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Resumen

Uno de los desafios més urgentes que enfrentan los sistemas de salud a nivel global es
la resistencia a los antimicrobianos (RAM). Esta problematica tiene asociadas consecuencias
tanto clinicas como econdmicas para los paises, por lo que se han creado guias para la
implementacion de su vigilancia mediante la identificacion de clones de alto riesgo, asi como
la caracterizacion de genes que codifican determinantes de resistencia a antimicrobianos y
factores de virulencia a través del uso de la genémica en combinacion con las metodologias
clasicas. El ambiente también juega un rol importante en la diseminaciéon de la RAM.
Diferentes especies portadores de genes de resistencia colonizan silenciosamente la
microbiota intestinal de poblaciones sanas las cuales alcanzan las aguas residuales urbanas y
son sometidas a presiones selectivas por agentes antimicrobianos, metales y desinfectantes
alli presentes, convirtiendo el saneamiento en un /ot spot para la transferencia horizontal de
genes de RAM. En este sentido, la implementacion de tecnologias de secuenciacion portables
de tercera generacion podrian significar un avance para la caracterizacion de determinantes
de resistencia de forma répida asi como de especies patdgenas relevantes para la salud,
incluso en el mismo lugar de la toma de la muestra. La metagenomica permite el estudio de la
estructura de las comunidades microbianas y la deteccidon de genes de RAM del ambiente asi
como la caracterizacion de microorganismos no cultivables y/o desconocidos. A pesar de la
disminucién de los costos asociados a esta metodologia, aun se requieren de procedimientos
de relevamiento taxonémico rapido y de bajo costo con capacidad de identificacion de alta
resolucion a nivel de especie. Una de las metodologias mas utilizada es la secuenciacion del
gen 16S del ARNr para la deteccion primaria de microorganismos procariotas a partir de
muestras humanas, animales y el ambiente.

El presente trabajo se basa en la implementacion de la tecnologia de secuenciacion
Oxford Nanopore Technologies (ONT) para la caracterizacion gendémica de microorganismos
procariotas y virales. Especificamente se realizd el andlisis genomico retrospectivo de
aislamientos recuperados de un brote nosocomial causado por K. prneumoniae ocurrido en el
afio 2017 en una institucion hospitalaria local. A partir de los datos gendmicos generados
exclusivamente con la plataforma portable se obtuvieron secuencias plasmidicas completas
donde se identificaron multiples genes de resistencia, siendo los que codifican para las
carbapenemasas KPC-2 y NDM-1 (CR-Kp) los mas relevantes desde el punto de vista clinico.

La generacion de genomas de alta resolucion con la incorporacion de datos de secuenciacion



de segunda generacion, permitié que se identificara el clon CR-Kp ST-11 O2v1:KL64 de
distribucion global como causante del brote intrahospitalario.

Las tecnologias de secuenciacion portables de tercera generacion también han sido
extensamente utilizadas para la secuenciacion de genes marcadores debido a la posibilidad de
obtener la secuencia completa del mismo. En este contexto, se desarrolld porefile un pipeline
automatizado para la generacion de perfiles taxonomicos a partir de datos de secuenciacion
de tercera generacion del gen 16S del ARNr completo. Porefile clasifica las lecturas de
secuenciacion en base al algoritmo LCA (por lower common ancestor) € implementa un paso
adicional de pulido a nivel de especie a partir de una base de datos reducida con la finalidad
de mejorar la abundancia relativa recuperada a este nivel taxondémico. Utilizando datos
simulados, porefile mostr6 resultados similares a los obtenidos con EMU, una herramienta
basada en el algoritmo EM (por expectation-maximization), en cuanto a la deteccion a nivel
de especie y recuperacion de la abundancia relativa esperada de una comunidad de prueba de
alta y baja complejidad. Asimismo, mostr6 niveles similares de recuperacion de la taxonomia
y abundancia relativa de los géneros mas representados cuando se compararon los resultados
obtenidos a partir de la region V1-V9 con datos ONT y la region V3-V4 con datos generados
con tecnologia Illumina para muestras de la microbiota intestinal humana obtenidas de base
de datos publicas.

Por otra parte, la gendmica ha sido una herramienta fundamental para la vigilancia de
variantes de SARS-CoV-2 en el contexto de la reciente pandemia global de COVID-19. La
plataforma portable de ONT ha sido utilizada para la caracterizacion viral en varias regiones
del mundo, incluso en regiones de menores ingresos. Si bien alin queda un largo camino por
recorrer en cuanto a la implementacion de la vigilancia gendmica a escalas comparables a las
regiones de mayores ingresos, es necesaria la generacion de metodologias que permitan
realizar la vigilancia de patdégenos de forma rapida, confiable y costo-efectiva mientras este
camino es recorrido. En este contexto se realizd la caracterizacion de los primeros genomas
de SARS-CoV-2 obtenidos a nivel local en conjunto con otras secuencias uruguayas
presentes en la base de datos GISAID correspondiente al mes de marzo del 2020. A partir de
estudios filodinamicos, se observaron multiples introducciones durante el mes de marzo en
Uruguay desde distintas regiones que incluyen Sudamérica, Norteamérica y Asia. A su vez,
se estima que el virus ya circulaba en el pais desde fines de febrero del 2020.

Finalmente, se utiliz6 tecnologia ONT para la generacidon de secuencias consenso del
gen que codifica para la proteina S de SARS-CoV-2. Debido a que gran parte de las

mutaciones que definen a una variante de preocupacion se encuentran en el gen S, se



implementd un protocolo para la preparacion de amplicones solapantes del gen S completo de
SARS-CoV-2. Al utilizar esta estrategia, se pudo clasificar gran parte de las muestras en un
ensayo piloto, por lo que la metodologia podria utilizarse para la clasificacion rapida y
costo-efectiva de las variantes virales e incluso podria aplicarse a otros marcadores

moleculares.
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Introduccion general

El monitoreo de microorganismos patdogenos emergentes requiere idealmente, de un
sistema de vigilancia epidemioldgica con la capacidad de deteccion temprana y mecanismos
de intercambio de informacion rapidos y confiables (1). Un evento de salud publica ocurrido
en un lugar puede convertirse rapidamente en una crisis global y en este sentido, la genomica
permite generar informacion con capacidad de ser rdpidamente analizada, interpretada y
compartida, brindando oportunidad de responder de forma més efectiva frente a potenciales
amenazas a la salud (2). Es por esto que la incorporacion de estas metodologias en los
sistemas de vigilancia epidemioldgica podria facilitar el flujo de informacidon a quienes se
encuentran en posicion de tomar decisiones que conciernen a la salud publica, dentro de un
intervalo de tiempo apropiado y buscando minimizar el costo asociado (3).

Los sistemas de vigilancia epidemiologica han evolucionado a lo largo del tiempo y a
partir de los mismos se han implementado distintas mejoras, por lo que representan una
herramienta cuyo fin Gltimo es mantener el bienestar de la poblacion (4,5). La reciente
pandemia global de COVID-19 ha dejado en claro la necesidad de contar con estos sistemas
de vigilancia activos. Tanto los coronavirus como otros patdgenos tienen la capacidad de
incorporar cambios en sus genomas que le confieren ventajas para su diseminacion,
infectividad y rango de hospederos. Contar con metodologias de identificacion basadas en
genomica de microorganismos emergentes y/o reemergentes, permite la comparacion de los
datos obtenidos previamente, por lo que su potencial amenaza puede ser detectada de forma
temprana. Hasta hace poco tiempo, la mayor parte de los sistemas de vigilancia contaban
unicamente con técnicas de aislamiento y tipificacion de patogenos (6). Si bien estas
metodologias son de uso estandar, es cada vez mas frecuente la incorporacion de tecnologias
de secuenciacion masiva en el area de la microbiologia. Sin embargo, las mismas se
encuentran mayormente a disposicion en laboratorios de referencia debido a su alto costo y
necesidad de infraestructura y entrenamiento (7,8). A pesar de ello, la aplicacion de
tecnologias de secuenciacion masiva genera un impacto positivo en areas de vigilancia
epidemiologica, investigacion de brotes y caracterizacion de determinantes de resistencia y
virulencia de patogenos dificiles de cultivar (8). Asimismo, la generacion de datos gendmicos
a partir de los aislamientos obtenidos de pacientes ingresados en las instituciones
hospitalarias puede asistir en la toma de decisiones respecto a los procedimientos de

contencion una vez identificado y caracterizado un patdgeno (9). Una vez instalado un brote
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es posible determinar la clonalidad del mismo, rastrear la cadena de transmision y la distancia
genética entre las secuencias obtenidas de las distintas muestras durante la duracion del
mismo. La reconstruccion de brotes intrahospitalarios permite establecer mejoras en los
protocolos de vigilancia epidemioldgica asi como del muestreo tanto de pacientes y ambiente
hospitalario y de los procedimientos de desinfeccion (10). Por otra parte, un nimero creciente
de de estudios han demostrado la capacidad de predecir la resistencia a antimicrobianos
(RAM) de manera precisa a partir de la secuencia genémica, por lo que la implementacion de
las metodologias de secuenciacion masiva en el area clinica permitiria generar perfiles de
resistencia de forma rapida y confiable, optimizando los protocolos de uso y administracion

de antimicrobianos (11).

Una pandemia silenciosa

La RAM se encuentra dentro de las mayores amenazas a la salud publica seglin la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), afectando tanto humanos como animales y
generando un impacto econdomico significativo (12). La emergencia de microorganismos
multirresistentes se da como consecuencia de mutaciones a nivel cromosémico o mediante la
adquisicion de genes de resistencia de forma heterologa (13). La exposicion a
antimicrobianos proporciona una presion selectiva que conlleva el aumento y dispersion de
patdgenos resistentes. Asimismo, la co-ocurrencia de un consumo aumentado de antibioticos
dentro de los centros hospitalarios y el flujo constante de especies patdgenas en los mismos
proporciona el escenario ideal para la diseminacion de la RAM a través de la transferencia
horizontal de genes. Diferentes factores juegan un papel importante en esta tematica, entre
ellos, el manejo de la cantidad de pacientes por unidad e implementacién de programas de
desinfeccion y administracion de antibidticos (14).

