite subtipificacion de microorganismos de acuerdo con el numero
de copias variables de repeticiones en tandem (VNTR) por locus. Esta repeticion se
determina mediante la amplificacion por PCR al utilizar cebadores en las secuencias, las
cuales generan fragmento de ADN de diferente tamafio de acuerdo con el numero de
unidades repetidas, generando un perfil de MLVA, el cual se define de acuerdo con el
numero de repeticiones de los loci VNTR. A este perfil se le asigna un cddigo de un digito
multiple llamado numero de tipo MLVA, los cuales se almacenan en bases de datos para
realizar la comparacién de cepas y estudios epidemiolégicos (Pérez-Losada et al.,
2018)(Noller et al., 2003)(Saharman et al., 2019).

Dentro de sus ventajas se encuentra la capacidad para manejar volumenes altos de
muestras, la similitud de las agrupaciones, la facil interpretacion de los resultados, bajo
costo, y requerir poco tiempo para su ejecucion (Singh et al., 2020). Sin embargo, la
diferencias en la eleccién de los loci, la nomenclatura, el tamano del ampliacién debido a
las diferencias de cebador, plataforma y / o quimica, y la interpretacion de repeticiones
parciales o incompletas, falta de estandares para el desarrollo, validacion y control de
calidad, generan problemas en la comparacion e interpretacion de los resultados (Nadon
et al., 2013).
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El analisis de tipificacion se realiza a través de diferentes herramientas bioinformaticas
como la base de datos VNTRDB, la cual registra informaciéon completa sobre locus TRF,
informacion genética relacionada e informacion comparativa entre secuencias altamente
conservadas (Chang et al., 2007). MLVA-NET contiene datos de perfiles y aislados
bacterianos, combina TRF con comparaciones de multiples genomas para la identificacion
de loci VNTR que son polimorficos entre los genomas, y para Pseudomonas aeruginosa,
cuenta con aproximadamente 100 tipos de VNTR (Guigon et al., 2008)(Youenou et al.,
2014).

Métodos basados en secuenciacion de ADN.

Estos métodos generan secuencias de nucledtidos y permiten la discriminacion entre
cepas bacterianas directamente de los genes o polimorfismos en su ADN, los cuales se
pueden dividir en dos grupos; I) Tipificacion de secuenciacién de genoma parcial, el cual
utiliza fragmentos del genoma secuenciado para poder hacer la tipificacién. Entre los
enfoques mas comunes se encuentran la tipificacion de Multilocus Sequence Typing
(MLST), single nucleotide polymorphisms (SNP) y doublé-locus sequence typing (DLST);
II) Tipificacion de secuenciacién de genoma completo, el cual ofrece la maxima resoluciéon
para la deteccidén de nuevas variantes genéticas y estructurales, entre los enfoques mas
utilizados se encuentran el Ribosomal Multilocus Sequence Typing (rMLST), Core genome
multilocus sequence typing (cgMLST), Whole genome multilocus sequence typing
(wgMLST), core genome single nucleotide polymorphism (cgSNP), whole genome single
nucleotide polymorphism (wgSNP). Adicionalmente, la tipificacion por pangenoma permite
usar los dos grupos con el fin de establecer relaciones filogenéticas y correlaciones del
perfil gendmico con el perfil fenotipico ofreciendo distintas alternativas para la investigacion
epidemioldgica (Carattoli et al., 2014) (K. Zhou et al., 2016)(Jolley et al., 2012) (Perrin &
Rocha, 2021)(Tsai et al., 2017).

Tipificacion de secuenciacion de genoma parcial.

= Tipificaciéon de secuencias multilocus (MLST).

La tipificacion de secuencias multilocus (MLST), es un enfoque molecular util para estudios
epidemioldgicos globales o en analisis de la estructura poblacional de microorganismos,
ya que permite establecer relaciones clonales entre cepas derivadas de brotes por medio
de datos de poblacién con varios algoritmos heuristicos que incluyen arboles neighbor
joining y expansion minima entre otros. El método evalua la variacion de nucledtidos en
secuencias de fragmentos internos de siete genes de mantenimiento (loci) de
aproximadamente 400-600 pb cada uno (Y. Y. Liu et al., 2019). Los alelos en cada uno de
los siete loci definen el perfil alélico o el tipo de secuencia (ST) caracterizados por una
serie de siete numeros enteros, que corresponden a los alelos en cada uno de los siete
loci de mantenimiento. La discriminacion entre aislamientos se determina a través de una



matriz de distancias que representan el niumero de diferencias de locus entre cada par de
muestras (Jolley & Maiden, 2014) (Maiden, Rensburg, et al., 2013).

L as principales ventajas de los esquemas multilocus se relacionan con el hecho de que
los datos de secuencia no generan ambigliedades, por lo que permiten se puedan
comparar con perfiles alélicos en base de datos centrales de origen diverso, se puedan
utilizar para investigar las relaciones clonales entre aislamiento, tanto a nivel global como
local siendo facilmente reproducibles y escalables (Platt et al., 2006) (Larsen et al., 2014).

= Polimorfismo de un solo nucleétido (SNP).

El SNP es una variacién en un solo nucledtido que se produce en una posicion especifica
del genoma y puede ocurrir cada 100 a 300 pb. Debido a su distribucion, estas variaciones
se pueden encontrar en cualquier parte de la estructura de los genes y el genoma. A su
vez, los SNP se pueden clasificar en tres categorias de acuerdo con su funciéon sobre los
niveles de expresion génica los cuales se denominan; |) SNP reguladores (rSNP ), los
cuales se pueden encontrar en los genes que sintetizan proteinas y su variacién puede
afectar la expresion génica; Il) SNP estructurales (srSNP) se pueden encontrar en
transcritos que contienen intrones y transcritos que ya no contienen intrones, variacién que
puede a afectar la estructura y funcién de los ARN, la regulacién de la traduccién de los
ARNmM a proteinas, la funcionalidad de las proteinas y la estabilidad de los ARNm entre
otros parametros; y Ill) SNP codificantes (cSNP) se ubican en los exones y se pueden
clasificar en sindbnimos y no sinénimo de acuerdo a la afectacion que la traduccién tenga
de nucleotidos y aminoacidos (Hall, 2014) (Altmann et al., 2012)(Blanc et al., 2020).

Este método se ha convertido actualmente en una herramienta util para genotipificar
microorganismos basado en la secuenciacién de ADN, en donde la secuencias se alinean
con un genoma de referencia y se determinan las diferencias de nucleétidos en las
regiones codificantes y no codificantes, considerando que las posiciones de referencia
son aquellas que estan cubiertas por todos los genomas de consulta (Sahl et al., 2016)
(Miro et al., 2020). Por otra parte, la filogenias basadas en distancias SNP permite
identificar diferencias de nucleétido unico entre genomas de aislamientos proporcionando
asi marcadores estables de cambio evolutivo entre genomas (Gardner & Hall, 2013) (Blanc
et al., 2020).

La deteccion de SNP se considera un método importante para discriminar
microorganismos, ya que permite la identificacién de marcadores genéticos especificos de
la cepa y de esta manera se puede estudiar la relacion evolutiva y la dinamica de las
poblaciones (G. H. Zhou et al., 2005) (Magalhaes et al., 2020). Sin embargo, La no eleccion
de un genoma de referencia representativo, la limitada estandarizacién de los enfoques, la
variacion en los elementos genéticos méviles como los plasmidos, afectan la resolucion y
el analisis de SNP, los cuales deben utilizar mas del 95% del genoma secuenciado para
tener una adecuada cobertura (Seth-Smith et al., 2019)(Kozyreva et al., 2017) (Timme et
al., 2017).
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» Tipificaciéon de secuencia de doble locus (DLST).

DLST es un enfoque rapido y simple basado en secuencia de ADN para tipificar bacterias
a nivel local, Este método se basa en la secuenciacion de aproximadamente 500 pb de
dos loci altamente variables. Para cada locus, se asigna un niumero arbitrario a cada alelo
y la combinacién de ambos alelos constituye el tipo DLST (Basset & Blanc, 2014). Sin
embargo, este método no es suficientemente discriminatorio para distinguir entre brotes
recientes y resolver grupos de cepas pertenecientes al mismo clon, no esta disponible para
todas las bacterias y se requiere del uso de otros métodos de tipificaciéon (Basset & Blanc,
2014) (Tissot et al., 2016).

Tipificacion de genoma completo.
= Tipificacién de secuencia multilocus ribosomal (rMLST).

rMLST es un enfoque de genotipificacion que abarca toda la diversidad bacteriana, desde
el dominio hasta la cepa. Este enfoque indexa 53 genes que codifican las subunidades de
proteinas del ribosoma bacteriano denominados como genes rps (ribosome protein
subunits). Para discriminar microrganismos, emplea secuencias de referencia
seleccionadas para identificar variantes de genes (loci rps) ya que estan presentes en
todas las bacterias, distribuidos en todo el cromosoma y codifican proteinas que son
consideradas como conservadas (Jolley et al., 2012)(Larsen et al., 2014). Dado a que el
enfoque rMLST integra métodos taxondmicos y de tipificacion en un esquema MLST,
permite identificar la distribucién en varias localizaciones cromosémicas, interpretar la
diversidad de las bacterias con una variedad de modelos evolutivos y proporciona
informacion de tipificacidn definitiva y completa, atil en la investigacion epidemioldgica
(Pérez-Losada et al., 2018) (Alikhan et al., 2018)(Maiden, Van Rensburg, et al., 2013).

Adicionalmente, este enfoque tiene algunas ventajas sobre otros métodos de tipificacion
basados en secuencias del genoma completo, dado a que no requiere genomas de
referencia, es escalable, se puede utilizar para analizar aislamientos muy divergentes
(Pérez-Losada et al., 2018). Sin embargo, el rMLST presenta desventajas para combinar
genes suficientemente variables en un esquema de tipificacion para mapear las relaciones
filogenéticas, es costoso y requiere mucho tiempo para su ejecucion (Alikhan et al.,
2018)(Jolley & Maiden, 2014).

» Tipificacion de secuencia multilocus de genoma central
(cgMLST).

El cgMLST es un enfoque gen por gen que compara genomas utilizando méas de 1000 loci
de genes conservados o fijos en todo el genoma especificos para cada especie. En la
actualidad, este enfoque se puede dividir en esquemas que proporcionan una
nomenclatura publica ampliable y ad hoc (Pérez-Losada et al., 2018)
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(van Beek et al., 2019)(Kimura, 2018). Este método utiliza el llamado de alelo, busca cada
locus en el ensamblaje y coincidencias con una secuencia de alelos existente, asignando
un numero de alelo. En el caso de que no se contenga una secuencia de referencia de
alelos, se puede crear un numero de alelo y agregarlo a la secuencia de alelos para
consultas futuras (LUth et al., 2021)(Uelze et al., 2020).

Los analisis cgMLST se pueden realizar utilizando filogenia a través de agrupaciones
jerarquica de enlace unico, arboles de unién de vecinos (NJ) o de expansion minima (MS).
En estos la similitud entre genomas se obtiene de sus perfiles de alelos y se calcula el
numero total de alelos diferentes. Las diferencias se determinan por pares mediante
comparacion cruzada para todas las muestras, con lo que se genera una matriz de
distancia, a partir de la cual se puede calcular un arbol filogenético (Deneke et al.,
2021)(van Beek et al., 2019). El cgMLST ha demostrado ser un esquema util para la
identificacion de brotes y relaciones clonales a nivel local y global, proporcionando datos
de alta resolucién en un grupo de aislados relacionados, pero no idénticos. Sin embargo,
este enfoque presenta algunas limitaciones dado a que no esta disponible para todas las
bacterias y requiere una base de datos centralizada de alelos para hacer comparaciones
entre laboratorios (Deneke et al., 2021)(Papic¢ et al., 2021).

» Tipificacion de secuencia de multiples locus de genoma
completo (wgMLST).

El enfoque wgMLST adicional al cgMLST, utiliza normalmente 1500 a 4000 loci centrales
y accesorios proporcionando una resolucién alta para grupos estrechamente relacionados.
Dado a que la matriz de distancias se calcula en un conjunto mas grande de loci, se pueden
identificar genes que presentan diferencias entre las cepas comparadas y de esta manera,
se proporciona informacién sobre funciones bacterianas criticas, como la patogenicidad y
la virulencia (Y. Y. Liu et al., 2019) (Tadee et al., 2018). La tipificacion por wgMLST
identifica diferencias de nucledtidos (SNP, VNTR e INDEL) para cada marco de lectura
abierto (ORF) de un organismo, lo que permite comparaciones de todo el genoma (Kingry
et al.,, 2016). Los estudios demuestran que los resultados derivados de los enfoques
wgMLST y cgMLST suelen ser similares, ya que no demostraron diferencias
estadisticamente significativas en su capacidad discriminatoria (Blanc et al., 2020). Para la
aplicacion practica, se puede utilizar un primer analisis cgMLST en un conjunto de datos
diverso de wuna especie seguido de wgMLST para cepas estrechamente
relacionadas.(Kingry et al., 2016)(Papi¢ et al., 2021).

Sin embargo, no es util usar un enfoque wgMLST para tipificacion de bacterias con
genomas abiertos, esto dado a que los genes accesorios son extremadamente volatiles
debido a la adquisicion repetida y la pérdida de ADN dentro de las cepas individuales. Por
lo que se puede afectar la discriminacion (Y. Y. Liu et al., 2016)(Martinez-Carranza et al.,
2020).
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= Polimorfismo de nucleétido unico del genoma central (cgSNP).

El enfoque cgSNP se podria definir como secuencias ortélogas conservadas en todos los
genomas alineados a partir de los genomas completos ensamblados. El analisis se realiza
por medio de un arbol basado en cgSNP utilizando el método de uniéon de vecinos, en
donde las distancias se calculan sobre la base de la porcién del genoma de referencia que
correspondia al genoma central de la especie, tomado en consideracion solo las posiciones
donde un nucledtido esta presente en todos los aislamientos del conjunto de datos del
genoma central (Yoshimura et al., 2019)(Coll et al., 2020).

» Polimorfismo de nucleétido unico de genoma completo
(WwgSNP).

wgSNP es un enfoque de genotipado de cepas bacterianas a partir de lecturas sin procesar
de WGS y el genoma de referencia. Para obtener una adecuada resolucion, el genoma de
referencia debe ser lo mas cercano posible a las secuencias de muestra. Para calcular la
distancia se utiliza un grafico de escala multidimensional (MDS) o un arbol de unién de
vecinos (NJ) después de la extraccidon de los elementos genéticos maoviles para generar
una buena presentacion de los grupos de brotes (Coll et al., 2020)(Tsai et al., 2017).