En el 2019 se estimaron 5 millones de muertes a escala global asociadas a la RAM
donde 1.27 millones fueron directamente atribuidas a €ésta causa. Las infecciones respiratorias
fueron las responsables de una gran parte de las muertes asociadas (1.5 millones). A su vez,
las infecciones por Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumanii y Staphylococcus aureus en asociaciéon con la RAM fueron los
causantes del mayor numero muertes. Estas especies han sido reconocidas por la OMS como
patogenos prioritarios (15). Las regiones de bajos y medianos ingresos o LMICs (por lower
and middle-income countries) han sido las més impactadas, a lo que se suma la escasez de
datos de vigilancia epidemioldgica, ya sea por la presencia de sistemas rudimentarios o la

recoleccion de datos incompletos de la cantidad y tipo de antimicrobianos prescritos (16,17).
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Mas alld de que aun queda un largo camino en la concientizacion de la importancia
del uso racional de antimicrobianos en salud humana y la produccion de alimentos, la
vigilancia activa es uno de los pilares fundamentales para el manejo de las enfermedades
infecciosas multirresistentes. En este sentido, el desarrollo del programa GLASS (por Global
AMR Surveillance System) de la OMS ha generado recomendaciones para que los paises
colecten datos del consumo de antimicrobianos, niveles de resistencia y los mecanismos que
subyacen estos niveles de resistencia (18). Entre las recomendaciones del programa GLASS
se encuentran la implementacion de metodologias de secuenciacion gendmica en
combinacion con los métodos de caracterizacion fenotipica para la identificacion de clones de
alto riesgo y la correlacion entre la presencia de factores de virulencia y el desenlace de la
infeccion (19).

Como se menciond mas arriba, la implementacion de la secuenciacién gendmica
genera informacion que permite determinar los mecanismos moleculares de la RAM y su
proceso evolutivo, asi como la identificacion del origen de un foco infeccioso y cadenas de
transmision. En la Figura 1 se muestra el flujo de trabajo sugerido por la OMS para la

incorporacion de la secuenciacion genodmica a los esfuerzos de vigilancia de RAM (19).

- . ®,

Recoleccién de muestras
l Accion sobre la salud publica

I

® @ &
Ob -

Cultivo Interpretacion

| 1

.
M

Extraccion de ADN
of= -8

Secuenciacién Analisis bioinformético

Figura 1: Esquema del flujo de trabajo sugerido para la generacion y analisis de los datos de secuenciacion genomica
recomendada por el programa GLASS (OMS). Adaptado de WHO, 2020 (19). Creado con Biorender.
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Los antimicrobianos han sido fundamentales para la medicina moderna, sin embargo,
la RAM es un mecanismo natural que no puede ser detenido y esto se debe a la inevitable
presion selectiva que se desencadena a través de la administracion de antimicrobianos, sin
embargo es un mecanismo que puede ser enlentecido. Se estima que el costo asociado a la
RAM ascendera a los 3.000 millones de ddlares anuales para el afio 2050, estos costos estan
asociados principalmente, pero no exclusivamente, al tratamiento de infecciones
multirresistentes y escalado en uso de los recursos sanitarios, por ejemplo, mayores periodos
de hospitalizacion, estadias mas prolongadas en las unidades de cuidados intensivos e
infraestructura para generar sitios de aislamiento y prevenir la diseminacion de las
infecciones (20). Es por este motivo que las acciones frente a la RAM deben ser colectivas y
colaborativas entre todas las partes involucradas; estas incluyen agencias gubernamentales y
no-gubernamentales, investigadores, responsables politicos, agricultores y pacientes (21).

El uso excesivo de agentes microbianos tanto animales como humanos ha
determinado la acumulaciéon de los mismos en el ambiente, impactando a su vez en la
seleccion y diseminacion de la RAM. Los genes de RAM se pueden encontrar en aguas
residuales urbanas (22), ya que muchos microorganismos portadores de RAM pueden estar
presentes en la microbiota de poblaciones sanas. También se encuentran en aguas
superficiales y profundas e incluso el agua potable. La acumulaciéon de agentes
antimicrobianos, desinfectantes y metales en estos ambientes selecciona los
microorganismos resistentes a los mismos, por lo que se ha considerado el sistema de
saneamiento como un /ot spot para la transferencia horizontal de genes de resistencia (23).

El consumo de antibidticos a su vez, perturba en gran medida la estabilidad de la
microbiota intestinal, cambiando la composicion taxondmica y funcional de la misma y
creando oportunidades para la colonizacion por parte de una gran variedad de
microorganismos (24). La perturbacion de la microbiota intestinal es conocida como
disbiosis, la cual se define como cualquier cambio de los componentes de las comunidades
en comparacion con las comunidades presentes en individuos sanos. Se caracteriza por la
proliferacion de patobiontes, pérdida de especies comensales y cambios en la diversidad
(25). La utilizacion de métodos metagendomicos para el estudio de la microbiota intestinal ha
expandido el conocimiento respecto a la diversidad microbiana y funcionalidad de la misma,
asi como la diversidad de genes de RAM y elementos genéticos moéviles presentes en la
misma (26). Si bien los costos asociados a estos métodos han disminuido en los ultimos

afnos, aun se requiere de técnicas de relevamiento taxondémico basados en secuenciacion de
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marcadores genéticos, como el gen 16S del ARNr, a modo de abordar la composicion de las

muestras con metodologias mas accesibles.

Utilizacion de marcadores moleculares para la caracterizacion de comunidades
microbianas procariotas

Los estudios sobre la utilizacion del gen 16S del ARNr (16S) para la determinacion de
las relaciones filogenéticas entre microorganismos iniciados en los afios 60 revolucionaron el
area de la microbiologia (27). En 1977 Woese y Fox propusieron la utilizacién del gen 16S
como un marcador genético para la identificacion taxonomica de microorganismos
procariotas y a partir de sus estudios en el area, identificaron el dominio Archaea (28,29). La
primera secuencia del gen 16S del ARNr fue obtenida en 1978 y desde entonces este gen ha
sido ampliamente utilizado para estudios de caracterizacion taxondmica de
microorganismos. Este gen forma parte del operdn ribosomal 77n y posee alrededor de 1.550
pares de bases (Figura 2). Estd compuesto por nueve regiones variables (V1-V9) como
resultado de distintas tasas de evolucion entre especies y nueve regiones conservadas que
sirven como anclajes para cebadores universales de amplificacion de las distintas regiones
variables. A modo general, la comparacion de las secuencias del gen 16S del ARNr permite

la diferenciacion a nivel de género e incluso a nivel de especies y subespecies (30).

Ribosoma
procariota Subunidad Subunidad
menor mayor

708 | 308 393
{ - 16S rRNA o5 (RNA
r - 23S rRNA

— s

V1-V9 tRNA

Figura 2: Estructura del ribosoma procariota y de la estructura genética del operon r7n del ARN ribosomal. Creado con
Biorender

La secuenciacion de amplicones de 16S ha sido un procedimiento ampliamente
utilizado para la caracterizacion primaria de comunidades microbianas. E1 ADN es extraido

de la muestra y el gen es amplificado mediante PCR utilizando cebadores cuyo blanco
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principal puede ser una o dos regiones hipervariables, el gen 16S completo o incluso el
operén rrn completo (31). Los amplicones son luego secuenciados y analizados utilizando
herramientas bioinformaticas para la clasificacion taxondémica y determinacion de la
abundancia relativa. Los avances en la secuenciacion masiva han permitido el desarrollo de
protocolos y herramientas que permiten la secuenciacion simultinea de multiples muestras.
Es importante destacar que estos procedimientos dependen en gran medida de las bases de
datos que alojan la informacién taxondmica de las secuencias del gen 16S y la calidad de su
anotacion. En la actualidad, existen mas de 23.000 secuencias disponibles en la base de
datos NCBI - 16S RefSeq Nucleotide sequence records (32), mas de 3.3 millones de
secuencias en The Ribosomal Database Project (RDP) (33) y mds de medio millon de
secuencias completas o casi completas no redundantes correspondientes a la subunidad
pequetia del ARNr (SSU Ref NR 99) en la base de datos SILVA (34,35).

Mas allad de los sesgos de la informacion taxondémica alojada en las bases datos, la
generacion de perfiles taxondmicos tiene asociadas otras limitaciones que justifican la
incorporacion de controles tanto positivos como negativos para la correcta interpretacion de
los resultados. Como se mencion6 mas arriba, la informacion contenida en las bases de datos
limita la informacion que podemos inferir a partir de las secuencias del gen 16S.
Adicionalmente, las bases de datos se encuentran sobrerrepresentadas con bacterias
clinicamente relevantes, por lo que los investigadores que trabajan con muestras no-humanas
o ambientales encuentran dificultad para asignar taxonomia, particularmente a escalas
taxondmicas mas profundas (36). Una de las estrategias para abordar esta problematica es la
utilizacion de bases de datos nicho-especificas. En los trabajos de Ritari J. et al., 2015 y
Myer P. et al., 2020 se muestra una reduccidon de secuencias sin asignar al utilizar bases de
datos especificas del ambiente, lo que indicaria que un espacio mayor de busqueda puede ser
un factor limitante en la asignacion de taxonomia a nivel de especies (37,38).

Las comunidades microbianas en contextos clinicos han sido estudiadas de manera
exhaustiva, sin embargo, la secuenciacion de ADN de origen ambiental ha revelado una
extensa diversidad de microorganismos desconocidos y no cultivables. Adicionalmente, se
observa un incremento sostenido de la cantidad de publicaciones en el area del microbioma
reflejada en la blasqueda de la palabra clave “microbiome” en PubMed
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) (Figura 3). Consecuentemente hubo un incremento en
los datos disponibles respecto al repertorio de microorganismos asociados a hospederos y el
ambiente (39-43). La generacion de perfiles taxondmicos basados en marcadores

moleculares como el gen 16S permite estimar la diversidad presente en las muestras y la
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cantidad de secuencias sin asignacion taxonomica, es decir, la presencia de microorganismos
potencialmente desconocidos. Ademas, permite realizar un relevamiento rapido y de bajo

costo de un nimero elevado de muestras.
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Figura 3: Resultados de la busqueda de la palabra clave “Microbiome” en PubMed hasta el afio 2022.

Como se menciond anteriormente, desde la aparicion de los instrumentos de
secuenciacion masiva, la generacion de perfiles taxondmicos se ha realizado a través de la
generacion de secuencias parciales del gen 16S del ARNr, por ejemplo las regiones V1-V2,
la region V4 o V3-V4 utilizando las plataformas de segunda generacién como Illumina. Con
el surgimiento de las tecnologias de secuenciacion de tercera generacion de lecturas largas
como Pacific Biosciences (PacBio) y Oxford Nanopore Technologies (ONT), se han
reportado una variedad de procedimientos para la preparacion de bibliotecas de
secuenciacion del gen completo 16S (regiones V1-V9) de comunidades microbianas y
herramientas de analisis de datos (30,44,45). La utilizacion de estas plataformas permite
superar la limitaciéon impuesta por las tecnologias de segunda generacion, donde la

secuenciacion de una o dos regiones variables introduce sesgos en la deteccion de diferentes
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taxones y a su vez, no permite en general la asignacion de taxonomia mas alla del nivel de
género (46—49). La incorporacion de tecnologias de secuenciacion de ONT presenta muchas
ventajas en este sentido. En primer lugar, se destaca el bajo costo de inversion inicial para la
adquisicion de la plataforma portatil MinION. No se requiere de infraestructura especifica
para su instalacion en el laboratorio y ONT ha puesto a disposicion de sus usuarios varias
herramientas de analisis de datos utilizando  la  interfaz  gréfica
(https://epi2me.nanoporetech.com/). A pesar de los desarrollos recientes en términos de
herramientas para el analisis del gen 16S completo obtenido con tecnologias de tercera
generacion (44,45), atn se requiere la exploracion de distintas estrategias para la correcta
manipulacion de las lecturas de secuenciacion con un porcentaje elevado de error asociado.
En un estudio llevado a cabo por Cuscé et al, 2019 utilizando la estrategia de mapeo de los
datos de secuenciacion contra la base de datos determind correctamente la taxonomia a
nivel de género y especie de una comunidad estandar de prueba y de aislamientos
bacterianos (31). Una estrategia similar utiliz6 Kai et al, 2018, para obtener una correcta
clasificacion a nivel de especie de los componentes de una comunidad estandar y lo mismo
Matsuo et al, 2021 (49,50). Utilizando la estrategia de mapeo contra la base de datos SILVA,
Urban et al, 2021 obtuvieron de perfiles taxonémicos generados con el 16S completo a
partir de muestras de agua dulce, obteniendo clasificaciones a nivel de especie del 16% de
las lecturas de secuenciacion, 66% a nivel de género y 77% a nivel de familia (51). Estos
estudios indicarian que la estrategia basada en el mapeo de las lecturas de secuenciacion
utilizando una herramienta como Minimap2 (52), podria ser util para interrogar la base de
datos conteniendo las secuencias del 16S anotadas, sin embargo, se requieren de nuevas
estrategias para la mejora en la clasificacion taxondmica de muestras ambientales, asi como

en la recuperacion de la abundancia relativa de sus componentes.

Una pandemia que nos tomo por sorpresa

La utilizacion de metodologias de secuenciacion metagenomica shotgun a partir de
muestras de lavado bronquioalveolar obtenidas de pacientes hospitalizados cursando una
infeccion respiratoria severa de origen desconocido di6 a conocer el agente causal que dio
lugar a la pandemia por COVID-19 (Coronavirus disease 2019). El nuevo coronavirus del
género Betacoronavirus detectado a fines del 2019 (53-55), fue denominado por el
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) como Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) debido a sus caracteristicas filogenéticas (56). La

infeccion causada por SARS-CoV-2 se disperso rapidamente a otras partes del mundo por lo
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que la OMS declar6 la emergencia sanitaria global el 31 de enero del 2020 y el 11 de marzo
de 2020 declaré la pandemia mundial por COVID-19 (57). La respuesta por parte de la
comunidad cientifica para afrontar los desafios impuestos por un nuevo patégeno humano
afectando a la poblacion a escala mundial se ha puesto de manifiesto por la cantidad de
literatura asociada a ciencias de la salud, ciencias de la vida, ciencias sociales y ciencias
fisicas (58). Especificamente en el area de la genomica, fue disponibilizado de forma
inmediata un protocolo de secuenciacion para SARS-CoV-2 el 20 de enero de 2020 por parte

del grupo ARTIC Network (https://artic.network/) en base a sus experiencias previas (59,60).

Este protocolo se basa en la amplificacion del genoma completo de SARS-CoV-2 utilizando
la estrategia Primal Scheme (59). Los esfuerzos de vigilancia gendmica a escala global no
han tenido precedentes, acumulando a la fecha y luego de 3 afios, mas de 15 millones de

secuencias en la base de datos EpiCov/GISAID (https://www.gisaid.org/) (61).

Acompafiando la masiva generacion de datos gendmicos, se establecieron distintos sistemas
de nomenclatura para nombrar las variantes del virus que han surgido a lo largo de la
pandemia, siendo tal vez las mas utilizadas el sistema PANGO y el sistema de letras griegas
implementado por la OMS (62,63). Al mismo tiempo, la plataforma Nextstrain

(https://nextstrain.org/), respondid rapidamente a la creciente generacion de datos

gendmicos, tomando los datos depositados en las bases de datos publicas, generando analisis
filogenéticos a partir de los mismos y permitiendo la visualizacion en tiempo real de la
evolucion del virus a escala regional y global (64).

Las regiones de altos ingresos han generado la mayor parte de estas secuencias
genomicas depositadas en EpiCoV/GISAID (aproximadamente 13.4 millones).
Especificamente, se han depositado mas de 7.7 millones de secuencias de origen Europeo,
casi 4.5 millones de origen Norteamericano, mas de 1.5 millones de origen Asiatico y 246
mil de origen en Oceania hasta mayo de 2023. Mientras que las secuencias de origen en
Sudamérica y Africa han contribuido con 413.828 y 162.634, respectivamente (Figura 4).
Estos datos se relacionan con el nimero de casos acumulados en estas regiones; segun la
OMS los paises de altos ingresos han acumulado 422 millones de casos de COVID-19, los
de medianos a altos ingresos 258 millones, los de bajos a medianos ingresos casi 83 millones
y los de bajos ingresos 2 millones de casos confirmados. Sin embargo, estos ultimos
registran los porcentajes de fallecimientos mas altos en proporcion a los casos confirmados

(https://covid19.who.int/).
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Figura 4: Distribucion de las secuencias genomicas de SARS-CoV-2 depositadas en EpiCoV/GISAID a lo largo de la
pandemia de COVID-19 en los distintos continentes. Datos obtenidos de https://gisaid.org/.

En un estudio llevado adelante por Brito et al. 2023 (65), se demostré que los
esfuerzos de vigilancia gendmica global se encuentran desbalanceados y esto esté ligado con
el contexto socioeconémico y las capacidades de los laboratorios previo a la pandemia. Si
bien existen distintos aspectos a mejorar respecto a la vigilancia gendémica, en particular en
los paises en vias de desarrollo, la pandemia de COVID-19 dejé en manifiesto la importancia
de implementar metodologias metagenémicas para el descubrimiento de nuevos patdgenos
superando las limitaciones de las estrategias moleculares y fenotipicas utilizadas cominmente
por los sistemas de vigilancia. También ha dejado en claro la necesidad de la implementacion

de tecnologias costo-efectivas mas accesibles, procedimientos estandarizados, acuerdos de
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disponibilizacion de datos y colaboracion entre los sectores publico y privado con el fin

ultimo de maximizar los beneficios a la salud publica global a partir de la vigilancia

gendmica a escala regional.

Objetivo general

Implementar la utilizacion de la tecnologia de secuenciacion de tercera generacion

(ONT) para la caracterizacion gendmica de patogenos de relevancia para la salud humana y

desarrollar tanto protocolos como herramientas para la optimizacion de recursos y obtencion

de informacion epidemiolodgica acorde a las prestaciones de la tecnologia.

Objetivos especificos

1.

Realizar el andlisis genomico de un brote nosocomial de K. pneumoniae a partir de
datos de secuenciacion obtenidos exclusivamente con la plataforma ONT y realizar un
andlisis comparativo de los resultados obtenidos con genomas de alta resolucion
generados con la combinacion de datos de secuenciacion ONT e Illumina.

Desarrollar un flujo de trabajo para el preprocesamiento y asignacion taxondémica a
partir de datos de secuenciacion del gen completo 16S del ARNr obtenidos con la
plataforma ONT.

Describir la dinamica de SARS-CoV-2 en las primeras semanas luego de su deteccion
en Uruguay a partir de datos gendmicos secuenciados a nivel local y obtenidos de la
base de datos.

Desarrollar un protocolo rapido y costo-efectivo para la asignacion de variantes de
SARS-CoV-2 a partir de la secuenciacion completa del gen S mediante la utilizacion

de la tecnologia ONT.
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Capitulo I

Caracterizacion genomica de
microorganismos de relevancia clinica:

Klebsiella pneumoniae

Resultados parcialmente incluidos en: Cecilia Salazar, Matias Giménez, Nadia Riera, Andrés Parada, Josefina
Puig, Antonio Galiana, Fabio Gril, Mariela Vieytes, Christopher E Mason, Verénica Antelo, Bruno
D’Alessandro, Jimena Risso, Gregorio Iraola. Human microbiota drives hospital-associated antimicrobial
resistance dissemination in the urban environment and mirrors patient case rates. Microbiome. 2022 Dec

2;10(1):208. doi: https://doi.org/10.1186/s40168-022-01407-8.
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1. Introduccion

El grupo de patogenos ESKAPE (de la sigla Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter) es el causante de la mayor parte de las infecciones bacterianas adquiridas en el
ambiente hospitalario y una amenaza para la salud debido a las reducidas opciones de
tratamientos antimicrobianos disponibles para los mismos (1). Dentro de los patdgenos
ESKAPE, K. pneumoniae es un patdégeno gram negativo con fenotipo mucoide capaz de
colonizar una gran variedad de ambientes y asociado frecuentemente a infecciones
multirresistentes en pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos y/o
inmunocomprometidos. La multirresistencia en el ambito hospitalario viene dada
principalmente por K. pneumoniae productoras de [B-lactamasas de espectro extendido y
carbapenemasas (2). Una vez adquirida la infeccion, K preumoniae coloniza las superficies
de las mucosas, incluyendo la nasofaringe y el tracto gastrointestinal. Asimismo, K.
pneumoniae es capaz de colonizar de forma silenciosa tanto pacientes como al personal
hospitalario, dificultando la contencion de transmisiones intrahospitalarias (3,4).

K. pneumoniae presenta un genoma de aproximadamente 5-6 megabases, conteniendo
aproximadamente 5.000-6.000 genes. Aproximadamente 1.700 genes se encuentran
conservados en todos los miembros de la especie (genoma core), mientras que los demas
genes forman parte del genoma accesorio. Estudios filogenéticos poblacionales muestran que
K. pneumoniae comprende cientos de linajes, que a su vez se corresponden con grupos
clonales definidos por el tipo de MLST del genoma core (2). El genoma accesorio de K.
pneumoniae (compuesto de genes codificados en plasmidos y cromosoma) determina la
division de las cepas de K. pneumoniae en oportunistas, hipervirulentas y multi-resistentes y
a su vez las separa de otras especies estrechamente relacionadas como K. variicola y K.
quasipneumoniae (5). Mientras que K. pneumoniae clésica (cKp) esta asociada con
infecciones adquiridas en el ambiente intrahospitalario, K. pneumoniae hipervirulenta (hvKp)
es frecuentemente adquirida de forma comunitaria (2).