» Tipificacién por Pangenoma.

El pangenoma hace referencia a un conjunto de todos los genes de todas las cepas de
una especie, los cuales pueden presentar variacion de contenido genético entre cepas
estrechamente relacionadas, el cual puede definir como abierto o cerrado segun la
capacidad de la especie para adquirir genes exégenos (Rouli et al., 2015). Este se puede
dividir en tres componentes: |) EI genoma central, Il) Genes accesorios, Ill) Genes unicos,
que estan presentes solo en una sola cepa. Los cuales permiten estudiar diferentes
caracteristicas como el resistoma, mobiloma, el metabolismo global, redefinir las especies
y clasificar segun su contenido gendmico entre otros parametros (Anani et al.,
2020)(Vernikos, 2020). El enfoque del pangenoma es una herramienta importante que se
centran en identificar la presencia o ausencia de genes, y de esta manera permite estudiar
las diferencias genéticas entre distintas cepas de las mismas especies (Rouli et al.,
2015)(Perrin & Rocha, 2021).

Métodos basados en la hibridacion de ADN.

Este método se basa en la hibridacion de las cadenas complementarias de acidos
nucleicos para formar complejos de las cepas bacterianas por medio de oligonucledtidos
o sondas marcadas con radiois6topos, enzimas o quimioluminiscentes. La discriminacion
bacteriana se realiza analizando la hibridacién de su ADN con sondas de secuencias
conocidas en donde intervienen dos elementos principales, sondas y dianas. Las sondas
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son fragmentos de ADN de secuencias conocidas, mientras que las dianas son los acidos
nucleicos libres cuya identidad y abundancia se detectan mediante hibridacion con sondas
marcadas con fluorescencia en funcion de su complementariedad. Sin embargo, este
método carece de una adecuada sensibilidad para la deteccion de microorganismos
directamente de muestras clinicas, ya que requieren de una carga microbiana minima de
104 unidades del genoma buscado. Entre los enfoques mas usados se encuentran los
microarrays y macroarrays de ADN (W. Li et al., 2009)(Bogaerts et al., 2019).

1.1.3 Tecnologias de secuenciacion de genoma completo (WGS).

Los avances tecnoldgicos iniciales se centraron en mejorar el método de secuenciacion de
terminacion de cadena publicado por Sanger en 1977 el cual genera fragmentos de
secuencia de menos de 1000 pb. Por tal motivo, la busqueda de nuevos métodos mas
eficientes para secuenciar lecturas largas y complejas de ADN se ha vuelto una prioridad
para los investigadores, utilizando métodos que incluyen etiquetado fluorescente de
moléculas, utilizacion de instrumentos basados en capilares y la automatizaciéon de estos
procesos para permitir el analisis de multiples muestras en paralelo (Kwong et al., 2015).

Recientemente, las tecnologias de secuenciacién de proxima generacion (NGS) como
Roche 454, lon Torrent, lllumina, Pacific Biosciences y Oxford Nanopore, tienen la
capacidad de llegar secuenciar mas 100 genomas bacterianos en una sola ejecucién, lo
que puede tardar entre 1 y 3 dias (Kwong et al., 2015)(Pérez-Losada et al., 2018). Esta
secuenciaciéon paralela produce grandes cantidades de datos y con algunas tecnologias
como Pacific Biosciences y Oxford Nanopore, se obtienen lecturas mas largas (> 5000 pb),
lo que facilita el ensamblaje de los genomas microbianos, permitiendo mejorar la
secuenciacién de genoma completo (WGS) de los microorganismos, disminuyendo costo
y siendo mas eficiente en comparacion a los primeros métodos de secuenciacion (Seth-
Smith et al., 2019), los que ha impulsado el uso la gendmica en microbiologia clinica y
salud publica. Los datos derivados de la secuenciacion del genoma completo (WGS) se ha
vuelto una poderosa herramienta, ya que por medio de esta se puede hacer comparacion
de aislamientos en el analisis de brotes, tipificacion de bacterias, determinar clonalidad,
diversidad poblacional, analisis filogenético, entre otros parametros, siendo de gran utilidad
para la vigilancia epidemiolégica (Allard, 2016).

1.1.4 Herramientas Bioinformaticas.

Las herramientas bioinformaticas pueden definirse como cualquier software, procesador,
algoritmos, base de datos, lenguaje de programacion y navegadores entre otros, en
especial aquellas herramientas utilizadas para adquirir, almacenar, organizar, archivar,
analizar y visualizar dichos datos, utiles para la gestion y el analisis de datos bioldgicos y
de salud (Misra et al., 2019).
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Gracias a los avances en las tecnologias de secuenciacion de préoxima generacion (NGS),
se ha transformado la investigacién y el analisis en las ciencias dmicas en los ultimos afios
(Escalona et al.,, 2016). Siendo un area con desarrollos constantes, las herramientas
bioinformaticas son de gran utilidad para la practica cientifica en cualquiera de las ciencias
Omicas computacionales. Hasta el 2014 se han reportado el desarrollo de mas de 4400
herramientas computacionales para el analisis de datos de secuenciacion del genoma, las
cuales incluyen bases de datos, interfaces, herramientas de software para hacer control
de calidad, alineacion, ensamblaje, mapeo, filogenia entre otras (Henry et al., 2014) . Sin
embargo, la creciente dependencia de los cientificos a estas poderosas herramientas
podria estar generando dificultades en el momento de escoger las herramientas mas
adecuadas para tareas analiticas especificas y tipos de datos con los que se esté
trabajando (Mangul et al., 2019).

2. Capitulo 2.

2.1 Estado del arte.

2.1.1 Tipificacion.

De acuerdo con la revision bibliografica de los ultimos 5 afos, se podria decir que los
métodos mas utilizados para tipificar Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa
son cgMLST y wgMLST seguido de la combinacién de enfoques como cgMLST/cgSNP en
menor proporcién, MLST y SNP solos o combinados los cuales no utilizan datos de WGS.
En cuanto a pangenoma, la proporcién de uso para tipificar es mas baja que los anteriores.

Finalmente, todos los métodos que utilizan los datos de WGS usan agrupamientos para
definir tipos dentro de un conjunto de cepas analizar, los cuales proporcionan conclusiones
similares en cuanto la tipificacién (Pérez-Losada et al., 2018). Sin embargo, esta podria
variar de acuerdo con su resolucién e idoneidad para cada especie, esto dado a que los
enfoques cgMLST/wgMLST cuentan con nomenclatura de alelos organizados en bases de
datos publicas para la asignacion de secuenciotipos, la cual hace que sus resultados sean
comparables entre laboratorios, a diferencia de los métodos cgSNP/wgSNP y pangenoma.
Los cuales, no cuentan con una base de datos de secuenciotipos por la cual solo se podria
utilizar localmente y la caracterizacion de microorganismo se basarian en criterios de los
usuarios (Uelze et al., 2020) .

2.1.2 Tipificacion de Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas
aeruginosa basadas en WGS.

Los brotes de Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa representan una serie
de amenazas para los pacientes hospitalizados a nivel mundial, particularmente los
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pacientes susceptibles a infecciones (Seth-Smith et al., 2019) (Martin et al., 2017).
Comprender la transmision a través de métodos de tipificacion basados en datos de WGS,
proporciona una herramienta importante para la gestién de brotes, identificacién de
propagacion génica clonal y el analisis de estructuras de plasmidos de las bacterias
sujetos de este estudio con una mayor resolucion que permite comparar con los métodos
de tipificacion molecular convencionales incluidos los no basados en ADN (Chen et al.,
2016) (Ruppé et al., 2017).

El género Klebsiella cuenta con 10 especies aproximadamente, dentro de ellas se
encuentra; |) Klebsiella pneumoniae, 1) Klebsiella ozaenae, lll) Klebsiella terrigena, V)
Klebsiella rhinoscleromatis, V) Klebsiella oxytoca, V1) Klebsiella planticola VII) Klebsiella
ornithinolytica, VIII) Klebsiella aerogenes, 1X) Klebsiella granulomatis, X) Klebsiella
mobilis. Para género Pseudomonas, este cuenta con 7 tipos de especies
aproximadamente, dentro de ellas se encuentra; /) P. aeruginosa, 1l) P. chlororaphis Ill) P.
fluorescens, 1V) P. pertucinogena, V) P. putida, VI) P. stutzeri VIl) P. syringae. Algunas de
ellas, se han encontrado en muestras clinicas tomadas en humanos relacionadas con
infecciones asociadas a la atencion en salud (IAAS) como Kilebsiella pneumoniae y
Pseudomonas aeruginosa (Jonas et al., 2004)(Peix et al., 2018)(Peix et al., 2009).
Encontradas entornos como dispositivos médicos y superficies hospitalarias, causando
aproximadamente el 14-20% de las infecciones relacionadas con el tracto respiratorio,
conducto biliar inferior, heridas quirurgicas y tracto urinario(Wang et al., 2020).

En Colombia, segun el Instituto Nacional de Salud, la frecuencia de infeccién por
Klebsiella pneumoniae en UCI adulto es del 17,4%, en UCI pediatrica 13,4% y en UCI
neonatal 21,2%. En el servicio de hospitalizacion adulto las infecciones causadas por esta
bacteria fueron el 28,4% del total de reporte de todos los microorganismos causantes de
IAAS en el 2018, representando una amenaza grave y urgente para la salud publica
debido a su alta resistencia a los antimicrobianos (INS, 2018).

Hasta la fecha, se han registrados en taxonomy browser del NCBI 29,579 genomas de la
especie Klebsiella pneumoniae, los cuales 2117 cuentan con secuencias de genoma
completo (Benson et al., 2018)(Nguyen et al., 2019) y 15,402 genomas para la especie
Pseudomonas aeruginosa. De estos, 716 cuentan con secuencias de genoma completo
(Das et al., 2015)(Benson et al., 2017).

El analisis de tipificacion basado en WGS para Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas
aeruginosa, se puede realizar mediante tres principales estrategias: |) Métodos basados
en alelos: Entre ellos se encuentran los enfoques rMLST, cgMLST y wgMLST, los cuales
se basan en la consideracion de las designaciones de secuenciotipos (ST) y alelos para
estimar la relacion entre los aislados. Encontrando registros de 4342 Perfiles ST en 7
genes y 78050 rST en 52 genes para la especie Pseudomonas aeruginosa en la base
PubMLST (http://www.pubmist.org); 5417 registros de scgST en 629 loci para la especie
Klebsiella pneumoniae en la base Pasteur MLST ( www.pasteur.fr/cg/mist). 8899 tipos
complejos (CT) en 2358 genes para la especie Klebsiella pneumoniae y 3409 tipos
complejos (CT) en 3867 genes para la especie Pseudomonas aeruginosa registrados en
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la base cgMLST.org (https://www.cgmist.org/ncs). 1) Métodos basados en nucleétidos.
Entre ellos se encuentran los enfoques cgSNP y wgSNP, los cuales se basan en la
aplicacion directa de secuencias de nucleétidos para estimar la variacion y los parametros
de poblacion. En la busqueda de informacion de este trabajo, no se encontraron
secuenciotipos basados en SNP ni bases de datos de nomenclatura publica. 111) Métodos
basados en el pangenoma. Agrupan los genomas en funcién de la presencia o ausencia
de genes permitiendo un analisis sensible y detallado de los aislados (W. Li et al.,
2009)(Pérez-Losada et al., 2018)(Benson et al., 2017) (Deneke et al., 2021).

2.1.3 Tipificacion de Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas
aeruginosa basadas en WGS.

De acuerdo con la literatura consultada, los métodos mas usados para tipificar estas
bacterias utilizando datos de secuenciacion de genoma completo en los ultimos 5 afios son
cgMLST, wgMLST, cgSNP y wgSNP.

Tabla 1 Esquemas y herramientas bioinformaticas utiles para tipificar que utilizan datos de secuenciacién de
genoma completo.

Herramientas para esquemas Herramientas para esquemas Herramientas para esquemas

MLST SNP Pangenoma
IstdbNet SAMtools Roary

goeBURST GATK4 PanOCT
BIGSdb Parsnp PanACEA
SRST2 BactSNP PIRATE

Seqgsphere kSNP3

stringMLST Harvest

canowgMLST_BacComare
chewBBACA:

MentaLiST

Para esquemas MLST se registran 9 herramientas en un conjunto de datos comunes de
genomas de procariotas como:

o mistdbNet: Base de datos de tipificacién de secuencias de multiples locus (MLST),
que usa un software que permite a multiples bases de datos aisladas consultar las
bases de datos PubMLST que contiene perfiles alélicos y definiciones de
secuencias. Este permie que los laboratorios individuales establezcan bases de
datos aisladas, cada una personalizada segun las necesidades del proyecto en

particular y con las restricciones de acceso apropiadas, mientras se mantienen los
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beneficios de una unica fuente definitiva de informacion de perfil y secuencia.
mistdbNet utiliza partes de una implementacion temprana del software de base de
datos MLST y se ejecuta en sistemas Linux utilizando la base de datos PostgreSQL
y el servidor web Apache, tiene licencia GNU GPL y se puede consultar en

http://pubmist.org/software/database/mistdbnet/ (Jolley et al., 2004).

goeBURST: Es un algoritmo que utiliza el software PHYLOViZ con el fin de
identificar patrones alternativos de descendencia para varias especies bacterianas
mediante MLST. Utilizando un enfoque grafico que asegura una solucion éptima
para la ubicaciéon de enlaces entre tipos de secuencia. Esta implementacion utiliza
un marco de visualizacién, permite la division de un conjunto de datos en varios
grupos de aislamientos relacionados, denominadas complejos clonales, mediante
la implementacion de un modelo simple de expansion y diversificacion clonal. El

software esta disponible en http://goeBURST .phyloviz.net, no se ejecuta con linea

de comando en sistemas Linux (Francisco et al., 2009).

BIGSdb: Es un software disefiado para el almacenamiento, analisis y distribucion
de datos de tipificacion de secuencias multilocus (MLST) de cepas bacterianas. Se
puede vincular cualquier numero de secuencias que pueden ser pequeios contigs
ensamblados hasta genomas completos, donde se pueden definir un gran nimero
de loci con alelos asignados por referencia en la base de datos PubMLST y MLST
Pasteur. El software cuenta con licencia publica general (GNU), disponible en

https://bigsdb.readthedocs.org, se puede usar de manera local mediante sistema

operativo Linux (Francisco et al., 2009)

SRST2: Es un programa disefiado para hacer la deteccion rapida y precisa de
genes, alelos y tipos de secuencias de multiples locus (MLST) a partir de datos de
WGS, basados en lecturas obtenidas por metodologia lllumina o en una base de
datos de secuencias de genes como PUbMLST o cgMLST.org. Cuenta con licencia
de derechos de autor del software (licencia BSD), se puede ejecutar con sistema
operativo LINUX disponible en https:/github.com/katholt/srst2#installation
(Inouye et al., 2014).