Como se mencion6 mas arriba, la principal problemadtica de las infecciones causadas
por K. pneumoniae es la multirresistencia a antimicrobianos. La resistencia se describe en
términos fenotipicos (patrones de crecimiento) o genotipicos (presencia y/o expresion de
genes) y pueden categorizarse de acuerdo a su origen (intrinseca o adquirida) o segtn el tipo

de resistencia (inica, multiple) (6). La resistencia a antibioticos -lactdmicos es intrinseca en
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este patogeno ya que la enzima B-lactamasa esté codificada en el genoma core de la especie a
través del gen cromosémico SHV, pudiendo SHV-1 hidrolizar penicilina y cefalosporinas
(7,8). Las B-lactamasas de espectro extendido o BLEE son un mecanismo de resistencia
adquirido frecuente en el genoma accesorio de K. pneumoniae. Estas enzimas son capaces de
hidrolizar cefalosporinas de tercera generacion y aztreonam, pero son inhibidas por el acido
clavulanico. Los plasmidos que codifican determinantes de resistencia para antibioticos de
este grupo suelen presentar determinantes de resistencia a otros antibidticos y metales
pesados (5). Se cree que el grupo clonal 307 (CG307) de K. pneumoniae esta asociado con
infecciones causadas por microorganismos portadores de BLEE. Por otra parte, los
antibidticos carbapenémicos han sido la eleccion para el tratamiento de estas infecciones, sin
embargo, las presiones selectivas ejercidas por el uso de estos antibidticos ha determinado el
surgimiento de resistencia a los mismos. La resistencia a los antibioticos carbapenémicos esta
asociada al genoma accesorio y en algunos casos a mutaciones en el genoma core a través de
la regulacion al alza de bombas de flujo, alteraciones en las proteinas de membrana y
produccion aumentada de BLEE, sin embargo la produccién de enzimas hidroliticas
constituyen el mecanismo principal de resistencia (9). En particular, el mecanismo de
resistencia asociado a la produccion de la carbapenemasa codificada en plasmidos
denominada KPC (por K. pneumoniae carbapenemase). La transmision del gen blaypc esta
mediada por distintos mecanismos moleculares que incluyen la movilidad de pequeios
elementos genéticos como el transposon Tn4401 y la transferencia horizontal a través de la
diseminacion clonal de plasmidos conteniendo el gen (10). Este perfil de resistencia se
encuentra asociado al grupo clonal 258 (CG258). Este grupo incluye el ST258 encontrado en
Europa y Norteamérica y el ST11 encontrado principalmente en Asia (5). Otras
carbapenemasas han surgido en el genoma accesorio de K. pneumoniae, como el gen New
Delhi metallop-lactamase-1 (NDM-1) y los genes codificados en integrones como el gen de
la carbapenemasa Verona-integron encoded metalloB-lactamase (VIM), Imipenemasas (IMP)
y oxacilinasas (OXA) (11-14). La OMS ha catalogado a K. pneumoniae productoras de
[-lactamasas de espectro extendido resistentes al carbapenem (CR-Kp) como un grupo critico
debido a las limitadas opciones terapéuticas disponibles para su tratamiento (15). Siete paises
de la region han reportado CR-Kp del grupo clonal 258. Los elementos genéticos moviles
asociados a la dispersion de las carbapenemasas mas prevalentes son elementos transponibles
que incluyen el transposon Tn4401 para el gen blayyc ¢ ISAbal25 para el gen blayy,

localizados en plasmidos de diferentes grupos de incompatibilidad (16).
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Otro factor de preocupacion es la creciente incidencia de infecciones causadas por K.
pneumoniae con co-ocurrencia de fenotipo resistente e hipervirulento (CR-AvKp). Durante
mucho tiempo estos dos fenotipos permanecieron sin solaparse e incluso asociados a grupos
clonales distintos, sin embargo en 2018 se registrdo el primer caso de un brote de K.
pneumoniae ST11 hipervirulenta y resistente a carbapenem en un hospital de China (17). El
estudio gendmico del brote mostré que la generacion de la cepa CR-AvKp se dio por la
adquisicion de un plasmido (pLVPK) de aproximadamente 170 kilobases por parte de la
CR-Kp (18).

Debido a la variedad en los grupos clonales de K. pneumoniae, los métodos
convencionales de tipificacién no tienen la resolucion suficiente para distinguir eventos de
transmision relacionados de no relacionados, por lo que el uso de metodologias basadas en
gendmica para discernir estos eventos es una herramienta con la que podrian beneficiarse los
sistemas de vigilancia epidemioldgica para la deteccion temprana de patdogenos y la
caracterizacion de brotes en comunidades cerradas (19). Asimismo, las plataformas de
secuenciacion de tercera generacion como la de ONT, permite el andalisis de datos gendomicos
en tiempo real para la rapida identificacion de patogenos y los genes de RAM asociados a los
mismos.

El objetivo principal de esta seccion es determinar las caracteristicas gendmicas que
se pueden inferir a partir de los datos de secuenciacion de tercera generacion obtenidos con
ONT. Si bien en la actualidad la tecnologia es de para la investigacion, debido a la
portabilidad y requerimiento minimos de infraestructura e inversion, esta plataforma tiene el
potencial para su implementacion en centros hospitalarios para la obtencion de informacion
descentralizada, generando datos para la vigilancia genomica de forma rdpida y
costo-efectiva. Para conocer las limitaciones impuestas para la vigilancia de patdgenos, se
realizd una comparacion con los datos obtenidos con la plataforma Illumina de segunda
generacion. Si bien las plataformas de segunda generacion han sido implementadas como
metodologia estandar para la vigilancia gendmica, se requiere mayor complejidad de
infraestructura y una significativa inversion inicial, por lo que las mismas se encuentran
principalmente en laboratorios de referencia. La importancia de los laboratorios de referencia
a nivel global es indiscutible, sin embargo, la generaciéon de informacidon gendmica
descentralizada permitira la puesta en marcha de mecanismos de contencién mientras se
realiza la validacion de los resultados en dichos centros de referencia.

La posterior generaciéon de ambos tipos de datos de secuenciacion permite ademas la

investigacion mas profunda de las cadenas de transmision. Es por esto, que en este trabajo se
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han generado genomas de K. pneumoniae de alta resolucion para el estudio detallado de los
determinantes de resistencia, factores de virulencia, clonalidad del brote intrahospitalario y su
relacion filogenética con otras secuencias disponibles, asi como el contenido plasmidico y

mecanismos moleculares asociados a las carbapenemasas detectadas.

2. Objetivo general:

Caracterizar aislamientos de K. pneumoniae (CR-Kp) obtenidos de un brote
nosocomial en cuanto a sus determinantes genéticos de resistencia a antimicrobianos, factores
de virulencia, contenido plasmidico y clonalidad utilizando tecnologias de secuenciacion de

segunda y tercera generacion.

2.1 Objetivos especificos:

1. Realizar el andlisis comparativo entre la informacion obtenida a partir de datos de
secuenciacion ONT, Illumina y la combinacidén de ambas tecnologias.

2. Analizar el contexto gendmico asociado a los genes de resistencia a antibidticos
carbapenémicos a modo de determinar el mecanismo mas probable de dispersion

dentro de la institucion hospitalaria.

3. Métodos

3.1 Muestras

Las muestras de ADN gendémico procesadas corresponden a 15 aislamientos clinicos
de K. pneumoniae obtenidos a partir de un brote nosocomial ocurrido entre abril y noviembre
del 2017 (Tabla S1). Dichas muestras fueron previamente cultivadas en medio LB a37°Cy
el ADN extraido con el kit de extraccion Purelink Genomic DNA kit (Invitrogen). La calidad
del ADN se evalu6 a través de la medicion de la relacion de absorcion 260/280 nm y 260/230
nm. Su cuantificacion se realizo utilizando un método fluorométrico (Qubit™ 1X dsDNA

High Sensitivity (HS), Invitrogen™).

3.2 Secuenciacion de segunda generacion y tercera generacion

Aproximadamente 200 ng de cada una de las muestras se enviaron a Sanger Institute

(Hinxton, UK) para su secuenciacion (2 X 150 pb) en una plataforma Illumina HiSeq 4000.
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Una cantidad aproximada de 1.2 ug de ADN de cada una de las muestras fue fragmentada
utilizando G-tubes (Covaris) con una media estimada de 8000 pb. La biblioteca de
secuenciacion para la plataforma ONT se prepard utilizando la estrategia de ligacion de
indices nativos descrito en el protocolo Native barcoding genomic DNA by Ligation

(SOK-LSK109) de ONT (https://nanoporetech.com/). Luego de la fragmentacion el ADN es

reparado y sus extremos preparados con las enzimas NEBNext® FFPE DNA Repair Mix y
NEBNext® Ultra™ II End Repair/dA-Tailing (New England Biolabs). La ligacion de los
indices nativos fue mediada por la T4 ligasa (Blunt/TA Ligase Master Mix, New England
Biolabs) y finalmente, los adaptadores de secuenciacion fueron afiadidos utilizando
NEBNext® Quick Ligation Module (New England Biolabs). Aproximadamente 50 fmol de la
biblioteca de secuenciacion se cargd en una celda R9.4.1 (FLO-MIN106D) y se secuencio en

una plataforma ONT MinlON Mk1B.

3.3 Pre-procesamiento y analisis de los datos de secuenciacion

Para los datos de Illumina se realiz6 la evaluacion de su calidad utilizando la
herramienta FastQC v0.11.9 (20) y se eliminaron adaptadores con Trimmomatic v0.22 (21).
Para el casos de los datos ONT, las muestras fueron demultiplexadas utilizando Porechop
v0.2.4 (22) y filtradas con NanoFilt v2.6.0 (23). Las lecturas de secuenciacion menores a 200
pb y con una calidad menor a 8 no fueron consideradas para el analisis posterior de las
secuencias. La clasificacion taxondmica primaria para cada muestra se realizé con Kraken?2

v2.1.1 (23) y la tabla de resumen se obtuvo con Pavian vI.0 (24).

3.4 Ensamblado de genomas de K. pneumoniae

A modo de generar los ensamblados completos y de alta resolucion de las muestras de
K. pneumoniae se combinaron los datos de secuenciacion Illumina y ONT. Para ellos se
utilizé Unicycler v0.5.0 (24,25) utilizando los parametros estandar. Los ensamblados se
evaluaron con la herramienta Quast v5.0.2 (26,27) y se visualizaron utilizando Bandage
v0.8.1 (28,29). A modo de comparacion, se realizd el ensamblado de las muestras de K.
pneumoniae solamente con las lecturas cortas de Illumina utilizando Spades v3.15.5 (30,31) y
por otro lado, solamente con las lecturas largas obtenidas con la plataforma ONT utilizando

para ello Flye v2.9.1 (32,33) (Figura A).
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3.5 Tipificacion y caracterizacion de los determinantes de resistencia a
antimicrobianos, factores de virulencia y clasificacion de plasmidos de las

muestras de K. pneumoniae

La tipificacion multilocus de secuencias a partir de los genomas ensamblados de K.
pneumoniae se realizd con la herramienta MLST v2.23.0 (34). La caracterizacioén de los
determinantes de resistencia y contenido plasmidico se realizo con abricate vi.0.1 (35)
utilizando la base de datos CARD (36) y plasmidfinder (37), respectivamente. Para la
determinacion de los factores de virulencia se utilizd la base de datos VFDB (38). Se
utilizo IntegronFinder 2.0 vi1.5.1 (39,40) para la clasificacion de integrones y Kleborate
v2.3.0 (41-43) para determinar el tipo de antigeno capsular presente en las muestras. La

anotacion de los genomas de alta resolucion se realizd con Bakta vi.7.0 (44,45).

A
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Figura A: Esquema del flujo de trabajo para la obtencion de datos de segunda y tercera generacion para los aislamientos
del brote nosocomial de K. pneumoniae. Creado con Biorender.
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3.6 Analisis filogenético de las muestras de K. pneumoniae ST-11

Se descargaron 290 genomas completos y de buena calidad de K. pneumoniae del

ST-11 a partir de aislamientos del de la base de datos BV-BRC (https://www.bv-brc.org/). Se

utilizd Parsnp vi.7.4 para el alineamiento del genoma core, deteccion de SNPs (del inglés

single nucleotide polymorphism) y reconstruccion filogenética (46,47) .

3.7 Visualizaciones

El procesamiento de tablas se realizo con multiples paquetes de R (48-52) y los

graficos se generaron con el paquete ggplot2 (53) y ggtree (52).

3.8 Disponibilidad de datos y codigo utilizado

Los datos de secuenciacion generados en este estudio fueron depositados en la base de

datos de NCBI SRA con el BioProject PRINA857878. Los comandos para la generacion de
las figuras se encuentran en https://github.com/Ceci07/klebsiella_genomics

4. Resultados

4.1 Generacion de datos de secuenciacion ONT e [llumina

Los detalles de los datos de secuenciacion obtenidos para las muestras se encuentran
en la Tabla S1. Para la plataforma ONT se obtuvieron un promedio de 142.440 + 86.356
lecturas filtradas (calidad > 8 y largo > 200 pb) por muestra con un promedio de calidad 11.1
+ 1.3. Para el caso de la plataforma Illumina, se obtuvieron en promedio 1.660.733,7 +
93.412,9 de lecturas (2 x 150 pb) (Figura 1). Los datos generados se utilizaron para la
obtencion de ensamblados largos e hibridos de las muestras de K. pneumoniae. Se realiz6 la
confirmacion inicial de la identidad de las cepas del brote a partir de los resultados de
clasificacion de las lecturas de secuenciacion ONT (Figura 2). En promedio, el 89.4% =+
3.3% de las lecturas fueron clasificadas como a K. pneumoniae, mientras que 10.6% + 3.3%

de las lecturas fueron clasificadas como otras especies utilizando este método.

29


https://www.bv-brc.org/
https://www.zotero.org/google-docs/?4KwMvk
https://www.zotero.org/google-docs/?EI2lPH
https://www.zotero.org/google-docs/?XS19ty
https://www.zotero.org/google-docs/?BJmUsr
https://github.com/Ceci07/klebsiella_genomics

>

Lecturas de secuenciacion ONT

200000
150000
100000

50000

Cantidad

o

12500
10000
7500
5000
2500

Largo promedio

o

12

Calidad promedio O
[e]

o N A~ O

]

Lecturas de secuenciacion lllumina (Fwd/Rev)

1500000 = = = == mmmm = o e o ...
2 1000000
500000

0

Canitidad

F15 F19 F24 F28 F29 F32 F34 F35 F41 F43 F47 F53 F54 F87 F88

Figura 1: Generacion de datos de secuenciacion ONT e Illumina. A) Numero de lecturas generadas con la plataforma
ONT. La linea con punteada indica el promedio de lecturas del total de las muestras (142.440 + 86.356). B) Largo
promedio de las lecturas ONT generadas (5.556,1 + 2.439,4 pb). La linea punteada indica el limite de largo filtrado (200
pb). C) Calidad promedio de las muestras (11.1 = 1.3 ). La linea punteada indica el limite de calidad filtrado (quality score
> 8). D) Cantidad de lecturas de Illumina (2 x 150 pb). La linea punteada indica el promedio de lecturas del total de las
muestras (1.660.733,7 + 93.412,9) .

4.2 Generacion de ensamblados genomicos de novo a partir de datos de

secuenciacion Illumina, ONT y ONT+Illumina

A partir de los ensamblados con lecturas de secuenciacidon cortas, largas y ambas
(ensamblado hibrido) obtenidos de las muestras de K. pneumoniae secuenciadas con distintas
plataformas, se observan marcadas diferencias en cuanto numero de contigs y el tamafo del
contig mayor entre los ensamblados con lecturas cortas de Spades y a partir de las lecturas
largas (Flye) y combinadas (Unicycler), respectivamente (Figura S1). Estas diferencias no
son tan marcadas entre los ensamblados obtenidos con Flye y Unicycler (Figura 3). Mas
detalles de los parametros medidos de los ensamblados largos e hibridos se encuentran en la

Tabla S2.
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Figura 2: Clasificacion de lecturas ONT con Kraken2 para la confirmacion inicial de la identidad de las cepas del brote
nosocomial. Casi el 90% de las lecturas generadas con la plataforma ONT fueron clasificadas a nivel de especie como K.

pneumoniae.

4.3 Tipificacion multilocus de secuencias (MLST) basado en los genomas de
K. pneumoniae ensamblados con el método hibrido

Con la finalidad de determinar la posibilidad de asignar el MLST a partir de los datos
ensamblados largos, se utilizé la herramienta MLST y se compar6 con el resultado obtenido
para el ensamblado hibrido de cada una de las muestras. No se pudo determinar el MLST a
partir de los ensamblados largos, sin embargo a partir de los ensamblados cortos e hibridos se

pudo determinar que el clon causante del brote nosocomial corresponde al ST-11 de K.

pneumoniae (Tabla S2).
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Figura 3: Ensamblados genomicos de novo utilizando lecturas de secuenciacion Illumina (Spades), ONT (Flye) y ambas
(Unicycler). A) Numero de contigs generados por cada una de las estrategias de ensamblado. Se obtuvieron un promedio
94.8 + 22.9 contigs con el ensamblado obtenido con Spades, 3.9 £ 0.9 con Flyey 5.5 + 2.1 con Unicycler. B) Comparacion
del tamafio total del ensamblado. Se obtuvo un tamaifio total promedio de 5.4 Mb + 0.11 Mb con datos Spades, 5.5 + 0.10
Mb con Flye y 5.5 Mb £ 0.11 Mb con Unicycler. C) Comparacion del contig de mayor tamafio. Los contigs mas largos
fueron obtenidos con los ensamblados de Unicycler 5.3 Mb + 0.003 Mb, seguido de 5.3 Mb = 0.0004 Mb con Flye y 0.45
Mb + 0.006 Mb con Spades. La comparacion se realizo utilizando el test de Wilcoxon.

4.4 Deteccion de genes que confieren resistencia a antimicrobianos,

contenido plasmidico y factores de virulencia

El perfil de genes de resistencia obtenidos con la herramienta abricate con
ensamblados largos e hibridos se muestran en la Figura 4A. Se observa que en general existe
una concordancia entre la anotacion obtenida para ambos ensamblados, salvo para la muestra
F15, donde no se pudo detectar la presencia del gen OnrB20 a partir del ensamblado obtenido
con Flye. Adicionalmente, se detectaron tres genes (msbA, CMY-59 y bacA) que no se
encuentran presentes en el ensamblado de alta resolucion de dicha muestra. Para la muestra
F47 se detectd una copia del gen blagy.;ss, mientras que en los ensamblados de alta
resolucion se detectaron en todos los casos el gen blag. s,. A pesar de estas discrepancias, en
general se pudo detectar el tipo de genes de resistencia que circularon durante el periodo del
brote intrahospitalario utilizando datos de secuenciacion ONT. Los genes adquiridos
corresponden a las carbapenemasas blaxpc y blaypy.; ¥ blapy,; v la B-lactamasa blacyy.y;s.
Estos a su vez fueron detectados utilizando tanto datos de secuenciacién ONT, como

ONT+Illumina.

32



ONT ONT+lllumina
tet(A){ | \ \ \ \
sul2-
suH-F‘! || m ‘-\‘

SHV-1824

SHV-1584
QnrB20+1 [ [ \
QnrA1 A
OXA-11
st SRR
0qgxA 1

NDM-1 A
msbA 1
mphA A
KPC-11 |

Klebsiella_pneumoniae_ OmpK37 4 |
Klebsiella_pneumoniae_KpnG ’

|
\

Klebsiella_pneumoniae_KpnF 4
Klebsiella_pneumoniae_KpnE §
Klebsiella_pneumoniae_acrA-

FosAB A

dfrA25

dfrA12-
determinant_of_bleomycin_resistance -
CTX-M-154

CMY-59 1

cmlA5- ‘ 3

Conteo
5

catl

bacA-

APH(3)-la [ | 1

aadA2 A
AAC(6)-1b107 | |

AAC(6)-Ib-cr 1

CURIRERERRIEEES L EEAEERREEEES
Muestras

plasmidfinder

ONT ONT+lllumina
IncR_11 | [ [ \ \
Incl2_14
Incl1_1_Alpha-
IncFIB(K)_1_Kpn3+
IncA/C2_1+
Col44011_1
Col4401_1

290X DD oLaX 0D N DA D XA 0D 292D a%X B D oLoBX oD N DA (D XA D
R AR e A A e A I A Y R R A A SRS

Muestras

Figura 4: Comparacion entre los ensamblados obtenidos con datos de secuenciacion de tercera generacion (ONT) y datos
de tercera y segunda generacion (ONT+Illumina) en términos de genes de resistencia detectados y contigs plasmidicos.
A) Identificacion de los genes RAM utilizando la base de datos CARD. B) Identificacion de los contigs plasmidicos en
base al criterio de plasmidfinder. En ambos casos se utiliz6 abricate para la busqueda de los genes de RAM y plasmidos.
Se muestran solamente los datos con una cobertura mayor al 95% y una identidad mayor al 90% para el caso de los genes
RAM y 98% y 90%, respectivamente para el caso de plasmidos.