Segsphere: Es un Software de acceso cerrado disefado ‘para realizar la
tipificacion bacteriana con datos de secuenciacion de genoma completo (WGS). El
software trabaja directamente con los archivos FASTQ de lectura corta, el cual se

conecta directamente al Servidor de nomenclatura alélica cgMLST.org, permitiendo


http://pubmlst.org/software/database/mlstdbnet/
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hacer investigacién de brotes y vigilancia en tiempo real(Miro et al., 2020)(Seth-
Smith et al., 2019).

MentaLiST: Es un algoritmo basado en un algoritmo de votacion k-mers para
determinar los tipos de secuencia para esquemas MLST, cgMLST y wgMLST, a
partir de datos de secuenciacion de genoma completo. Es rapido, eficiente en
memoria y no requiere ningun paso de preprocesamiento como ensamblaje, mapeo
o construccion de arboles. Ademas, es robusto en situaciones de baja cobertura y
la presencia de otras cepas en la muestra. MentaliST abre la posibilidad de
determinar los tipos MLST de cientos de cepas escribiendo miles de genes, en
cuestion de horas. La construccion de la base de datos requiere un archivo de
definicion de perfil para el esquema de tipificacion junto con secuencias de alelos
para cada locus en el esquema; el usuario puede crear este archivo o recuperarlo
de la base de datos PUbMLST o cgMLST.org. Cuenta con licencia MIT que solo
requiere la preservacion de los derechos de autor y avisos de licencia. Se puede
usar de manera local mediante linea de comando en sistema operativo LINUX y
esta disponible en https://github.com/WGS-TB/MentaLiST (Feijao et al., 2018).

stringMLST: Es una herramienta de codigo abierto rapida basada en k-mers para

la tipificacion de secuencias de multiples locus MLST, rMLST, cgMLST. Predice el
ST de un aislado de una manera completamente libre de ensamblaje y alineacion.
El proceso de descubrimiento de ST puede dividirse conceptualmente en tres
etapas: filtrado, recuento e informes. En la etapa de filtrado, stringMLST descarta
una secuencia leida si el k-mers situado en el medio de la secuencia leida no tiene
una coincidencia en la base de datos stringMLST. Las lecturas de secuencia cuyos
k-mers del medio tienen una coincidencia se k-merizan en la etapa de conteo.
Luego, se busca cada k-mers en la base de datos de PudMLST y cgMLST .org, para
cada coincidencia, se registran los alelos y los loci correspondientes; se incrementa
un contador para cada alelo cuyo constituyente k-mers coincidié. Una vez que se
han procesado todas las secuencias, stringMLST identifica el alelo en cada locus
con el valor maximo del contador para generar un perfil alélico y la correspondiente
llamada ST. Cada secuencia de alelos especificos de locus se registra el alelo y
loci correspondientes para cada k-mer. stringMLST es gratis para usuarios
académicos y requiere permiso antes de cualquier uso comercial. Se puede usar

de manera local mediante linea de comando en sistema operativo LINUX y esta
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disponible en https://github.com/jordanlab/stringMLST (Dalsass et al., 2019)(A.
Gupta et al., 2017).

cano-wgMLST_BacCompare: Es un servidor que emplea dos procesos

principales, permitiendo la extraccion de esquemas de genoma completo y
refinamiento de loci discriminatorios, utilizando un algoritmo de importancia de
caracteristicas. Integrando varios modulos funcionales como la anotacion de contig,
creacion de perfiles wgMLST, construccion de arbol de parentesco genético. El
enfoque emplea dos caracteristicas de dos capas para filtrar loci. En la primera
capa, se extrae el esquema de genoma completo para las secuencias del genoma
cargadas por el usuario. En la segunda capa, se aplica el "algoritmo de importancia
de la caracteristica" para seleccionar los loci mas criticos que poseen una
capacidad de distincion definida. No se puede usar de manera local y esta

disponible en http://baccompare.imst.nsysu.edu.tw/ (Y. Y. Liu et al., 2019).

chewBBACA: Es un pipeline integral que incluye un conjunto de funciones para la
creacion y validacion de esquemas de tipificacion de secuencia multiple de genoma
completo y genoma central (wgMLST cgMLST). Utiliza un algoritmo de llamada de
alelos basado en Blast Score Ratio que se puede ejecutar en configuraciones de
multiprocesador y un conjunto de funciones para visualizar y validar la variacion
alélica en los loci. chewBBACA realiza la creacion de esquemas y llamadas de
alelos en genomas completos o en draft, resultantes de ensambladores de novo.
El software realiza llamadas de alelos en cuestion de segundos a minutos por cepa
en una computadora portatil, es facilmente escalable para el anadlisis de grandes
conjuntos de datos de cientos de miles de cepas utilizando opciones de
multiprocesamiento, siendo una solucion de codigo abierto eficiente en Python 3.
Con licencia publica general (GNU), se encuentra disponible en
https://github.com/B-UMMI/chewBBACA (Mamede et al., 2021)(Mamede et al.,
2021).

Para los enfoques SNP, en la actualidad se han desarrollado numerosas herramientas
bioinformaticas basadas en genomas de referencia para microorganismos, entre las mas
utilizadas de acuerdo con la revision bibliografica del presente trabajo se encuentran las
siguientes seis:

Snippy ref.: Es una herramienta ampliamente utilizada en estudios epidemioldgicos
para llamada de variantes de SNP a través de un genoma de referencia y

secuencias de interés, en la cual se realiza una alineaciéon de SNP central que se
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pueden usar para construir una filogenia de alta resolucién

(https://github.com/tseemann/snippy). Adicionalmente, Snippy permite minimizar

los falsos positivos o llamadas falsas dentro del proceso, esto dado a que realiza
una profundidad de lectura minima de 10 y una calidad de llamada de variante de
100, mejorando asi el rendimiento (Bush, 2021).

SAMtools: Es un paquete software que permite calcular la probabilidad del genotipo
y llamar variantes mediante ecuaciones para muestras diploides. La identificacion
de los SNP se da cada vez que una lectura mapeada muestra una diferencia con
el genoma de referencia. Incorpora diferentes tipos de informacién, como el numero
de lecturas diferentes que comparten una falta de coincidencia con la referencia,
los datos de calidad de secuencia y las tasas de error de secuenciacion esperadas.
Cuenta con licencia MIT por la cual se otorga permiso, sin cargo, a cualquier
persona que obtenga una copia de este software. Permite trabajar en linea de
comando de manera local y esta disponible en
https://github.com/samtools/samtools (H. Li et al., 2009)(H. Li, 2011)(Coll et al.,
2020).

GATK4: Es una coleccion de herramientas de linea de comandos para analizar

datos de secuenciacion de alto rendimiento con un enfoque principal en el
descubrimiento de variantes. Las bases de cddigo GATK y Picard en un marco
simplificado, permiten que las herramientas seleccionadas se ejecuten de forma
masivamente paralela en clusteres locales o en la nube utilizando Apache Spark.
Este repositorio es de cédigo abierto con licencia Apache 2.0. necesita Java 8 y
Python 2.6 o superior para poder ejecutar. Disponible en
https://github.com/broadinstitute/gatk (Friedman et al., 2020)(Bathke & Luhken,
2021).

Parsnp: Es una herramienta disefiada para alinear el genoma central de genomas

bacterianos en poco tiempo utilizando genoma de referencia. Los archivos de
entrada pueden ser ensamblajes genomas terminados y la salida incluye archivos
de Arbol SNP del genoma central con formato Newick, SNP utilizados para inferir
filogenia, Archivo binario con formato Gingr, alineacién multiple con formato XMFA.

Gracias a las alineaciones multiples (Treangen et al., 2014).
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BactSNP: Es una herramienta para identificar SNP entre cepas bacterianas. Puede
detectar SNP con precisién y sensibilidad, genera archivo de salida TSV simple con
informacion de SNP, asi como un archivo FASTA. BactSNP utiliza lecturas de cada
aislado y un genoma de referencia como entrada. Primero, las lecturas son
ensambladas de novo por Platanus para cada aislamiento, y luego los contigs
ensamblados se alinean contra el genoma de referencia por NUCmer. En segundo
lugar, se determina el nucleétido correspondiente al genoma de referencia en cada
sitio. Las variables alelo e indel representan el numero de alelos alineados en el
sitio y la distancia desde el indel mas cercano al sitio, respectivamente. En cada
sitio del genoma de referencia, el alelo correspondiente se determina como el alelo
alineado. Actualmente, BactSNP solo esta disponible en LINUX y se pueden
descargar como paquete binario, paquete fuente o paquete RPM fuente. Todos los
paquetes estan disponibles en https://github.com/I[EKAdAN/BactSNP (Yoshimura et
al., 2019).

kSNP3: Es un software que permite identificar los SNP pangenoma en un conjunto

de secuencias del genoma y estima arboles filogenéticos basandose en esos SNP.
El descubrimiento de SNP se basa en el analisis de k-mers y no requiere
alineamientos multiples ni la selecciéon de un genoma de referencia, por lo que
kSNP puede tomar cientos de genomas microbianos como entrada. kSNP puede
analizar tanto genomas completos (terminados) como genomas no terminados en
contigs ensamblados o lecturas sin ensamblar. Los genomas terminados y no
terminados se pueden analizar juntos, y kSNP puede descargar automaticamente
archivos GenBank de los genomas terminados e incorporar la informacion de esos
archivos en la anotacién SNP. kSNP3 se puede implementar en LINUX y Mac OS
X bajo la licencia BSD de cbodigo abierto y estd disponible en
https://sourceforge.net/projects/ksnp/files  (Gardner &  Hall, 2013)(Hall,
2014)(Gardner et al., 2015).

Harvest: Es una herramienta adecuada para el analisis de genomas microbianos.

Alberga tres moddulos; Parsnp para analisis del genoma central, Gingr para
visualizacion de salida y HarvestTools para metaanalisis. La suite Harvest es de

cédigo abierto y esta disponible gratuitamente en https://github.com/marbl/harvest

(Treangen et al., 2014).


https://github.com/IEkAdN/BactSNP
https://sourceforge.net/projects/ksnp/files
https://github.com/marbl/harvest
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La tipificacion por medio del Pangenoma para bacterias es un método importante para
establecer relaciones clonales entre cepas, la cual se puede realizar a través de las
siguientes cuatro herramientas:

Roary: Es una herramienta rapida para extraer pangenoma completos, conjuntos
de genes centrales o diferencias entre genomas de referencia. Permite construir
grandes Pangenomas produciendo resultados precisos atribuible a la utilizacién
del contexto de la informacién conservada de la vecindad de genes. La entrada a
Roary es un ensamblaje anotado por muestra en formato GFF3 como el producido
por Prokka (Page et al., 2015). Las regiones codificantes se extraen y se convierten
en secuencias de proteinas, se filtran para eliminar secuencias parciales y se
agrupan de forma iterativa. Esto da como resultado un conjunto sustancialmente
reducido de secuencias de proteinas, que se comparan de todas contra todas con
BLASTP, , para agruparlas cuando tienen entre ellas un porcentaje de identidad
de secuencia definido por el usuario. Roary se puede trabajar de manera loca de
a través de linea de comandos en un sistema LINUX, cuenta con licencia publica
general GNU, disponible en https://github.com/sanger-pathogens/Roary (Sitto &
Battistuzzi, 2020) (Page et al., 2015).

PanOCT: Es una herramienta escrita en PERL que realiza agrupacion de

ortélogos basada en graficos para el analisis de Pangenoma de genomas de
procariotas estrechamente relacionadas. Utiliza informacion de vecindad de genes
conservados y homologia para ubicar las proteinas en grupos ortélogos por medio
de Blast+, generando asi un Pangenoma consenso. La herramienta se puede
ejecutar de manera local a través de linea de comandos en un sistema LINUX.
Adicionalmente, cuenta con licencia publica general GNU, disponible en
https://qithub.com/JCVenterlnstitute/PanGenomePipeline (Fouts et al.,
2012)(Clarke et al., 2018).

PanACEA: Es una herramienta que permite visualizar regiones centrales y

variables del pangenoma, que consiste en visualizaciones jerarquicas de varios
niveles que se extienden desde Pancromosomas a regiones centrales y variables
a genes individuales. Las regiones y los genes se anotan funcionalmente para

permitir la busqueda rapida y la identificacion visual de las regiones de interés con


https://github.com/sanger-pathogens/Roary
https://github.com/JCVenterInstitute/PanGenomePipeline
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la opcién de incorporar filogenias gendmicas y metadatos. Es una herramienta de
codigo abierto y se puede usar localmente mediante linea de comandos en un
sistema LINUX, cuenta con licencia publica general GNU disponible en
https://github.com/JCVenterlnstitute/PanACEA (Clarke et al., 2018)(Vernikos,
2020).

o PIRATE: con sus siglas en lterative Refinement and Threshold Evaluation, es un

software escalable util para construir Pangenoma a partir de formatos de entrada
GFF3, en donde se evalua y clasifica la diversidad genética dentro del pangenoma.
PIRATE proporciona medidas de divergencia de secuencia y diversidad alélica
dentro de la muestra, las cuales permiten identificar y clasificar familias de genes
ortélogos en pangenoma bacterianos en una amplia gama de umbrales de similitud
de secuencia. PIRATE esta implementado en Perl y se puede ejecutar localmente
mediante linea de comandos en un sistema LINUX. Adicionalmente, esta
disponible gratuitamente bajo una licencia de cédigo abierto GNU GPL 3 en
https://github.com/SionBayliss/PIRATE (Bayliss et al., 2019).

Si bien no son las Unicas herramientas Utiles para crear Pangenoma, son las que mas
uso presentan en los ultimos afios de acuerdo con la revision bibliografica de este
trabajo (Rouli et al., 2015)(Vernikos, 2020).

2.2 Contexto de la evaluacién comparativa o Benchmarking.

La evaluacion comparativa se considera un proceso en el cual se crean, recopilan, analizan
y comparan productos, servicios, indicadores entre otros, con el fin de medir su rendimiento
e identificar un punto de referencia (Robinson & Vitek, 2019). El concepto de
Benchmarking fue implementado por la empresa Xerox en un esfuerzo por reducir sus
costos de produccion. En la década de 1980 el concepto se extiende por todo el sector
industrial y se empieza a usar como una herramienta de autoevaluacion y apoyo para la
toma de decisiones (Ettorchi -Tardy et al., 2012).