Respecto a la deteccion del contenido plasmidico de las cepas de estudio, el plasmido
perteneciente al grupo de incompatibilidad IncR 1 fue encontrado en todas las muestras
analizadas (Figura 4B). También fueron encontrados los plasmidos pertenecientes a los
grupos de incompatibilidad IncA/C2 1 (en muestras F19, F24, F41 y F43) y
IncFIB(K) 1 Kpn3 (en muestra F41). Estos resultados fueron obtenidos tanto para los
ensamblados ONT como para ONT-+Illumina. Sin embargo, para la muestra F15, se

obtuvieron clasificaciones de plasmidos de distintos contigs que no se corroboran con el
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ensamblado de alta resolucion de la misma muestra. Adicionalmente, solamente a partir de
los datos ONT+Illumina, se obtuvo de manera consistente la clasificacion de plasmidos
pequefios Col440I 1 y Col440I1 1. Los mismos se encuentran presentes en todas las

muestras del estudio, a excepcion de F88 en el cual Col44011 1 no fue detectado.
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Figura 5: Estructura general del contexto genomico del gen blagpc., del plasmido IncR en las muestras de K. pneumoniae
del brote nosocomial. El gen blayyc., se encuentra adyacente a un integron clase I o “clinico”. Se muestra la anotacion
obtenida con Bakta de la secuencia del plasmido IncR entre las posiciones 50.000 y 75.000 de una muestra representativa
(F19). La linea punteada indica el sitio attC detectado por IntegronFinder 2.0.

A partir de los genomas de alta resolucion, se realizd la busqueda de integrones y la
anotacion de los genes del plasmido IncR a modo de visualizar el contexto genémico de la
carbapenemasa. La anotacion del plasmido con Bakta y la busqueda de determinantes de
RAM con Kleborate determind que la carbapenemasa fuera clasificada como blagpc., y no
como blaygpc.; obtenido con la herramienta de clasificacion abricate. En la Figura 5 se
muestra el contexto gendomico general observado en el segmento que incluye el gen blagpc.,
del plasmido IncR de la mayor parte de las muestras. En el mismo se observa asociado a
distintos elementos de la familia de transposas Tn4401, asi como las transposas ISKpn6.
También se detectd el gen blay;, asociado a la resistencia a antibidticos B-lactamicos. El
detalle del mismo segmento para los plasmidos IncR de los demdas genomas se encuentra en
la Figura S2. En general los genes RAM detectados en el pldsmido IncR confieren
resistencia a antibidticos P-lactdmicos y carbapenémicos (carbapenem, cefalosporinas,
monobactam y penam). La prediccidon obtenida con integron-finder para todas los pldsmidos
IncR de los aislamientos clinicos confirmd la presencia de la integrasa int/l y del sitio attC,
clasificando las secuencias encontradas como integrones de clase I (Tabla S3).

Los genes de resistencia asociados a IncA/C2 1 corresponden a sull, sul2, catl,
dfrA12, aadA2, OnrAl, cmlAS5, mphA, APH(3')-1a, determinant_of bleomycin_resistance y

blayp,.;. Estos genes estan asociados a la resistencia a sulfonamidas, fenicol,
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diaminopirimidinas, aminoglucésidos, fluoroquinolonas, macrdlidos, glicopéptidos y
carbapenem. Las muestras F24 y F41 portan el gen de la carbapenemasa blay,,,.;, asociados
éstos a resistencia a carbapenem, cefalosporinas, cefamicinas y penam, respectivamente
(Figura 6). Por su parte el plasmido IncFIB(K) 1 Kpn3 contiene los genes de resistencia
APH(3')-1a, blayy,,;, AAC(6')-Ib-cr 'y blaciy,.s asociados con la resistencia a

aminoglucoésidos, cefalosporinas, penan y fluoroquinolonas.
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. chloramphenicol efflux MFS transporter CmIAS D quaternary ammonium compound efflux SMR transporter QacE delta 1
Product . class 1 integron integrase Intl1 D quinolone resistance pentapeptide repeat protein QnrAi

. DUF3330 domain-containing protein . Resolvase/invertase-type recombinase catalytic domain-containing protein

] nypothetical protein [ subclass B1 metallo-beta-lactamase NDM-1

D 1S110 family 1S5075 transposase . sulfonamide-resistant dihydropteroate synthase Sul1

D 1S91 family transposase . trimethoprim-resistant dihydrofolate reductase DfrA12

Figura 6: Estructura general del contexto gendomico del gen blayy,,.; del plasmido IncA/C2 en las muestras de K.
pneumoniae del brote nosocomial. La muestra F19 presenta el plasmido IncA/C2, pero no presenta el gen blayp,,., . El gen
blaypy.; en las muestras positivas se encuentra asociado a un transposon de la familia IS91. La anotacion fue obtenida con
Bakta y las lineas punteadas indican los sitios a#tC detectados por IntegronFinder v2.0.

El analisis del perfil de resistencia indica que las muestras de aislamientos de K.
pneumoniae mnosocomial obtenidas entre marzo y noviembre del 2017 presentan
multirresistencia a diferentes familias de antimicrobianos, confirmandose lo observado por
otras metodologias de relevamiento clinico realizadas por la institucion hospitalaria (no se
muestra). Se determino la presencia del gen blagpq., en un plasmido clasificado como IncR 1
adyacente a un integron de clase I en todas las muestras y adicionalmente, el gen NDM-1 en
un plasmido clasificado como IncA/C2 1 en dos muestras y blayy,; en un plasmido
clasificado como IncFIB(K) 1 Kpn3. La muestra F41 presenta simultdneamente éstos tres
genes de relevancia clinica. De acuerdo a la tipificacion de secuencia multilocus (MLST) a
partir de los genomas de alta resolucion todas las muestras corresponden al ST11 del CG258
portando el gen de virulencia yersiniabactin, el tipo capsular KL64 y el locus O

correspondiente a O2v1 (Tabla S4). Adicionalmente, se detectd una mutacion en el gen mgrB
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el cual determina un fenotipo resistente a la colistina y mutaciones en los genes gry4 y parC
que confieren resistencia a las fluoroquinolonas.

Por otra parte, en la Figura 7 se muestra el analisis filogenético basado en SNPs del
genoma core obtenido a partir de los genomas completos y de alta calidad de los aislamientos
de K. pneumoniae ST-11. En la misma se muestra que las secuencias de Uruguay forman un

cluster homogéneo, presentando similaridad con secuencias asiaticas y europeas (Figura S3).
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Figura 7: Analisis filogenético de SNPs del genoma core de los genomas de K. pneumoniae ST-11 de Uruguay analizados

y los obtenidos de la base de datos. El asterisco indica el nodo que contiene las secuencias generadas en este estudio.
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5. Discusion

El aumento en la incidencia de RAM es una tematica prioritaria a ser abordada,
particularmente en centros hospitalarios y mas atn en las unidades de cuidados intensivos.
Rutinariamente se realiza la caracterizacion de la resistencia a antimicrobianos a partir del
aislamiento de microorganismos y pruebas fenotipicas como las basadas en la concentracion
minima inhibitoria (MIC, por minimum inhibitory concentration). También se han
implementado otros métodos basados en el genotipado o métodos moleculares que eliminan
la necesidad de el cultivo extenso de los microorganismos. Estos incluyen la PCR, los
microarrays y LAMP (54). Una de las herramientas con potencial aplicacion para la
caracterizacion de los determinantes de RAM de forma rapida y de alta resolucion es la
secuenciacion masiva. Sin embargo, deben superarse las limitaciones para su implementacion
en el ambito clinico, tales como la reduccion en los tiempos requeridos y costos,
estandarizacion de los procedimientos, generacion de herramientas de analisis de datos de uso
universal y mejoras en las bases de datos disponibles. El uso de la genémica en la practica
clinica ha aumentado en la ultima década, particularmente para la tipificacion de patogenos e
investigacion de brotes. Recientemente se report6 un flujo de trabajo certificado con la norma
ISO para la deteccion y validacion de los resultados obtenidos de RAM utilizando datos de
secuenciacion masiva (55).

En el presente estudio se realiz6 la caracterizacion gendmica retrospectiva de un brote
clonal de CR-Kp en una institucién publica de la ciudad de Montevideo durante el afio 2017
utilizando tecnologia de secuenciacion portable ONT. Previamente, ya habian ocurrido brotes
intrahospitalarios de CR-Kp en Uruguay. Especificamente, en el afio 2011 se identifico un
brote de K. pneumoniae en el Hospital Central de las Fuerzas Armadas de la ciudad de
Montevideo con una duracion de 30 meses. Mediante metodologias de PCR, se determind
que el brote fue causado por una CR-Kp portando el gen blaypc., (56). En el ano 2014, se
describen dos casos clinicos de CR-Kp blagpc., ocurridos en el ano 2011 en un hospital
privado de la ciudad de Maldonado portando un fenotipo multirresistente que incluye
resistencia a colistina. Mediante técnicas de electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE)
se determind que se trataba de un unico clon perteneciente al ST258 (57). Si bien los
primeros casos de CR-Kp blayyc., fueron detectados en el afio 2011, un estudio llevado a cabo
con aislamientos del periodo de julio del 2010 y agosto del 2011 se detectaron pacientes
colonizados con K. pneumoniae no productora de carbapenemasas tipificados con el ST258.

En otro estudio se relevaron 8364 enterobacterias aisladas entre el afio 2012 y 2016 en el
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Hospital de Clinicas “Dr Manuel Quintela” donde el 30% correspondian a K. pneumoniae. El
andlisis de tipificacion multilocus de estas secuencias determind la presencia del ST11, ST14
y ST661 (58). En el afio 2018 se reporta el genoma del primer aislamiento de CR-Kp blagpc.,
en Uruguay y un analisis filogenético determind que se trataba del ST258. Se identificaron
ademas los plasmidos del grupo de incompatibilidad IncFIB(K) y IncFII(K) y una insercion
en el gen cromosdmico mgrB, involucrado en la generacion de resistencia a colistina (59). En
el mismo afio de recoleccion de las muestras de este estudio, se registraron un total de 10
brotes de microorganismos productores de carbapenemasas (MPC) en Uruguay (60).