En biologia computacional y ciencias émicas, los estudios de evaluacibn comparativa
tienen como objetivo comparar rigurosamente el rendimiento de diferentes métodos
utilizando conjuntos de datos de referencia bien caracterizados, para determinar las
fortalezas de cada método o para proporcionar recomendaciones con respecto a las
opciones adecuadas de métodos para un analisis (Altmann et al., 2012) (Weber et al.,
2019). En los trabajos previos, se identifican varios Benchmarking para identificar errores
en herramientas computacionales que realizan ensamblaje del genoma (Mangul et al.,
2019) alineamiento, identificacion de variantes, anotacién de variantes y visualizacion,


https://github.com/JCVenterInstitute/PanACEA
https://github.com/SionBayliss/PIRATE
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presentando una descripcién general de la funcionalidad, las caracteristicas y los requisitos
especificos de las herramientas a nivel individual (F. Li et al., 2019).

En la busqueda de las herramientas bioinformaticas mediante la revision de articulos
cientificos referentes a tipificaciéon de diferentes aislados de Klebsiella pneumoniae y
Pseudomonas aeruginosa, no se encontré hasta el momento informacion referente a
Benchmarking de herramientas bioinformaticas utiles para tipificacion. Sin embargo, no se
descarta que durante el desarrollo del trabajo se publiquen evaluaciones de herramientas
bioinformaticas especificas utilizadas para tipificar, acorde con los métodos moleculares
anteriormente descritos.

2.3 Justificacion.

La gendmica computacional se ha vuelto esencial para la investigacion biolégica moderna
presentando muchos desafios en el campo de la bioinformatica, esto dado a las nuevas
tecnologias que producen datos con mayor tamafio y complejidad, las cuales estimulan
avances masivos en todas las areas de la ciencia de datos (Robinson & Vitek, 2019). De
igual manera, la creciente dependencia de los cientificos de estas poderosas herramientas
que permiten caracterizar microrganismos patégenos (Sczyrba et al., 2017), hacen que se
desarrollen nuevos enfoques computacionales a partir de datos de secuenciacién de
genomas completos para manejar conjuntos de datos grandes, complejos y ruidosos
(Mangul et al., 2019). Dado a que se plantean diferentes alternativas para resolver algunos
problemas, siempre estan apareciendo multiples herramientas para un mismo propdsito,
las cuales pueden afectar los analisis biolégicos posteriores e incluso producir resultados
no conformes (Robinson & Vitek, 2019)(Buchka et al., 2021).

Sin embargo, el rapido crecimiento de las ciencias computacionales hace que sea dificil
elegir herramientas utiles para tipificar microrganismos adecuados con el fin desarrollar
conocimientos cientificamente rigurosos (Zheng, 2017). Es por ello, que se hace necesario
realizar una evaluacién sistematica de las herramientas computacionales con el fin de
verificar la exactitud, precisién, especificidad y desempenfio entre otros parametros, usando
un conjunto de datos de genomas completos de referencias, dado a que cada herramienta
tiene requisitos funcionales de entrada y salida diferentes. Adicionalmente, el rapido
desarrollo y publicaciones de nuevos métodos dicta la necesidad de una evaluacion
continua (Zheng, 2017) (Weber et al., 2019), que de no realizarse, podria favorecer una
inadecuada utilizacion de las herramientas por parte de los investigadores en el momento
de analizar secuencias y obtener informacién biolégicamente relevante.

De acuerdo con lo anterior, se realizo este trabajo de Benchmarking para lograr seleccionar
una o varias herramientas de analisis Utiles en la tipificacion de Klebsiella pneumoniae y
Pseudomonas aeruginosa, con el fin de informar al usuario sobre las mejores herramientas
bioinformaticas disponibles de acuerdo a diferentes enfoques descritos previamente, de
manera que se disponga de informacion precisa y relevante para la seleccion de dichas
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herramientas, lo que redundara en una mejor toma de decisiones por parte del equipo de
salud y epidemiologia, en la deteccién de brotes y seleccién de tratamientos.

Con base en lo anterior se planteo la siguiente pregunta de investigacion.

¢Cuadles son las diferencias en el desempefio de las herramientas bioinformaticas
utilizadas para tipificacién de aislamientos de Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas
aeruginosa utilizando datos de secuenciacién de genomas completos, en funciéon de su
exactitud, precisién y especificidad?
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3. Capitulo 3

3.1 Objetivos.

3.1.1 General.

Evaluar el desempeio de las herramientas bioinformaticas disponibles para la tipificacién
de aislamientos de Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa utilizando datos de
secuenciaciéon de genomas completos.

3.1.2 Especificos.

= |dentificar las herramientas bioinformaticas reportadas en los ultimo cinco afos en la
literatura especializada, utiles para la tipificacion de K. pneumoniae y P. aeruginosa a
partir de datos de secuenciacion de genomas completos, que puedan ser
implementadas en un servidor local con sistema operativo LINUX.

= |mplementar las herramientas bioinformaticas seleccionadas en un servidor local con
sistema operativo LINUX.

= Comparar el desempefio de las herramientas bioinformaticas implementadas de

acuerdo con su exactitud; precision y especificidad.
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4. Capitulo 4

4.1 Disefo metodolégico.

El presente estudio es de tipo descriptivo dado a que se especifican las caracteristicas
cualitativas de las herramientas recolectadas, con un disefio experimental compuesto por
tres fases que se realizaran de manera sistematica, cuya estrategia para el desarrollo de
las actividades es de caracter mixto dado a que se realizaran mediciones de las métricas
de funcionamiento de cada herramienta (Luis, 2012).

Instalar e
implementar las Medir el desempeio

Seleccion de las
EHEINERNES

. s EHEINIENES de las herramientas
bioinformaticas

bioinformaticas

Figura 2 Fase metodoldgicas del proyecto.

4.1.1 Fase 1. Seleccion de las herramientas bioinformaticas.

De acuerdo con la figura 2, la primera fase metodoldgica se realizara en dos etapas,
iniciando con la seleccién de las diferentes herramientas bioinformaticas utiles para la
tipificacion de microorganismos bacterianos descritas en el estado del arte y en la figura 3,
las cuales estan disponibles en la literatura especializada como revistas, y paginas web
(Tabla 1).

Ejecucion de criterios de inclusion y
exclusion e

( )

« IstdbNet, SAMtools, Roary, 7
goeBURST,GATK4,

PanOCT, BIGSdb, Parsnp, + Cumplir minimo con el 90 %
PanACEA, SRST2, BactSNP, de los requisitos técnicos y
PR o Sphore, kSNPS, - Disponibles gratuitamente, funcionales.
canowgMLST_BacComare,c Actualizacién periédica

R Sistema operativo UNIX,
hewBBACA, MentaliST. Guia de instalacion y uso,

Licencia para uso

académico, soporte para
resolver problemas, Enfoque

de tipificacién basado en
WGS, Reporte de uso en los
ultimos 5 afios
; Seleccion de las herramientas
Listado de 19 herramientas k J

Figura 3 Busqueda de la informacion.
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utiles para la tipificaciéon de microorganismos bacterianos Se escogeran las herramientas
descritas en el estado del arte y la figura 3 para aplicar los 9 criterios de inclusién, en
donde a través de una clasificacion binaria se le asigna el numero 1 a la herramienta
cuando cumpla algun criterio y el numero 0 cuando la herramienta no cumpla algun
criterio, con el fin de determinar las herramientas mas utiles para desarrollar el estudio.

Criterios de inclusion y exclusion de las referencias.

Disponibles gratuitamente.

Actualizacion periddica.

Disponibles para el sistema operativo LINUX.

Guia de instalacion y uso.

Cuenta con licencia para uso académico o de investigacion.

Cuenta con soporte para resolver problemas no reportados en el repositorio.
Utiliza enfoque de tipificacion basado en WGS.

Reporte de uso en los ultimos 5 afos.

Método de tipificacion utilizado.

Etapa 2. Seleccion de las herramientas.

Una vez aplicado los criterios de inclusion y exclusién, se seleccionaran las herramientas
bioinformaticas que cumplan minimo el 90% de los requisitos técnicos y funcionales
anteriormente nombrados para su ejecucion.

41.2 Fase 2. Instalar e implementar las herramientas
bioinformaticas.

La implementacion de las herramientas bioinformaticas seleccionadas se realizara
siguiendo los instructivos de instalacién y ejecucién de los programas operativos con los
cuales funcionan las herramientas. En caso tal que la herramienta presente errores en su
instalacion o no funcione adecuadamente en el servidor local sera excluida de la lista de
seleccionadas.

413 Fase 3. Medir el desempeino de Ilas herramientas
bioinformaticas.

Esta fase metodoldgica se realizara en dos etapas, en donde se evaluara y se comparara
los resultados de las herramientas seleccionadas contra los resultados de una herramienta
bioinformatica de referencia como Snippy, con el fin de realizar una clasificacion de
acuerdo con las métricas establecidas de evaluacion, mediante métodos cuantitativos y
cualitativos de agrupamiento que ayudan a identificar sus fortalezas (Weber et al., 2019).
Para ello, se utilizara un conjunto de secuencias de referencia que contengan genomas
completos y reads de bacterias sujetos de este estudio disponibles en la base de datos de
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genomes del NCBI disponible en http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/ (Benson et al.,
2017).

i

k conunos de dates
e relerencia !

Listado e qenomas Seleccion de
[0} mr.llrrchtlllpn'-: |
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en la herramenia
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Mediciones o2 las Exaciiiud
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cualitativas de la Rendimesnio
heramienta
[

Evaluar
dosempefio de las
herramientas

Figura 4 Flujograma de evaluacion de desempefio de las herramientas bioinformaticas.

Etapa 1. Seleccion de conjuntos de datos.

De acuerdo con la figura 4, se seleccionaron un conjunto de datos de prueba con ensamble
descrito como completo en formato FASTA de la base de datos genomes del NCBI, del
cual también se conozca los secuenciotipos de las bacterias sujeto de este estudio, las
cuales seran almacenadas en un servidor local de la Universidad Nacional de Colombia
para su procesamiento. Esta seleccion se realizé siguiendo el siguiente paso:

o Listado de genomas completos con secuenciotipos de referencia conocidos para

Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa, disponibles en bases de datos
de aislados PubMLST, MLST.org y MLSTPausteur entre otras (Anexo 1)

o Listado de genomas completos con secuenciotipos de especies cercanos y lejanos
evolutivamente a Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa (Anexo 1)
Etapa 2. Comparar las herramientas

En esta etapa, se contrasta las herramientas considerando las medidas cuantitativas
(métricas) y cualitativas del grado en que la herramienta posee atributos dado a la
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exactitud, precision, sensibilidad y tasa de error. Cabe mencionar que en la literatura se
evidencia varias métricas o medidas para hacer evaluacién (Weber et al., 2019).

Sin embargo, solo se tendran en cuenta las medidas anteriormente nombradas de
desempefio para este estudio.

Evaluacion de la exactitud de las herramientas.

Para evaluar la Exactitud (Accuracy), se mide el porcentaje de casos que la herramienta
ha acertado, con el fin de comprobar qué tan exactas son las mediciones en todo el rango
esperado (Bogaerts et al., 2019).

Férmula de exactitud

TP+ TN

x 100 (4.1)
TN + FN + TP + FP

o Verdaderos positivos (TP): La herramienta predice que la muestra es positiva y, en
realidad, si que lo es (Lindgreen et al., 2016)

o Falsos positivos (FP): La herramienta predice que la muestra es positiva, pero, en
realidad, no lo es (Lindgreen et al., 2016)

o Verdaderos negativos (TN): La herramienta predice que la muestra es negativa y,
en realidad, si que lo es (Lindgreen et al., 2016).

e Falsos negativos (FN): La herramienta predice que la muestra es negativa, pero,
en realidad, no lo es (Lindgreen et al., 2016).

Evaluacion de la precisidon de las herramientas.

Para valorar la precision, se utilizé un estudio de reproducibilidad con el fin de medir las
variaciones cuando se usa la misma secuencia en las herramientas muchas veces bajo las
mismas condiciones, y variaciones cuando se utilizan diferentes secuencias en las
herramientas muchas veces bajo las mismas condiciones (Bogaerts et al., 2019).

Férmula de precision

TP

— %100 4.2)
TP + FP

Evaluar la Sensibilidad de las herramientas.

Para medir la Sensibilidad (Recall) de la herramienta, se utilizé los sets de datos de
secuencias anteriormente nombrada, con el fin de identificar la probabilidad de que la
herramienta tipifique correctamente las secuencias de referencias. (Bogaerts et al., 2019).



31

Formulas de Sensibilidad

100

X
TP + FN (4.3)

Evaluar el rendimiento de las herramientas.

Se evalud otras medidas para cada herramienta seleccionada como facilidad de uso,
cantidad de memoria utilizada y velocidad de ejecucién entre otros parametros.

Facilidad de uso: Hace referencia a la capacidad de la herramienta bioinformatica
para ser entendida y asimilada con facilidad bajo las condiciones especificadas. Su
evaluacioén, se realizara a través de cinco criterios los cuales se le asignara una

puntuacion definida de la siguiente forma:

0 = Muy dificil
1 = Dificil

2 = Normal

3 = Facil

4= Muy facil

Cantidad de memoria utilizada: Se medi6 la cantidad de recursos que utiliza
cada herramienta al ser ejecutada en la unidad de almacenamiento mediante la
unidad de medida Megabyte (MB) o Gigabyte (GB) .

Velocidad de ejecucion: Se medio el tiempo en horas o minutos que tarda la
ejecucioén de la herramienta al procesar los datos de entrada y generar un resultado
mediante pruebas de rendimiento de cargas con el mismo numero de secuencias.

Con el fin de conocer las herramientas que requieren mas tiempo.
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5. Capitulo 5

5.1 Resultados y Discusion.

5.1.1 Seleccion de herramientas bioinformaticas utiles para
tipificar.

De acuerdo con el modelo para identificacion de las herramientas bioinformaticas descritas
en el estado del arte, se realiza una evaluacion de acuerdo con los criterios de seleccion
anteriormente nombrados a las 19 herramientas bioinformaticas utiles para tipificar,
dividida en tres enfoques; I) Nueve herramientas que utilizan enfoques multilocus; Il) Seis
herramientas que utilizan enfoques SNP; Ill) Cuatro herramientas que utilizan enfoques
basados en pangenoma.

Selecciéon de herramientas bioinformaticas que utilizan enfoques
multilocus.

Al aplicar los criterios de seleccion, se evidencia que las herramientas chewBBACA vy
MentaLiST cumplen con el 100% de todos los requerimientos, seguida de SRST2,
Seqgsphere, stringMLST, BIGSdb las cuales cumplen solamente con el 87.5 de los
requerimientos, goeBURST con un 75 %, canowgMLST BacComare con un 62.5% y
IstdbNet 37.5% (Tabla2). Dentro de los criterios que menos cumplen las herramientas se
encuentran la no disponibilidad para el sistema operativo LINUX, enfoque de tipificacion
diferente al WGS.