A partir de los datos de secuenciacion ONT obtenidos para los aislamientos de K.
pneumoniae, se pudo confirmar la identidad del patdégeno utilizando metodologias rapidas,
obteniéndose casi 90% de clasificacion a nivel de especie utilizando las lecturas de
secuenciacion. También se pudieron caracterizar los determinantes de resistencia y virulencia
y los grupos de incompatibilidad de los plasmidos asociados al clon. Entre ellos los genes que
confieren resistencia a antibidticos carbapenémicos como el gen blagpc, y el gen blayp,.;.
Debido a que se requiere coincidencias perfectas en los siete locus para determinacion del
MLST, no se obtuvo este dato utilizando los genomas ensamblados Unicamente con las
lecturas ONT, ya que un error comun asociado a estos ensamblados son las inserciones y
deleciones (indels) que acortan artificialmente las proteinas al introducir codones sftop
prematuros o cambios en el marco de lectura (61). Recientemente, se publicd un estudio
comparativo para la obtencion del MLST, tipificacion del locus K/O y determinacién de
genes de RAM vy virulencia con datos ONT y ONT+Illumina. Utilizando un modelo reciente
para la asignacion de bases de muy alta precision de ONT (Guppy v4.0.14,
19.4.1 450bps sup) y generando ensamblados con o sin un paso adicional de pulido
(Medaka) un total de 87.3% de las muestras fueron correctamente asignadas al MLST (62).
Asimismo, los avances recientes en la quimica de secuenciacion de ONT (R10.4.1) asi como
en los modelos de asignacion de bases harian posible proximamente la determinacion del
MLST solamente con datos ONT. Para el caso de las muestras del brote nosocomial la
tipificacion de secuencia multilocus corresponde al ST11 del CG258 obtenido a partir de los
ensamblados de alta resolucion (ONT+Illumina). Asimismo, presentan el locus ybt 9 en un
elemento integrativo conjugativo ICEKp3. ybt codifica la biosintesis del sideroforo
versiniabactin y su receptor, considerados factores de virulencia claves ya que proporcionan
un mecanismo de captura de hierro del hospedero, incrementando su habilidad de
supervivencia y replicacion (63). Tanto el lipopolisacarido (o antigeno O) como el

polisacarido capsular (antigeno K) actian como factores de virulencia y antigenos de
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superficie de K. pneumoniae. Los aislamientos del brote nosocomial corresponden a KL64,
las K. pneumoniae ST-11-KL64 son particularmente comunes en Asia y Sudamérica (5,64).
El locus O corresponde a O2v1. Recientemente se report6 el reemplazo gradual del subclon
OL101:KL47 del ST-11 de CP-Kp por el subclon O2v1:KL64 en China. El mismo contiene
una mutacion puntual en el gen recC, la cual promueve significativamente eventos de
recombinacion y adicionalmente se observan mayor cantidad de elementos genéticos moviles
(65). La sustitucion en el gen recC reportada en ese estudio (His935Arg) también fue
detectada en las muestras del brote nosocomial del presente estudio. Adicionalmente, se
detect6 una mutacion en el gen cromosomico mgrB, el cual determina un fenotipo resistente a
la colistina y mutaciones en los genes cromosdmicos gry4 y parC. Estos genes se encuentran
dentro de las regiones determinantes de resistencia a quinolonas (QRDR). Las mutaciones en
el gen gry4 se encuentran principalmente en bacterias Gram negativas y se halla vinculada a
cambios estructurales en la ADN girasa y/o topoisomerasas reduciendo la afinidad de las
mismas a las fluoroquinolonas, impidiendo la replicacion y transcripcion del
microorganismo. Asimismo, se detectd en todas las muestras del estudio el gen plasmidico
gnrB2 que también confiere resistencia a fluoroquinolonas (66).

La multirresistencia de las muestras recolectadas se atribuy6 a distintas familias de
antimicrobianos incluyendo [-lactdmicos y carbapenémicos. Los genes de las
carbapenemasas blagpc, y blayp,., se encuentran en pldsmidos de los grupos de
incompatibilidad IncR y IncA/C2, respectivamente. El gen blaypc., se encuentra asociado al
transposon Tn4401. El mismo esta compuesto por los genes transposasa (tnpA) y resolvasa
(tnpR) y dos secuencias de insercion ISKpn6 y ISKpn7 ademas del gen blaypc., (67). El
mismo se encontrd adyacente a un segmento conteniendo el gen /nt/ y un sitio attC ademas
de los genes dfrA25 (asociado a la resistencia al trimetoprim), gacEdeltal (asociado a la
resistencia al amonio cuaternario) y sull (asociado a la resistencia a la sulfonamida),
caracteristicos de la estructura de un integron clase I. Los integrones son elementos
transferidos horizontalmente y juegan un rol importante en la diseminacion de genes de
RAM. Se cree que han sido de los primeros elementos de resistoma ambiental a moverse al
ecosistema humano y se han convertido en uno de los vectores de resistencia antimicrobiana
mas relevante del punto de vista clinico (68). Por su parte, el gen blay,,,., fue detectado en
dos de las tres muestras donde el pldsmido IncA/C2 fue detectado. El mecanismo de
insercion a la secuencia plasmidica parece estar asociado a un transposén de la familia IS91.
Una de las caracteristicas llamativas es la presencia de dos regiones idénticas de esta

transposasa flanqueando la region que contiene el gen blay,,,.; Estos elementos carecen de
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los repetidos invertidos convencionales en sus terminaciones y pueden movilizar secuencias
de ADN en un proceso llamado replicacion del circulo rodante (69). También se ha reportado
este elemento de transposicion asociado a la presencia de multiples copias en tandem del gen
blaypy.; (70).

En resumen, en el presente estudio se determind que el clon causante del brote
nosocomial corresponde al ST-11 de K. pneumoniae, portando multirresistencia a antibioticos
B-lactamicos y carbapenémicos. El ST-11, junto con el ST-258 forman parte del CG258 de K.
pneumoniae. E1 ST-258 ha contribuido significativamente a la dispersion de resistencia a
antibidticos carbapenémicos en Estados Unidos y Europa. Sin embargo, el ST-11,
predominante en China y con distribucion global, corresponde a una variante de un solo locus
(tonB) del ST258, lo que indica una estrecha relacion entre ellos (64). Dada la deteccion de la
circulacion de un clon de CR-Kp ST-11 de distribucion mundial y el aumento en la
prevalencia de CR-Kp del fenotipo hibrido de K. pneumoniae clasica multirresistente e
hipervirulenta, es pertinente la implementacion de sistemas de vigilancia gendmica
descentralizados que apunten a la caracterizacion temprana de estos patdgenos tanto en el
contexto clinico como en el ambiente. Debido a los indicios de que el K. pneumonie ST-11
presenta una mayor supervivencia en superficies abioticas dentro del contexto hospitalario,
este clon podria diseminarse al ambiente de forma mas exitosa y contribuir a la dispersion de
la RAM al ambiente (71). Posteriormente, el clon causante del brote nosocomial de CR-Kp
STI11 fue detectado en aguas residuales del ambiente urbano de la ciudad de Montevideo,
poniendo en evidencia el rol del microbioma intestinal y de los sistemas de saneamiento en la
dispersion de patogenos asi como de la necesidad de implementacion de sistemas de
tratamiento de las aguas residuales hospitalarias (72). En este sentido, la utilizacion de
tecnologias de secuenciacion de tercera generacion portatil podrian constituir en una
estrategia costo-efectiva para el monitoreo de la presencia de genes de RAM y factores de
virulencia en el ambiente. Adicionalmente, las constantes mejoras en cuanto a la quimica de
secuenciacion y las herramientas de andlisis permitira en un futuro llevar a cabo la anotacion
de genomas y analisis filogenéticos prescindiendo de datos de secuenciaciéon de segunda

generacion.
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6. Material suplementario

Tabla S1: Tabla de datos de secuenciacion filtrados obtenidos de las plataformas ONT y Illumina para las muestras de ADN de K. pneumoniae

obtenidas del brote nosocomial.
ONT INlumina (2 X 150 pb)

Nimero de Promedio de largo de Promedio de calidad de N50 de

lecturas lecturas lecturas lecturas Numero de lecturas (Fwd/Rev)
F15 45.733 9.073,8 10.3 14.298 1.821.192
F19 178.560 6.751,0 12.4 7.486 1,497,448
F24 197.526 6.570,5 12.7 7.508 1,494,135
F28 141.525 4.562,3 12.0 5.198 1,437,097
F29 113.586 5.010,6 10.2 6.015 1,422,106
F32 88.927 3.878,1 10.2 4.511 1.612.242
F34 22.785 12.298,1 10.4 15.320 1.409.196
F35 185.235 5.394,5 12.4 6.470 1,411,007
F41 222.921 6.065,6 12.4 7.365 1,458,385
F43 208.720 3.885,5 11.2 4.440 1,469,955
F47 13.708 5.355,3 9.0 7.099 1,399,320
F53 63.071 4.896,3 10.2 5.877 1,436,953
F54 149.083 4.544,3 10.2 5.641 1,470,372
F87 185.327 4.587,7 12.5 6.458 1,442,849
F88 126.724 5.875,3 12.5 7.441 1,437,070
Promedio 142.440 5.556,1 11,1 7.388,5 1.660.733,7
Desvio Estandar 86.356 2.439,4 1,3 3.212,0 93.412,9
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Figura S1: Visualizacion de grafos de los genomas completos o casi completos de alta resolucion generados con datos de secuenciacion de segunda y
tercera generacion utilizando Unicycler.

Tabla S2: Resultados de Quast a partir de los ensamblados obtenidos con datos ONT y datos ONT-+Illumina de las muestras del brote K.

pneumoniae nosocomial

Muestra Largo total (pb) Contigs Contig mas largo (pb) ST Plataforma

F15 6.041.036 21 5.267.610 SD ONT

F15 5.384.293 68 563.398 11 [llumina
F15 5.447.074 6 5.280.823 11 ONT + Illumina
F19 5.581.492 3 5.268.543 SD ONT

F19 5.522.525 104 467.234 11 [lumina
F19 5.607.794 7 5.153.748 11 ONT + Illumina
F24 5.587.311 3 5.268.256 SD ONT

F24 5.523.873 106 466.934 11 [llumina
F24 5.611.603 6 5.278.990 11 ONT + Illumina
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Figura S2: Contexto gendémico de las muestras de K. pneumoniae ST-11 del brote nosocomial. No se muestra la muestra F32 en la figura.
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Tabla S3: Deteccion de integrones con IntegronFinder 2.0 completos en las muestras CR-Kp del brote

intrahospitalario.