Cabe mencionar que la herramienta BIGSdb, cuenta con guia de instalacién en un servidor
local y uso en sistema operativo LINUX. Sin embargo, no cuenta con guia de uso para
linea de comando especifica para tipificacion. Esto dado a que es un software que al
descargarlo crea bases de datos PostgreSQL, se conectan al servidor de BIGSdb Web por
medio de un proxy de API, lo que conlleva realizar el trabajo en la Web y no en el servidor
local.
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Tabla 2: Evaluacién de herramientas bioinformaticas que utilizan enfoques basados multilocus.
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IstdbNet 1 0 1 0 0 MLST
goeBURS 0 1 1 1 rMLST 6
T MLST
BIGSdb 1 1 1 0 1 1 1 1 7
MSLT
rMLST
cgMLST
SRST2 1 1 1 1 0 1 1 1 MLST 7
Seqspher 0 1 1 1 1 1 1 1 MSLT 7
e rMLST
cgMLST
stringMLS 1 1 1 1 1 1 0 1 MLST 6
T rMLST
cgMLST
canowgM 1 1 0 0 0 1 1 1 wgMLST 5
LST_Bac
Comare
chewBBA 1 1 1 1 1 1 1 1 wgMLST 8
CA: cgMLST
MentaLiS 1 1 1 1 1 1 1 1 MLST 8
T wgMLST
cgMLST

De acuerdo con los resultados obtenidos (Tabla 2), se escogen a chewBBACA vy
MentaLiST, dos herramientas bioinformaticas que esquemas cgMLST y wgMLST, y
cumplieron con minimo el 90% de criterios establecidos.

chewBBACA requiere de genomas ensamblados para el proceso, para evitar sesgos por
genoma fragmentados, marco de lectura desplazado, longitudes de genomas muy grandes
o pequenas entre otros (A. Gupta et al., 2017). Por su parte, MentaLiST se basa en k-mers,
lo que le permite utilizar lecturas cortas de genomas sin ensamblar (A. Gupta et al., 2017).

Dependiendo del funcionamiento de cada herramienta, los resultados finales y las
conclusiones de un analisis de multilocus de genoma central, dependen también de la base
de datos de nomenclatura de referencia utilizada (BIGSdb-Pasteur, PubMLST vy
cgMLST.org). Las cuales tienen diferentes esquemas de tipificacion obtenidos a partir de
conjuntos de secuencias de genes de referencias.

Selecciéon de herramientas bioinformaticas que utilizan enfoques
basados en SNP.

Para la evaluacién de las seis herramientas bioinformaticas identificadas que emplearon
enfoque basados en SNP, se utilizaron los mismos criterios mencionados previamente. Se
encontré que las herramientas SAMtools, Parsnp, GATK4 y kSNP3 cumplen con el 100%
de todos los requerimientos, seguida de BactSNP la cual cumple solamente con el 87.5 de
los requerimientos y Harvest con un 75 % (Tabla 3). Dentro de los criterios que menos
cumplen las herramientas basadas en SNP se encuentran el soporte para resolver
problemas.
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Tabla 3 Evaluacion de las herramientas bioinformaticas que utilizan enfoque SNP.

Herramienta
Disponibles
gratuitamente.
Actualizacion
perioddica.
Disponibles para
el sistema
operativo LINUX
Guia de
instalacion y uso.
Cuenta con
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De las herramientas bioinformaticas que utilizan enfoque de tipificacion basados en
nucledtidos con esquemas cgSNP o wgSNP, se escogen cuatro herramientas las cuales
cumplieron con minimo el 90% de criterios establecidos (Tabla 4).

Tabla 4 Herramientas seleccionadas que utilizan enfoque SNP.

Herramientas Enfoque de tipificacion Puntuacion Porcentaje de aceptacion
utilizado
SAMtools \ SNP 8 100%
GATK4 \ SNP 8 100%
Parsnp \ SNP 8 100%
kSNP3 \ SNP 8 100%

El desarrollo continuo de herramientas bioinformaticas utiles para hacer llamada de SNP
basados en WGS, también podrian afectar el analisis para identificar polimorfismos de un
solo nucleétido entre los aislamientos, esto dado a que cada herramienta proporciona
informacion diferente al hacer inferencia filogenética u otros analisis.

Las herramientas SAMtools, GATK, Parsnp, son herramientas basadas en ensamblaje y
mapeo por referencia para evitar falsos positivos (Yoshimura et al., 2019). Mientras que la
herramienta kKSNP3 utiliza K-mers para identificacion de SNP y el analisis filogenético, ya
que no utiliza alineacion del genoma y genomas de referencia, lo que podria favorecer a
la aparicion de falsos positivos(Gardner et al., 2015).

Selecciéon de herramientas bioinformaticas que utilizan enfoques
basados en el pangenoma.

Para evaluar las suites que emplean enfoque basados en Pangenoma, se utilizé la revisiéon
del mismo modo que enfoques multilocus de genoma central y SNP. Se evidencié que las
herramientas Roary y PIRATE cumplen con el 100% de todos los requerimientos, seguida
de PanOCT y PanACEA las cuales cumplen solamente con el 75% de los requerimientos
(Tabla 5). Entre los criterios que menos cumplen estas herramientas se encuentran la no
Actualizacion periddica y soporte para resolver problemas.
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Tabla 5 Evaluacion de herramientas bioinformaticas que utilizan enfoques pangenoma.

Herramienta
Disponibles
gratuitamente
Actualizacion
periddica.
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el sistema
operativo LINUX
Guia de
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académico
Cuenta con
soporte para
resolver
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Para este enfoque se seleccionan preliminarmente las herramientas Roary y PanACoTA
las cuales cumplieron con el 100% de la serie de criterios establecidos en comparacion
con las otras herramientas bioinformaticas (Tabla 6).

Tabla 6 Seleccion de herramientas Utiles para realizar pangenoma.

Herramientas Enfoque de tipificacion Puntuacion Porcentaje de aceptacion
utilizado
Roary \ Pangenoma 8 100%
PIRATE | Pangenoma 8 100%

Si bien, la aplicacion del pangenoma no contempla secuenciotipos definidos para
caracterizar bacterias. Mediante la clasificacién de ausencia y presencia de genes, se
puede agrupar cepas de acuerdo a homologias de vecindad de genes y de esta manera,
asignar caracteristicas a diferentes secuencias.(Page et al., 2015)(Perrin & Rocha,
2021)(Bayliss et al., 2019).

5.1.2 Instalacion de Ilas herramientas bioinformaticas
seleccionadas.

Todas las herramientas bioinformaticas seleccionadas, se instalaron y ejecutaron de
acuerdo con sus guias de uso en un servidor de marca Dell, referencia PowerEdge T640
con sistema operativo OpenSuse v.15.2 LINUX, perteneciente a la Universidad Nacional
de Colombia. El tiempo de instalacion aproximado fue de 2 minutos por herramienta
excepto MentaLiST y kSNK las cuales requieren instalacion manual. El 91 % de los cédigos
fuente de las herramientas se encuentran almacenados y publicados en GitHub. Por otro
lado, el 75% de las herramientas se pueden instalar a través de gestores de paquetes
como Anaconda o Pip y solo un 25% se recomienda instalar manualmente (Tabla 7).

Dado a que todas las funciones de las herramientas desarrolladas se implementan en
lenguajes como Perl, julia, java y Python respectivamente, se deben instalar algunos
paquetes y modulos complementarios para la adecuada ejecucion de las herramientas, las
cuales contienen diferentes archivos comprimidos, cédigo fuente y paquetes binarios
complementarios entre otros.
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Tabla 7 Instalacién de las herramientas seleccionadas.

Herramientas Paquetes para Gestores de Instalabilidad Instalado
instalacion paquetes usado correctamente
chewBBACA https://github.com/greg Anaconda Facil Si
orylburgess/Chewbacc
a/blob/master/install.sh
MentaLiST https://github.com/WGS Manual No facil Si
-TB/MentaLiST
SAMtools https://github.com/samt Anaconda Facil Si
ools/samtools
GATK4 https://github.com/broa Anaconda Facil Si
dinstitute/gatk
Parsnp https://github.com/marb Anaconda Facil Si
I/parsnp
kSNP3 https://github.com/cdea Manual No facil Si
nj/kSNP3
Roary https://github.com/sang Anaconda Facil Si
er-pathogens/Roary
PIRATE https://github.com/Sion Anaconda Facil Si
Bayliss/PIRATE

La percepcién de instalabilidad, se consideré facil y sencilla de interpretar para aquellas
herramientas que utilizan gestores de paquetes, esto dado a que no se requiere un
conocimiento avanzado en programacion en sistemas operativos LINUX. Adicionalmente,
anaconda contempla aplicaciones, librerias y conceptos disefiados para eliminar posibles
problemas al momento de instalar dependencias de paquetes y control de versiones.

Sin embargo, aquellas herramientas que no se ejecutaron a través de gestores de
paquetes, son propensas a presentar problemas en el proceso de la instalacion de
dependencias, esto dado a que se requiere tener un poco mas de conocimiento en
programacion para poder configurarlas.

5.1.3 Evaluar el desempeiio de las herramientas bioinformaticas.

5.1.3.1 Seleccién del conjunto de datos.

La construccion del dataset para la especie Pseudomonas aeruginosa se realizé utilizando
secuencias de genomas completos en archivos en formato FASTA obtenido de la base de
datos Genomes del NCBI el 25 de enero de 2021. Se descargaron 53 secuencias de
genomas en total, de las cuales 48 pertenecen a la especie P.aeruginosa, tomando como
referencia la secuencia del genoma de la cepa PAO1(NC_002516). 2 secuencias de
Salmonella entérica y 3 secuencias de Klebsiella pneumoniae evolutivamente lejanas con
el fin de verificar si las herramientas identifican falsos positivos. Adicionalmente, se
determinaron los secuenciotipos MLST, rMLST y cgMLST de los sitios web PubMLST
( https://pubmlst.org/ ) y SeqSphere ( http://www.cgmlst.org/ ) (Anexo 1).

De igual manera, se construye el dataset para la especie K. pneumoniae, en donde se
descargaron 47 secuencias de genomas en archivos en formato FASTA de la base de
datos Genomes del NCBI el 26 de enero de 2021, de las cuales 41 pertenecen a Klebsiella
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pneumoniae tomando como referencia la secuencia del genoma KP-1(NZ_CP012883.1),
2 a Pseudomonas aeruginosa, una a Burkholderia pseudomallei, 2 a Listeria
monocytogenes evolutivamente lejanas y una a Klebsiella oxytoca evolutivamente
cercana. Adicionalmente, se determina los secuenciotipos MLST y rMLST del sitio web
PubMLST (https://pubmist.org ), cgMLST del sitio web SeqSphere (http://www.cgmist.org)
y cgMLST del sitio web BIGSdb-Pasteur (https://bigsdb.pasteur.fr) (Anexo 1).

5.1.3.2 Ejecucion de las herramientas.

La comparacion del desempefio de las herramientas bioinformaticas seleccionadas, se
realiza cotejando el arbol filogenético obtenido utilizando Snippy (Figura 5) (Figura 6)
(Bush, 2021), elegido como gold standard. Esto dado a que es una herramienta
ampliamente utilizada en estudios gendmicos para identificacion de SNP, y se ha
demostrado que es preciso y minimiza las llamadas de falsos positivos (Coll et al.,
2022)(Brilhante et al., 2021). Adicionalmente, se evidencia su uso en algunos estudios de
evaluaciones comparativas de herramientas bioinformaticas (Bush et al., 2020)(Labbé et
al., 2021).

El arbol filogenético de maxima verosimilitud (ML) estandar se enraizé con la herramienta
iTOL, la cual permite hacer una visualizaciéon de forma gratuita (Letunic & Bork, 2019).
Claramente se muestran dos clusters, uno que agrupa todas las especies diferentes a P.
aeruginosa y el otro agrupando los genomas de P. aeruginosa (Figura 5). En el arbol se
puede identificar seis clisteres conformados de la siguiente manera; |) Cluster nUmero
uno lo conforma los ST19 de la especie S.enterica y ST65, ST15, ST66 de la especie
K.pneumoniae; Il) El siguiente cluster lo conforma tres cepas del ST253 y una cepa de
ST234, ST237 de la especie P.aeruginosa; lll) El cluster niumero tres, esta conformado por
cuatro cepas del ST782 de la especie P.aeruginosa; IV) El cluster nimero cuatro, esta
conformado por tres cepas ST549 de la especie P.aeruginosa; V) El clister nimero cinco,
esta conformado por una cepa del ST82 y una cepa del ST198 de la especie P.aeruginosa;
VI) El claster numero seis, esta conformado por cinco cepas del ST146 y una cepa de del
ST308 de la especie P.aeruginosa.
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Figura 5 Arbol de maxima verosimilitud (ML) con escala 01. Pseudomonas aeruginosa Snippy.

Al igual que con Pseudomonas aeruginosa, el arbol filogenético de maxima verosimilitud
(ML para la especie K. pneumoniae se enraiz6 con la herramienta iTOL (Figura 6). El arbol
incluye siete clusteres conformados de la siguiente manera; |) El cldster nimero uno lo
conforma dos ST2 de la especie L.monocytogens y dos ST65, ST27 de la especie
P.aeruginosa; 1) El siguiente cluster lo conforma ocho cepas del ST15 de la especie
K.pneumoniae; ) El cluster nimero tres, esta conformado por tres cepas del ST340 y dos
cepa del ST11 de la especie K.pneumoniae; V) El cluster nUmero cuatro, esta conformado
por cuatro cepas ST11 de la especie K.pneumoniae; V) El cldster nUmero cinco, esta
conformado por cuatro cepa del ST86 de la especie K.pneumoniae; V) El clister nimero
seis, esta conformado por cinco cepas del ST 29 y una cepa del ST277 y una cepa de ST
782 de la especie K.pneumoniae.; VII) El clister numero seis, esta conformado por cinco
cepas del ST 29 y una cepa del ST17 de la especie K.pneumoniae.
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Figura 6 Arbol de maxima verosimilitud (ML) con escala 0.1 Klebsiella Pneumoniae Snippy.
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5.1.3.2.1 Ejecucion de herramientas bioinformaticas que utilizan
enfoques multilocus.

Herramienta chewBBACA .

Este flujo de trabajo inicia con la adopcién de diferentes esquemas de tipificacion (Tabla
8) descargados de las bases de datos de nomenclatura alélica publica, los cuales tienen
diferentes conjuntos de loci de las especies sujetas de este estudio disponibles en el sitio
web del servidor de nomenclatura cgMLST.org http://www.camist.org/, BIGSdb-Pasteur
https://bigsdb.pasteur.fr/ y ChewBBACA https://github.com/B-UMMI/chewBBACA.

Tabla 8 Esquemas para tipificacion seleccionadas.

Esquema Especie Genes Método de Genoma de
adoptados tipificacion referencia
chewBBACA | P. aeruginosa 13586 cgMLST PAO1(NC_002516)
SeqSphere | P. aeruginosa 3867 cgMLST PAO1(NC_002516)
SeqSphere | K. pneumoniae 2358 cgMLST KP1(NZ_CP012883.1)
BIGSdb- K. pneumoniae 626 cgMLST KP1(NZ_CP012883.1)
Pasteur

Se utilizé el algoritmo de entrenamiento Prodigal para predecir rapidamente los genes
presentes en la secuencia FASTA de referencia para P. aeruginosa PAO1(NC_002516) y
K. pneumoniae HS11286 (NZ_CP012883.1) con un tiempo de ejecucion de 20 segundos
cada uno. Cabe mencionar que esta actividad se debe realizar antes de adoptar o crear
un esquema de tipificacion (cgMLST) ya que permite garantizar la reproducibilidad de la
llamada alélica.

Para la adopcién de esquemas externos (wgMLST/cgMLST) se utilizdé el algoritmo
PrepExternalSchema de la herramienta chewBACCA. Se adoptaron esquemas de
SeqSphere para la especie P. aeruginosa, que usa un total de 3867 genes, de los cuales
se invalidaron 58 alelos y cuyo tiempo de ejecucién fue 8 minutos 30 segundos, usando 4
cores y el esquema chewBACCA 13586 genes, esquema del que se invalidaron 70 alelos
procesados en 13 minutos 44 segundos, utilizando 4 cores. Esta informacion esta
disponible en la carpeta P.aeruginosa_Chewbbaca y P.aeruginosa_SeqSphere, archivos
invalid_alleles.txt, genes_novalidos.txt y summary_stats.tsv (Anexo 5).

De igual manera, se adoptan los esquemas cgMLST de SeqSphere y BIGSdb-Pasteur para
la especie K. pneumoniae. Con un total de 2358 genes para el esquema SeqSphere, con
20840 alelos invalidos con un tiempo de ejecucion de 6 minutos 51 segundos, utilizando 4
core, mientras que para el esquema BIGSdb-Pasteur, fueron 626 genes, 8 alelos invalidos
con un tiempo de ejecucion de 1 minuto 43 segundos, usando 4 cores. Esta informacion,
se puede consultar en la carpeta KPC_Ridom y KPC_pasteur, archivos invalid_alleles.txt,
genes_novalidos.txt y summary_stats.tsv (Anexo 5).
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Cabe mencionar que a medida que se aumenta el numero de cores, aumenta el porcentaje
de velocidad de procesamiento. Por consiguiente, se obtendra un procesamiento de los
datos con menor tiempo de ejecucion al que se reporta en el presente trabajo.
Adicionalmente, los esquemas adoptados y usados en la herramienta chewBACCA
https://github.com/B-UMMI/chewBBACA, se ejecutaron con parametros predeterminados
con una medida de similitud basada en la proporcion de puntuaciones BLAST (BLAST
Score Ratio de 0.6), el cual permite aceptar secuencias de genes de cualquier longitud. De
igual manera, debido a la variabilidad en el tamano de los alelos identificados por la
herramienta se usa un umbral de +/-20 %.

En el proceso de llamada de alelo, se utiliza el algoritmo AlleleCall en donde se definieron
los esquemas wgMLST creados a partir de genes adoptados de chewBACCA y BIGSdb-
Pasteur para los 52 genomas completos del dataset para la especie Pseudomonas
aeruginosa y 47 genomas completos del dataset para la especie Klebsiella pneumoniae
con el fin de establecer los perfiles alélicos conocidos, nuevos y loci no encontrado de cada
cepa.

Adicionalmente, para establecer los perfiles alélicos de las secuencias usadas en el
algoritmo AlleleCall, se proporcioné el archivo de entrenamiento de Prodigal para cada una
de las especies P. aeruginosa PAO1 y K. pneumoniae KP1. Se crea una base de datos
usando BLASTp con los genes identificados por Prodigal de los genomas de referencia,
en donde se comparan los locus presentes con una identidad del 100 % entre todos los
genomas con cada una de las bases de datos de alelos de locus identificado con la
abreviatura EXC. Para aquellos locus que no coinciden exactamente, se utiliza la relacion
de puntuacion BLAST (BSR) con un valor predeterminado por la herramienta de 0.6 con el
fin de identificar los locus que tienen una identidad entre el 70% y 80% con la abreviatura
INF.

Asimismo, la herramienta chewBBACA utiliza una nomenclatura para identificar los locus
no encontrados con la abreviatura LNF. Para los locus paralogos y coincidencias exactas
en el alelo, se identifica con abreviatura NIPH y NIPHEM, los cuales se deben eliminar del
analisis por generar multiples copias o duplicacion de genes que indican secuencias mal
ensambladas o de mala calidad. Cabe mencionar que hasta que no se eliminen estas
secuencias, el algoritmo AlleleCall no permite realizar el lamado de alelo. Esta informacion
se puede descargar del archivo results_statistics.tsv disponible en las carpetas
P.aeruginosa_Chewbbaca, P. aeruginosa Ridom, KPC_Pasteur, KPC_Ridom (Anexo 5).

Tabla 9 Parametros de llamada de alelo.

Esquema Especie Numero de % de Loci Tiempo de
adoptado loci usados coincidencia paralogos ejecucion
exacta

chewBACCA P. aeruginosa 4698 88,03 63 32 minutos
20 segundos

SeqSphere P. aeruginosa 3809 88,96 50 22 minutos
40 segundos

BIGSdb-Pasteur K. pneumoniae 626 80.86 2 2 minutos
34 segundos

SeqSphere K. pneumoniae 2358 83,78 12 12 minutos
47 segundos
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El tiempo de ejecucion de la llamada es proporcional al nimero de genomas utilizados
(Tabla 11). Adicionalmente, se puede concluir que el numero de loci usados por la
herramienta solo esta presente en el 88 % aproximadamente de los genomas de P.
aeruginosa y el 81% aproximadamente de los genomas de K. pneumoniae (Tabla 11). Los
alelos nuevos, se agregan al esquema aumentando el numero de alelos en el esquema.
La informacion se puede descargar del archivo results_statistics.tsv disponible en las
carpetas P.aeruginosa_Chewbbaca, P. aeruginosa Ridom, KPC_Pasteur, KPC_Ridom
(Anexo 5).

Debido a que el algoritmo de llamada de alelo AlleleCall imprime una lista de loci paralogos
los cuales generan posible fluctuacion en la asignacion de alelo, se debe realizar la
remocién de estos utilizando el algoritmo RemoveGenes obteniendo un nuevo archivo de
loci llamado results_alleles_NoParalogs.tsv el cual contiene todos los genes que se usaron
wgMLST para definir el esquema cgMLST (Anexo 5).

Seleccion y evaluacién del esquema cgMLST .

Con la nueva lista de loci registrados en el archivo results_alleles_NoParalogs.tsv se
determind el conjunto de loci en el genoma central (cgMLST) utilizando la operacion
TestGenomeQuality como prueba de calidad para determinar el umbral de presencia de
genes al 100 %, 99,5 %, 99 % y el 95 % de los genomas con buena calidad analizados
(Tabla 10). De igual manera, se excluyen los loci que estan por debajo del 95% de los
genomas en analisis.

Tabla 10 Resultados de TestGenomeQuality.

Esquema Numero Genes Genes Genes Genes
a dg tado Especie de precedentes precedentes precedentes precedentes
P genomas en el 100% en el 99,5% en el 99% en el 95%
chewBACCA ‘ P.aeruginosa 52 145 145 145 318
SeqSphere | P.aeruginosa 52 152 152 152 335
IB’IaGs?gt?r- ‘ K.pneumoniae 47 3 3 3 32
SeqSphere | K.pneumoniae 47 14 14 14 120

El archivo de salida se puede encontrar en la carpeta TestGenomeQuality

/GenomeQualityPlot.html con los loci que componen el cgMLST (95%). Adicionalmente, se
extrae el conjunto de loci en el genoma central al 95 % ejecutando el médulo ExtraCgMLST
el cual dura aproximadamente 15 segundos y cuyo archivo de salida contiene una matriz
de presencia y ausencia de alelos (Archivo Presence_Abscence.tsv) y el listado loci del
esquema cgMLST (Archivo cgMLSTschema.tx). Por ultimo, la matriz de perfiles alélicos
para cgMLST( Archivo cgMLST.tsv).

De acuerdo con la matriz de perfiles alélicos (cgMLST.tsv) de cada uno de los esquemas,
se construyeron los arboles de union de vecinos (NJ) y expansion minima (MST) usando
el software en linea de comando GrapeTree (Z. Zhou et al., 2018) . Estos arboles se
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pueden visualizar en la herramienta en linea iTOL (Letunic & Bork, 2019) y PHYLOViZ
(Francisco et al., 2012). Esta informacion se puede consultar en la carpeta
tree_Chewbbaca https://github.com/ocarabali/Anexos.qit.

Representacion grafica de los resultados de cgMLST: Arboles de
unién de vecinos (NJ) P.aeruginosa.
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Figura 7 Arbol de unién de vecinos (NJ) cgMLST con escala 0.1 basado en perfiles del esquema P. aeruginosa_
SeqSphere.

El arbol de unién de vecinos (NJ) de perfiles alélicos de P. aeruginosa (Figura 7), agrup6
52 genomas con un tamafio de perfil de 355 loci. Al realizar la comparacion con el arbol P.
aeruginosa estandar (Figura 5), se evidencia un arbol con una topologia diferente. Sin
embargo, el esquema SeqSphere utilizado en la herramienta chewBACCA agrupé
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correctamente las cepas estrechamente relacionadas con un maximo de 20 diferencias
alélicas de distancia. De igual manera, los genomas que pertenecen a especies diferente
se agruparon correctamente. Este esquema se ejecutdé en un tiempo de 2 horas

aproximadamente utilizando 4GB de memoria.
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Figura 8 Arbol de unién de vecinos (NJ) cgMLST con escala 0.1 basado en perfiles del esquema P. aeruginosa
_Chewbbaca

Al igual que con el esquema SeqSphere, el arbol de unién de vecinos (NJ) de perfiles
alélicos de P. aeruginosa de esquema chewBACCA (Figura 8) agrupd 52 genomas con
un tamano de perfil de 319 loci. Al realizar la comparacion con el arbol P. aeruginosa
estandar(Figura 5), se evidencia un arbol con una topologia diferente, pero similar al arbol
de la figura 7 del esquema SeqSphere, en donde se agrupo correctamente las cepas
estrechamente relacionadas con un maximo de 20 diferencias alélicas de distancia, al igual
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que los genomas que pertenecen a especies diferentes. Este esquema se ejecutd en un
tiempo de 2 horas 37 minutos aproximadamente utilizando 4GB de memoria.

Representacion grafica de los resultados de cgMLST: Arboles de
unién de vecinos (NJ) K.pneumoniae.
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Figura 9 Arbol de unién de vecinos (NJ) cgMLST con escala 0.1 basado en perfiles del esquema K. pneumoniae _Pasteur.

El arbol de union de vecinos (NJ) de perfiles alélicos de K. pneumoniae del esquema
Pasteur (Figura 9) agrup6 47 genomas con un tamaino de perfil de 32 loci. Al realizar la
comparacion con el Arbol K. pneumoniae estandar (Figura 6), se evidencia un arbol con
una topologia diferente en donde se agrupo correctamente la mayoria de las cepas
estrechamente relacionadas con un maximo de 20 diferencias alélicas de distancia.
Excepto, ST258 el cual esta presente en el grupo 3, ST11 CT9 presente en el grupo 4. Por
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el cual se toman como falsos positivos y ST17 clasificAndolo como falso negativo. Esto
dado porqué la herramienta los agrupa con ST a los cuales no tienen cercania. La
herramienta agrupa adecuadamente las cepas que pertenecen a especies diferentes. Este
esquema se ejecutd en 47 minutos aproximadamente utilizando 6GB de memoria.
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Figura 10 Arbol de union de vecinos (NJ) cgMLST con escala 0.1 basado en perfiles esquema K. pneumoniae _
SeqSphere.

El arbol de unién de vecinos (NJ) de perfiles alélicos de K. pneumoniae del esquema
SeqSphere (Figura 10), agrup6 47 genomas con un tamano de perfil de 120 loci. Al realizar
la comparacion con el Arbol K. pneumoniae estandar (Figura 6), se evidencia un arbol con
una topologia diferente pero similar al del esquema Pasteur pese a utilizar menos genes
que el esquema SeqSphere. en donde se agrupo correctamente la mayoria de las cepas
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estrechamente relacionadas con un maximo de 20 diferencias alélicas de distancia.
Excepto ST258 el cual esta presente en el grupo 3, ST11 CT9 presente en el grupo 4. Por
el cual se toman como falsos positivos y ST17 clasificAndolo como falso negativo. Esto
dado porqué la herramienta los agrupa con ST a los cuales no tienen cercania. La
herramienta agrupa adecuadamente las cepas que pertenecen a especies diferentes. Este
esquema se ejecutd en 1:00 hora aproximadamente utilizando 6GB de memoria.

Herramienta MentaLiST.

Para la evaluacion de MentaLiST, se utilizaron los datset anteriormente nombrados de las
especies P. aeruginosa y K. pneumoniae con el fin de medir el desempeno, tiempo de
ejecucion y recursos computacionales.

El flujo de trabajo de MentaLiST, inicia con la adopcion e instalacion del esquema
SeqSphere para la especie K. pneumoniae basado en 2361 genes y P. aeruginosa basado
en 3869 genes disponible en https://www.cgmlst.org/ncs y continua con la construccién de
una base de datos de k-mers de longitud predeterminada (k=31), en donde se calculan
los k-mers de todos los alelos del locus y se crea una Tabla hash que vincula cada k-mers
con los alelos donde esta presente (Feijao et al., 2018). Este paso duro aproximadamente
3 minutos por cada dataset.

Posteriormente, se realiza el lamado de alelo por triplicado para cada esquema utilizando
en la base de datos de k-mers anteriormente nombrada, obteniendo como resultado cuatro
archivos por cada especie (kpc_call.txt y P_call.txt) en los cuales se relaciona la matriz de
perfiles alélicos del enfoque wgMLST. (kpc_call.txt.novel.fay P_call.txt.novel.fa) relacionan
las secuencias de los alelos nuevos, (kpc_call.txt, coverage.txt y P_call.txt.coverage.txt)
relacionan los alelos con mayor puntuacion y cobertura del 100% o debajo del umbral del
50%. Por ultimo (kpc_call.txt.novel.txt y P_call.txt.novel.txt), contiene la matriz en donde se
relacionan los alelos nuevos, mutaciones y sus descripciones (Anexo 5).

En el proceso de llamado de alelo para las 2 especies, se utiliza el algoritmo MentaLiST
call a partir de todos los genes adoptados para los genomas del dataset de la especie
Klebsiella pneumoniae y de P.aeruginosa. La duracion de este proceso fue de 55 minutos
aproximadamente y uso de memoria RAM de 2 Gb por cada una de las réplicas.
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Representacion grafica de los resultados de wgMLST: Arboles de

unién de vecinos (NJ) K.pneumoniae.
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Figura 11 Arbol de unién de vecinos (NJ) basado en enfoque wgMLST con escala de 0.1 K. pneumoniae _ SeqSphere.

El arbol filogenético de union de vecinos (NJ) utilizando el esquema SeqSphere con perfiles
alélicos de K. pneumoniae en la herramienta MentaLiST (Figura 11), agrupd 47 genomas
con un tamafo de perfil de 2360 loci. Al realizar la comparacién con el arbol K. pneumoniae
estandar (Figura 6), se evidencia un arbol con una topologia diferente. Sin embargo,
agrupa correctamente las mayorias de las cepas estrechamente relacionadas con un
maximo de 20 diferencias alélicas de distancia. Excepto, las cepas del ST17, ST10, ST6,
ST11 generando un falso positivo y el ST258 generando un falso negativo. Esto dado
porqué la herramienta los agrupa con ST a los cuales no tienen cercania.
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Representacion grafica de los resultados de wgMLST: Arboles de
unién de vecinos (NJ) P.aeruginosa.
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Figura 12 Arbol de unién de vecinos (NJ) minima basado en enfoque wgMLST con escala 0.1 P.aeruginosa_ SeqSphere.

El arbol filogenético de unién de vecinos (NJ) utilizando el esquema SeqSphere con perfiles
alélicos de P. aeruginosa en la herramienta MentalLiST (Figura 12), agrup6 52 genomas
con un tamafo de perfil de 2869 loci. Al realizar la comparacion con el arbol P. aeruginosa
estandar (Figura 5) y el arbol P. aeruginosa obtenido con chewBACCA (Figura 7), se
evidencia un arbol con una topologia diferente. Sin embargo, agrupa correctamente las
mayorias de las cepas estrechamente relacionadas con un maximo de 20 diferencias
alélicas de distancia. excepto en las cepas del ST19 generando un falso positivo y el
ST1239 generando un falso negativo. Esto dado porqué la herramienta los agrupa con ST
a los cuales no tienen cercania.
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5.1.3.2.2 Ejecucion de la herramienta bioinformaticas basada en
nucleétidos.

Herramienta SAMtools.

El flujo de trabajo para genotipificar con la herramienta SAMtools, inicia con la alineacién
de los reads contra el genoma de referencia de Pseudomonas aeruginosa
(NZ_PAO1.fasta) y Klebsiella pneumoniae (HS11286.fasta) utilizando el software de
alineamiento BWA el cual acepta datos en formato FASTQ (Wingett & Andrews, 2018), y
el software de alineamiento pareado Minimap2, el cual acepta formatos FASTA y FASTQ
como entrada, permitiendo hacer analisis de genomas completos de cepas estrechamente
relacionados (Hallgren et al., 2021). Sin embargo, no fue posible convertir alineaciones al
archivo SAM/BAM para realizar el llamado e identificar SNPs entre otros. Esto dado a que
los dataset utilizados por cada especie, son ensamblaje de genomas completos en formato
FASTA y no reads como lo exige la guia de la herramienta. Por lo anterior, se excluyé la
herramienta SAMtools del analisis bioinformatico.

Herramienta GATKA4.

El kit de herramientas Genome Analysis Toolkit (GATK), se actualizo de version a partir de
diciembre del afno 2022 pasando del software GATK3 al GATK4. Este flujo de trabajo
requiere la alineacién de un genoma de referencia en formato FASTA (.fa.gz,) de
Pseudomonas aeruginosa (NZ_PAO1.fasta) y Klebsiella pneumoniae (HS11286.fasta)
contra las secuencias analizar en formato FASTQ (.fastq.gz) ejecutada con el alineador
BWA para generar un archivo SAM y luego convertir al archivo BAM con la herramienta
SAMtools, para posteriormente realizar la llamada variantes a través de GATK (Bathke &
Lahken, 2021). Sin embargo, no fue posible realizar el trabajo en esta herramienta porque
los dataset utilizados por cada especie son ensamblaje de genomas completos en formato
FASTA y no en FASTQ. Por lo anterior, se excluyé la herramienta GATK4 del analisis
bioinformatico.

Herramienta Parsnp.

Parsnp es una herramienta rapida el cual utiliza genoma de referencia para identificar las
posiciones de SNP gracias a MUMi, el cual ayuda a identificar rapidamente genomas
estrechamente relacionados. Para analisis de SNP, se utilizaron los archivos (parsnp.tree)
para visualizar el arbol filogenético esto dado a que los archivos (parsnpAligner.log,
parsnp.xmfay parsnp.ggr) no muestran informacion relevante para analisis de datos como
él % de los genomas alineados, tamano de alineacion del genoma centra o posiciéon SNP
(Anexo 5).
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Por otro lado, la herramienta no ejecuté al utilizar el dataset de la especie K. pneumoniae
debido a que la distancia entre el genoma de referencia y cada uno de los genomas del
dataset es MUMi = 0,1, lo que la herramienta Parsnp interpreta como demasiada
divergencia entre los genomas y no arroja resultados, aunque se disminuya MUMi = 0,05.

La llamada de variantes (SNP) y las alineaciones multiples para el dataset de la especie
Pseudomonas aeruginosa el cual contiene 52 genomas, se realiz6 en un tiempo de 6
minutos aproximadamente utilizando 8 CPU.

Analisis filogenético del SNP de la especie P. aeruginosa con
datos de la herramienta Parsnp.
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Figura 13 Arbol de maxima verosimilitud (ML) con escala 0.1 basado en enfoque SNP P. aeruginosa _Parsnp.
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El arbol filogenético de maxima verosimilitud (ML) de la herramienta Parsnp construido a
partir de alineaciones de genoma central de SNP (Figura 13), agrupé 52 genomas vy
muestra una topologia diferente a la del arbol P. aeruginosa estandar (Figura 5). Gener6
11 agrupamiento estrechamente relacionadas. Sin embargo, agrupo inadecuadamente los
ST313, ST2619, ST27 en clusters a los cuales no tienen cercania. Por lo tanto, se toman
como falsos positivos. Esto puede deberse porqué Parsnp esta disenado para realizar
alineamientos de genoma central de manera moderada, como consecuencia es menos
sensible y precisa (Treangen et al., 2014). Cabe mencionar, que la herramienta ejecuto
todo el proceso en 6 minutos utilizando 5GB.

Herramienta kSNP3.

La herramienta kSNP basada en k-mers es Util para identificar, anotar y generar arboles
filogenéticos de unién de vecinos (NJ), maxima verosimilitud (ML) y parsimonia basados
en SNP sin utilizar genoma de referencia (Gardner et al., 2015). A partir de diciembre del
afio 2022, la herramienta cambia de version pasando de kSNP3 a KSNP4, una version
significativamente mejorada.

Los arboles filogenéticos se pueden visualizar en la herramienta MEGA X (Kumar et al.,
2018) sugerida por los desarrolladores de kSNP o en su defecto por la herramienta iTOL
(Letunic & Bork, 2019).

El flujo de trabajo inicia con la conversion del dataset de las especies Pseudomonas
aeruginosa y Kilebsiella pneumoniae utilizando el programa MakeKSNP4infile el cual
genera un archivo que da la ruta a cada secuencia que contiene el dataset y un nombre
para cada genoma, el cual se puede ver en los archivos (kpc_file y Pseudomonas_file)
(Anexo5).

Posteriormente, el programa genomeNames4 utiliza los archivos (kpc file vy
Pseudomonas_file) para realizar la anotacion de cada SNP en un genoma utilizando
informacion recuperada del NCBI (Gardner et al., 2015). Como resultado se generan los
archivos(annotatedPSEUDO)para la  especie = Pseudomonas  aeruginosa 'y
(annotatedGenomeskpc) para Klebsiella pneumoniae (Anexo 5).

Para finalizar, el programa Kchooser4 utiliza los archivos de las especies (kpc_file y
Pseudomonas_file) para determinar el valor 6ptimo de k-mers que KSNP4 identifica en
todas las secuencias (Gardner et al., 2015), dando como resultado una longitud de k-mers
a utilizar para Pseudomonas aeruginosa de 21 y Klebsiella pneumoniae de 17.

Una vez anotadas e identificadas las distancia k-mers para cada una de las especies, la
herramienta KSNP4 realiz6 un analisis de SNP del genoma completo para evaluar la
relacion filogenética entre las cepas de cada datase.
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La herramienta identificd un total de 345.652 SNP, de los cuales 123 SNP eran centrales,
345.529 SNP no centrales y al menos 184.414 SNP tenian una fraccion del 0,75 en los
genomas de Pseudomonas aeruginosa. En cuanto a los SNP de Klebsiella pneumoniae,
KSNP4 identificd un total de 841.496 SNP, de los cuales 21 SNP son centrales, 841.475
SNP son no centrales y al menos 283.749 SNP tenian una fraccion del 0,75 en los
genomas. Esta informacion se puede recuperar de los archivos (COUNT_SNPs y
COUNT _coreSNPs) para cada especie (Anexo 5).

Anadlisis filogenético SNP de las especies Pseudomonas
aeruginosa y Klebsiella pneumoniae con datos de la herramienta
KSNP4.
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Figura 14 Arbol de maxima verosimilitud (ML) con escala 0.1 basado en enfoque SNP Pseudomonas aeruginosa kSNP.



54 Evaluacion de herramientas bioinformaticas utiles en la tipificacion de
Klebsiella pneumoniae y pseudomonas aeruginosa a partir de datos de
secuenciacién de genomas completos

El arbol filogenético de maxima verosimilitud (ML) (Figura 14) muestra una topologia
diferente al arbol P. aeruginosa estandar ( Figura 5), agrupando 52 genomas con k-mers
= 21. Sin embargo, se evidencia correctamente agrupados los genomas en los 7 clusters
estrechamente relacionados incluidos los genomas diferentes a Pseudomonas aeruginosa.
Cabe mencionar, que los genomas en cada uno de los clusters estan en diferente posicion
con respeto al arbol estandar. Este proceso se ejecuté en 3 horas 22 minutos utilizando
7GB de memoria RAM.
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Figura 15 Arbol de maxima verosimilitud (ML) con escala 0.1 basado en enfoque SNP Klebsiella Pneumoniae kSNP.
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Al igual que los arboles filogenéticos de Pseudomonas aeruginosa (Figura 14), el arbol de
Klebsiella pneumoniae (Figura 15) también muestra una topologia diferente al arbol de
Klebsiella pneumoniae estandar (Figura 6). Sin embargo, se evidencia correctamente.

agrupados los genomas en los 7 clusters estrechamente relacionados incluidos los
genomas diferentes a Pseudomonas aeruginosa. Cabe mencionar, que los genomas en
cada uno de los clusters estan en diferente posicion con respeto al arbol estandar. Este
proceso se ejecutd en 2 horas 37 minutos utilizando 7GB de memoria RAM.

5.1.3.2.3 Ejecucion de la herramienta bioinformaticas basada en
pangenoma.

Herramienta Roary.

Roary es un software util para construir pangenoma. Entendiendo como pangenoma a el
numero total de genes que estan presentes en las cepas de una especie, los cuales
pueden ser centrales, accesorio y especificos (Guimaraes et al., 2015). El flujo de trabajo
de Roary, inicia con la generacion del formato de entrada GFF3 el cual se obtiene a través
de la herramienta Prokka convirtiendo los archivos de los datasets que estaban en formato
FASTA a archivos de anotaciéon GFF3 (Page et al., 2015).

En la ejecucién del proceso anterior, se generaron 17 archivos de salida para cada una de
las especies que se estan analizando en el presente trabajo. De los cuales, el archivo
(accessory_binary_genes.fa.newick) se utilizé como entrada en la plataforma ITOL para
visualizar el arbol filogenético de union de vecinos (NJ) y el archivo (summary_statistics.txt)
para identificar la totalidad de genes presentes en el pangenoma (Anexo 5).

Analisis filogenético del pan-genoma de las especies Klebsiella
pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa con datos de Ila
herramienta Roary.

Para el analisis Pangendmico, se establecié el parametro del 95% de identidad de
secuencia para definir la homologia de las dos especies. obteniendo como resultado 29234
genes de los cuales 5387 genes hacen parte del genoma central para la especie Klebsiella
pneumoniae y 24957 genes de los cuales 6324 genes hacen parte del genoma central para
la especie Pseudomonas aeruginosa. Por lo tanto, se procede hacer el analisis filogenético.

El arbol filogenético de maxima verosimilitud (ML) la especie Klebsiella pneumoniae
(Figura 16), construido a partir de un pan-genoma de 29234 genes, genero 8 grupos
estrechamente relacionados. Sin embargo, al comparar con el arbol de Kilebsiella
pneumoniae estandar (Figura 6) se evidencia una topologia diferente. Adicionalmente, la
herramienta no agrupo correctamente las cepas (ST340 y ST11) las cuales comparten
cercania genoémica con los genomas del grupo 3, lo que podria interpretarse como un falso
positivo. Este proceso se ejecutd en 4 horas 40 minutos utilizando 3 GB de memoria RAM.
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Figura 16 Arbol de maxima verosimilitud (ML) con escala 0.1 basado en enfoque pangenoma Kilebsiella Pneumoniae Roary.

La construccién del arbol filogenético de Pseudomonas aeruginosa (Figura 17) se realizd
con un pan-genoma de 24957 genes, generando 6 grupos filogenéticamente relacionados.
Sin embargo, al comparar con el arbol estandar (Figura 5) se evidencian diferencias en la
topologia del arbol, esto dado a que la herramienta agrupa a K. pneumoniae y S.enterica
en un solo clusters como si pertenecieran a una misma especie, lo que indica un error en
la clasificacién de los genes centrales debido al bajo porcentaje de similitud, lo que conlleva
a variabilidad entre los genes de las especies.
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Adicionalmente, no agrupo correctamente el ST 277 el cual deberia de estar dentro del
grupo 6 en donde su genoma tiene cercania. Por la cual, se interpreta como un falso
negativo. Este proceso se ejecutd en 5 horas 30 minutos utilizando 3 GB de memoria RAM.
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Figura 17Arbol de maxima verosimilitud (ML) con escala de 0.1 basado en enfoque pangenoma Pseudomonas aeruginosa

Roary.

Herramienta PIRATE.

El flujo de trabajo para la creacion del pangenoma para las especies Pseudomonas
aeruginosa y Klebsiella pneumoniae, inicia con la adopcion del Formato de Caracteristica
General GFF3 generado anteriormente la herramienta Prokka (P.gff y kpc.gff) para

posteriormente construir el pangenoma.
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Se ejecuto adecuadamente el dataset de las dos especies anteriormente nombradas, con
multiples umbrales de identidad de (50,60,70,80,90,95,100) para construir el pangenoma.
Obteniendo asi 19426 genes en 47 genomas para la especie Klebsiella pneumoniae, de
los cuales 940 se clasificaron como centrales. De la misma manera, se construyo el
pangenoma de la especie Pseudomonas aeruginosa con 15150 genes de los cuales 917
se clasificaron como centrales.

Analisis filogenético del pan-genoma de las especies Klebsiella
pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa con datos de Ila
herramienta PIRATE.

P.aeruginosa-ST277 - CT (R.) scg (R.)
P.aeruginosa-ST277 - CTS - scg (R.)
B.pseudomallei-5ST10- CT1 - scg (R.)
L.monocytogens-ST6- CT(R.)
L.monocytogens-5Te- CT(R.)
K.oxytoca-5TH9- CT(R.)
K.pneumoniae-5T163- CT3380 -gcg 671
K.pneumoniae-3T323- CT3407- scglb2e
K.pneumoniae-5T17- CTE6 - scg4916
K.pneumoniae-5T152- CT3403 - 3cg2T05
K.pneumoniae-3T244- CT3383 - 3cg (R.)
K.pneumoniae-5T234- CT4932 - scgd4128
K.pneumoniae-5T101- CT1371 - 3cg33vd
K.pneumoniae-5T15- CT40934 - scgrib
K.pneumoniae-5T15- CT4933 - 3cg12390
t K.pneumoniae-ST15- CT4941 - scgid2
I K.pneumoniae-5T15- CT3441 - scgdT28
T K.pneumoniae-3T15- CT3435 - scgb77
L K.pneumoniae-5T15- CT3432 - scg3892
K.pneumoniae-3T15- CT76 - scgéd4
K.pneumoniae-ST15- CT76 - scgidd

K:pneumuniae-STH- CT3445 - 2cgd007
'| K.pneumoniae-5T29- CT3445 - scgd007
K.pneumuniae-ﬁﬁﬂ- CT70 - scg3298

K.pneumoniae-3T252- CT3426 - scg (R.)
— K.pneumoniae-5T36- CT72- 2cg4843

I K.pneumoniae-3T273- CTE6- scg3ios

T K.pneumoniae-5TE6- CT 3428- scglrd2
[ K.pneumoniae-5TE6- CT7- =cg{R.)

b K.pneumoniae-3TE6- CT3376- 3cglddd

L K.pneumoniae-STE6- CTE2- scg2TE9

[ K.pneumoniae-5Te6- CT6- scg (R.)
L K.pneumoniae-5T65- CT71- 2cg4006
K.pneumoniae-5T36- CT3369- scg4843
K.pneumoniae-5T111 CT34322 - 2cg219
K.pneumoniae-5T340- CT3204- 2cgd875
K.pneumoniae-5T258- CTT8- scg23b
K.pneumoniae-5T340- CT3404- 2cg2875
1 K.pneumoniae-5T11- CT11 - scg2892
1 K.pneumoniae-5T11- CT49966- scg4141

! H511286.K.pneumoniae-5T11- CTY - scgd 268
r K.pneumoniae-5T11- CT4933 - scg12390
L K.pneumoniae-5T11- CT4944 - scg12390

Figura 18 Arbol de maxima verosimilitud (ML) con escala 0.1 basado en enfoque pangenoma Kiebsiella Pneumoniae
PIRATE.
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El arbol filogenético (Figura 18), se construyé con la matriz de presencia/ausencia (formato
binary_presence_absence.nwk) de genes del pangenoma (Anexo 5). Al comparar con el
arbol estandar (Figura 6), se observa claramente las 6 cepas filogenéticamente distantes
conformado por tres especies divididas en Pseudomonas aeruginosa (ST 27), Listeria
monocytogenes (ST 6),Burkholderia pseudomallei (ST 10) y Klebsiella oxytoca (ST 59).
Adicionalmente, la herramienta agrupa incorrectamente el ST 258 en un grupo el cual no
tiene cercania gendmica. Por tal motivo se clasifica como falso positivo. Por otra parte, el
ST 17 no esta agrupado en el clisters en el cual tiene cercania gendmica por lo que se
clasifica como falso negativo.

S.enterica-5T19 - CT2

K. pneumoniae-5Te6- CTEE
K.pneumoniae-5T15- CT58

P.aeruginosa-5T277 - CT (R}
P.aeruginosa-5T1185- CT (R.
LAeruginosa- - i
'aeruginosa-STTE2 - CT (NRL)
| Paeruginosa-5T111 - CT
| P.aeruginosa- 5T549 - CT (R.)
- P.aeruginosa-5T27 - CTS
L P.aeruginosa-5T3090 - CT (R.)
P.aeruginosa-5T2960 - CTN
P.aeruginosa-5T387 - CT (R.)
P.aeruginosa-5T4042 - CT (R}
I P.aeruginosa-5T313 - CT1714

P.aeruginosa-5T1971 - CT (R}

P.aeruginosa-5T132 - CT16

- P.aeruginosa-5T1047 - CT4
P.aeruginosa-5T277 - CTE
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P.aeruginosa-5T323
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Figura 19 Arbol de maxima verosimilitud (ML) con escala 0.1 basado en enfoque pangenoma Pseudomonas aeruginosa
PIRATE.

Al igual que con la especie Klebsiella pneumoniae, el arbol filogenético de la especie
Pseudomonas aeruginosa (Figura 19) se construyd con la matriz de presencia/ausencia.
Al comparar con el arbol estandar (Figura 5), se evidencia 5 cepas filogenéticamente
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distantes a Pseudomonas aeruginosa conformado por Klebsiella pneumoniae (ST 66, ST
15, ST65) y Salmonella enterica (ST 19). Sin embargo, la herramienta no agrupa 2
adecuadamente un genoma (ST 277) dentro del grupo que tiene cercania evolutiva, lo que
se un falso positivo.

5.1.3.3 Desempeiio de las Herramientas Bioinformaticas.

Se evalud el rendimiento de las herramientas utiles para tipificar a partir de arboles
filogenéticos derivados de cada herramienta, con el fin de determinar si las herramientas
clasificaban y agrupaban adecuadamente las cepas que estaban estrechamente
relacionas de aquellas que presentan mayor divergencia gendmica mediante analisis
filogenéticos.

La herramienta chewBBACA por tener enfoque cgMLST, se utilizé en su evaluacién
esquemas de tipificacion adoptados correspondientes a SeqSphere, BIGSdb vy
ChewBBACA. Por tal motivo, aparece duplicada en el andlisis.

B P, geruginosa M K. pneumoniae

0.94 0.94 0.89
1.00 1.00 0.94

CHEWBBACA CHEWBBACA MENTALIST PARSNP KSNP4 ROARY PIRATE
SEQSPHERE

Figura 20 Comparacion herramientas en la exactitud.

Se obtuvo la maxima precisién con la herramienta KSNP4 la cual utiliza un enfoque de
SNP en comparacion con las demas herramientas utilizadas, seguida de las herramientas
chewBBACA cuyo enfoque esta basado en cgMLST y PRIVATE que utiliza pangenoma las
cuales obtuvieron en promedio 97%y 96% de concordancia entre el valor verdadero y el
medido, indicando que clasifican mejor los datos (Figura 20). La demas herramienta esta
por debajo del 95% en promedio.
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W P. aeruginosa [ K. pneumoniae

Figura 21 Comparacion herramientas en la precision.

Al igual que en la exactitud, la herramienta KSNP4 fue la mas precisa con el 100%, seguida
de chewBBACA y PRIVATE con el 97% en promedio, indicando que realizan mejor
prediccion de los cepas estrechamente relacionadas y menor probabilidad de falsos
positivos (Figura 21). Las demas herramientas tienen una exactitud por debajo del 95%.

N chewBBACA ™ chewBBACA mParSNP EmkSNP4 MRoary MPIRATE ® MentaliST
Ridom

1.20

00 1.001.00 - 1004 960.960.96 097097  1995960.970.96

0.80

0.60

0.40

0.20

0.00

0.00
P. aeruginosa K. pneumoniae

Figura 22 Comparacion herramientas en la sensibilidad.
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La mayoria de las herramientas tiene una sensibilidad por encima del 96% en promedio
para identificar cepas estrechamente relacionadas (Figura 22). Excepto Parsnp, esto dado
que la herramienta no ejecuto el set de datos de Klebsiella pneumoniae.

I [ - h I

| | i ).U506 _ i i

CHEWBBACACHEWBBJACA MENTALIST ~ PARSNP KSNPL ROARY PIRA'IJE
RIDOM

B P. aeruginosa K. pneumoniae

Figura 1 Comparacién herramientas en la tasa de error

Adicionalmente, se verificod la tasa de error evidenciando que probabilidades de que las
herramientas no agrupen las cepas altamente relacionadas estan por debajo del 0.1%
(Figura 23). En cuanto a la facilidad de uso (Anexo 3), todas las herramientas son faciles
de usar ya, que utilizan un lenguaje sencillo y facil de interpretar en el momento de procesar
los datos. Adicionalmente, todas las herramientas cuentan con un buzén de consulta en
donde los usuarios pueden realizar consultas a sus desarrolladores con el fin de resolver
problemas de uso que se puedan presentar.

De igual manera, se realizé la medicion del tiempo de ejecucién y la cantidad de memoria
utilizada, evidenciando que las herramientas que mas recursos consumieron en memoria
RAM fueron kSNP4 con 7 GB y Parsnp con 6 GB en promedio. Sin embargo, la cantidad
de memoria utilizada no fue proporcional al tiempo de ejecucion de cada herramienta,
evidenciando que las herramientas que usan enfoque pangenoma (kSNP4 ,PIRATE)
tienen un tiempo promedio de ejecucion de 4.5 horas, seguidas de kSNP4 con un tiempo
de ejecucion de 3 horas en promedio y chewBBACA con 1.5 horas de ejecuciéon. Cabe
mencionar que el proceso que mas tiempo lleva es la alineacién y busqueda de homologia
cuando se utiliza BLAST.
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6. Capitulo 6

6.1 Conclusiones y recomendaciones.

Conclusiones.

El andlisis e interpretacion de conjuntos de datos gendmicos es un desafio importante,
esto dado a la gran cantidad de herramientas con diferentes aproximaciones. Es por ello,
por lo que se recomienda realizar evaluaciones comparativas para tener confianza en los
resultados obtenidos

De acuerdo con los resultados obtenidos de la evaluacion comparativa del presente
trabajo, se puede observar que las herramientas KSNP4 con un enfoque de llamada de
SNP, chewBBACA enfoque wgMLST/cgMLST y PRIVATE enfoque pangenoma
presentaron mejor desempefio y poder discriminatorio entre sepas estrechamente
relacionadas en comparacion con las demas herramientas, lo que indica que se puede
utilizar cualquiera de las tres herramientas para realizar la tipificacion a partir de datos
WGS.

Cabe mencionar, que ninguna de las herramientas evaluadas genera un tipo 0 nombre a
las cepas, ya que su funcion final esta relacionada con agrupar los genomas que estén
mayormente relacionadas de acuerdo con unas caracteristicas definidas e independiente
en cada enfoque. Por tal motivo, se sugiere antes de ejecutar estas herramientas utilizar
los servidores de nomenclatura alélica gratuitos como Enterobase, Instituto Pasteur y
PubMLST, los cuales son gratuitos en la web y permiten asignarle un secuenciotipo al
genoma de interés. Sin embargo, estos sitios presentan una gran desventaja relacionados
con la nomenclatura wg/cgMLST, MLST o rMLST la cual no es universal para todas las
especies lo que podria llevar a resultados diferentes entre los laboratorios.

Por ultimo, el andlisis filogenético de los datos de WGS de Klebsiella pneumoniae y
Pseudomonas aeruginosa basada en wgMLST, cgMLST, SNP y pangenoma en relacion
con el arbol filogenético de referencia (Figura 5) (Figura6), arrojo resultados congruentes
en cuanto al adecuado agrupamiento de los out group. Sin embargo, no se evidencia la
misma filogenia de los genomas estrechamente relacionados en todos los arboles, debido
a que algunas herramientas realizan la reconstruccion filogenética a través de algoritmos
de distancias como Minima Expansion y Neighbor-joining o de optimizacion como maxima
verosimilitud y Parsimonia entre otros; los cuales difieren uno de otro asi se utilice la misma
muestra, lo que podria llevar a la interpretaciéon errénea del resultado.
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Recomendaciones.

La necesidad de la poblacion cientifica y la epidemiologia para tipificar aislados
bacterianos, ha desencadenado el desarrollo de un numero importante de métodos,
modelos, enfoque y esquemas, que han sido implementados en un sinfin de herramientas
bioinformatica las cuales presentan desafios en su reproducibilidad, instalacion,
estabilidad, mantenimiento, actualizacion a corto, mediano y largo plazo. lo que puede
limitar el uso de las herramientas o que afectar los resultados. Por ello, se hace necesario,
implementar un consenso sobre el tipo de evaluacién comparativa que se deba realizar a
cada uno de los parametros anteriormente nombrado al igual que las métricas que llevaria
la evaluacion.

De igual manera, se espera que las herramientas evaluadas en este trabajo sean utiles
para el proceso de tipificacion de otros estudios. Se recomienda realizar un estudio de las
herramientas anteriormente nombradas solo con secuencias que contengan los reads de
las cepas en formato FASTQ, esto dado se realizé la evaluacion con secuencias
ensambladas en formato FASTA, lo que podria cambiar los resultados generados por las
herramientas.

Por ultimo, se recomienda establecer una base de datos a nivel global en donde se
almacenen los secuenciotipos y caracteristica los esquemas cgMLST/wgMLST, SNP y
pangenoma, con el fin de poder comparar los aislados bacterianos a nivel mundial
independiente de las aproximaciones que utilicen de las herramientas.
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