Contig Tamaifio (pb) Sitios attC Plasmido
F15 2 147.024 1 IncR 1
F19 2 161.001 3 IncA/C2_1
F19 3 152.544 1 IncR_1
F24 2 167.148 3 IncA/C2 1
F24 3 151.959 1 IncR 1
F29 2 151.919 1 IncR 1
F32 2 151.919 1 IncR 1
F34 2 151.921 1 IncR 1
F35 2 151.921 1 IncR 1
F41 3 159.506 3 IncA/C2_1
F41 4 151.949 1 IncR 1
F43 2 161.001 3 IncA/C2_1
F43 3 152.543 1 IncR 1
F47 2 151.993 1 IncR 1
F53 2 152.501 1 IncR 1
F54 2 151.955 1 IncR 1
F87 2 151.920 1 IncR 1

F88 2 151.912 1 IncR 1



Tabla S4: Resultados parciales obtenidos con Kleborate

strain

F15

F19

F24

28

F29

F32

F34

F35

F41

F43

species

Klebsiella

pneumoniae

Klebsiella

pneumoniae

Klebsiella

pneumoniae

Klebsiella

pneumoniae

Klebsiella

pneumoniae

Klebsiella

pneumoniae

Klebsiella

pneumoniae

Klebsiella

pneumoniae

Klebsiella

pneumoniae

Klebsiella

pneumoniae

ST

ST11

ST11

ST11

ST11

ST11

ST11

ST11

ST11

ST11

ST11

Yersiniabactin

ybt 9; ICEKp3

ybt 9; ICEKp3

ybt 9; ICEKp3

ybt 9; ICEKp3

ybt 9; ICEKp3

ybt 9; ICEKp3

ybt 9; ICEKp3

ybt 9; ICEKp3

ybt 9; ICEKp3

ybt 9; ICEKp3

YbST

183

183

183

183

183

183

183-1L

183

183

183

wzi

wzi64

wzi64

wzi64

wzi64

wzi64

wzi64

wzi64

wzi64

wzi64

wzi64

K _locus

KL64

KL64

KL64

KL64

KL64

KL64

KL64

KL64

KL64

KL64

O locus

0O2vl

0O2vl

0O2vl

O2vl

0O2vl

0O2vl

0O2vl

0O2vl

0O2vl

0O2vl

Sul acquired

sull;sull

sull;sull;sull;sull;sul2

sull;sull;sull;sull;sull;sul2

sull;sull

sull;sull

sull;sull

sull;sull

sull;sull

sull;sull;sull;sull;sull*;sul

2

sull;sull;sull;sull;sul2

Bla Carb acquired

KPC-2

KPC-2

KPC-2;NDM-1

KPC-2

KPC-2

KPC-2

KPC-2

KPC-2

KPC-2;NDM-1

KPC-2

Bla_chr

SHV-11.vl

SHV-11.v1

SHV-11.vl

SHV-11.vl

SHV-11.v1

SHV-11.v1

SHV-11.v1

SHV-11.vl

SHV-11.v1

SHV-11.v1

Col mutations

MgrB-62%

MgrB-62%

MgrB-62%

MgrB-62%

MgrB-62%

MgrB-62%

MgrB-62%

MgrB-62%

MgrB-62%

MgrB-62%
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F47

F53

F54

F87

F88

Klebsiella

pneumoniae

Klebsiella

pneumoniae

Klebsiella

pneumoniae

Klebsiella

pneumoniae

Klebsiella

pneumoniae

ST11

ST11

ST11

ST11

ST11

ybt 9; ICEKp3

ybt 9; ICEKp3

ybt 9; ICEKp3

ybt 9; ICEKp3

ybt 9; ICEKp3

183

183

183

183

183

wzi64

wzi64

wzi64

wzi64

wzi64

KL64

KL64

KL64

KL64

KL64

0O2vl

0O2vl

0O2vl

O2vl

0O2vl

sull;sull

sull;sull

sull;sull

sull;sull

sull;sull

KPC-2

KPC-2

KPC-2

KPC-2

KPC-2

SHV-11.vl

SHV-11.v1

SHV-11.vl

SHV-11.vl

SHV-11.v1

MgrB-62%

MgrB-62%

MgrB-62%

MgrB-62%

MgrB-62%
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Figura S3: Arbol filogenético basado en SNP del genoma core de K. pneumoniae. Las secuencias analizadas de Uruguay son similares entre si
y se encuentran formando un cluster con secuencias obtenidas de Europa y Asia.

49



7. Referencias

10.

I1.

12.

13.

14.

De Oliveira DMP, Forde BM, Kidd TJ, Harris PNA, Schembri MA, Beatson SA, etal.
Antimicrobial Resistance in ESKAPE Pathogens. Clin Microbiol Rev. 17 de junio de
2020;33(3):e00181-19.

Wyres KL, Lam MMC, Holt KE. Population genomics of Klebsiella pneumoniae. Nat Rev
Microbiol. junio de 2020;18(6):344-59.

Selden R. Nosocomial Klebsiella Infections: Intestinal Colonization as a Reservoir. Ann Intern
Med. 1 de mayo de 1971;74(5):657.

Jarvis WR, Munn VP, Highsmith AK, Culver DH, Hughes JM. The Epidemiology of Nosocomial
Infections Caused by Klebsiella pneumoniae. Infect Control. febrero de 1985;6(2):68-74.

Martin RM, Bachman MA. Colonization, Infection, and the Accessory Genome of Klebsiella
pneumoniae. Front Cell Infect Microbiol. 22 de enero de 2018;8:4.

Davison HC, Woolhouse MEJ, Low JC. What is antibiotic resistance and how can we measure it?
Trends Microbiol. diciembre de 2000;8(12):554-9.

Babini GS, Livermore DM. Are SHV [-Lactamases Universal in Klebsiella pneumoniae ?
Antimicrob Agents Chemother. agosto de 2000;44(8):2230-2230.

Bourouis A, Ben Moussa M, Belhadj O. Multidrug-resistant phenotype and isolation of a Novel
SHV- beta-Lactamase variant in a clinical isolate of Enterobacter cloacae. J Biomed Sci.
diciembre de 2015;22(1):27.

Suay-Garcia, Pérez-Gracia. Present and Future of Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae
(CRE) Infections. Antibiotics. 19 de agosto de 2019;8(3):122.

Chen L, Mathema B, Chavda KD, DelLeo FR, Bonomo RA, Kreiswirth BN.
Carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae: molecular and genetic decoding. Trends
Microbiol. diciembre de 2014;22(12):686-96.

Lauretti L, Riccio ML, Mazzariol A, Cornaglia G, Amicosante G, Fontana R, et al. Cloning and
Characterization of bla v,y , a New Integron-Borne Metallo-B-Lactamase Gene from a
Pseudomonas aeruginosa Clinical Isolate. Antimicrob Agents Chemother. julio de
1999;43(7):1584-90.

Yong D, Toleman MA, Giske CG, Cho HS, Sundman K, Lee K, et al. Characterization of a New
Metallo-p-Lactamase Gene, bla ypy. , and a Novel Erythromycin Esterase Gene Carried on a
Unique Genetic Structure in Klebsiella pneumoniae Sequence Type 14 from India. Antimicrob
Agents Chemother. diciembre de 2009;53(12):5046-54.

Watanabe M, Iyobe S, Inoue M, Mitsuhashi S. Transferable imipenem resistance in Pseudomonas
aeruginosa. Antimicrob Agents Chemother. enero de 1991;35(1):147-51.

Poirel L, Héritier C, Toliin V, Nordmann P. Emergence of Oxacillinase-Mediated Resistance to

Imipenem in Klebsiella pneumoniae. Antimicrob Agents Chemother. enero de 2004;48(1):15-22.

50


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=2epwDl
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=2epwDl
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=2epwDl
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=om3NbZ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=om3NbZ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=0JBiTL
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=0JBiTL
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=9i2KJw
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=9i2KJw
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=TqNiPH
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=TqNiPH
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=mRscQ0
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=mRscQ0
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=aAekAO
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=aAekAO
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=JFwsbU
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=JFwsbU
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=JFwsbU
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=ofgYoU
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=ofgYoU
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=5wdUzM
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=5wdUzM
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=5wdUzM
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=cqidqI
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=cqidqI
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=cqidqI
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=cqidqI
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=PaOl2i
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=PaOl2i
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=PaOl2i
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=PaOl2i
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=ZsTTO6
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=ZsTTO6
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=ShNua8
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=ShNua8

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.
22.
23.
24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

WHO. WHO publishes list of bacteria for which new antibiotics are urgently needed [Internet].
2017. Disponible en:
https://www.who.int/news/item/27-02-2017-who-publishes-list-of-bacteria-for-which-new-antibio
tics-are-urgently-needed

Reyes JA, Melano R, Cardenas PA, Trueba G. Mobile genetic elements associated with
carbapenemase genes in South American Enterobacterales. Braz J Infect Dis. mayo de
2020;24(3):231-8.

Gu D, Dong N, Zheng Z, Lin D, Huang M, Wang L, etal. A fatal outbreak of STI11
carbapenem-resistant hypervirulent Klebsiella pneumoniae in a Chinese hospital: a molecular
epidemiological study. Lancet Infect Dis. enero de 2018;18(1):37-46.

Ernst CM, Braxton JR, Rodriguez-Osorio CA, Zagieboylo AP, Li L, Pironti A, et al. Adaptive
evolution of virulence and persistence in carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae. Nat Med.
1 de mayo de 2020;26(5):705-11.

Ruppé E, Olearo F, Pires D, Baud D, Renzi G, Cherkaoui A, etal. Clonal or not clonal?
Investigating hospital outbreaks of KPC-producing Klebsiella pneumoniae with whole-genome
sequencing. Clin Microbiol Infect. julio de 2017;23(7):470-5.

Simon Andrews. FastQC [Internet]. Disponible en: https://github.com/s-andrews/FastQC
Trimmomatic [Internet]. Disponible en: https://github.com/usadellab/Trimmomatic

Ryan Wick. porechop [Internet]. Disponible en: https://github.com/rrwick/Porechop

Wouter De Coster. Nanofilt [Internet]. Disponible en: https://github.com/wdecoster/nanofilt

Wick RR, Judd LM, Gorrie CL, Holt KE. Unicycler: Resolving bacterial genome assemblies from
short and long sequencing reads. Phillippy AM, editor. PLOS Comput Biol. 8 de junio de
2017;13(6):e1005595.

Ryan Wick. Unicycler [Internet]. Disponible en: https://github.com/rrwick/Unicycler

Gurevich A, Saveliev V, Vyahhi N, Tesler G. QUAST: quality assessment tool for genome
assemblies. Bioinformatics. 15 de abril de 2013;29(8):1072-5.

Center  for  Algorithmic Biotechnology. Quast  [Internet].  Disponible  en:
https://github.com/ablab/quast

Wick RR, Schultz MB, Zobel J, Holt KE. Bandage: interactive visualization of de novo genome
assemblies. Bioinformatics. 15 de octubre de 2015;31(20):3350-2.

Bandage [Internet]. Disponible en: https://github.com/rrwick/Bandage

Bankevich A, Nurk S, Antipov D, Gurevich AA, Dvorkin M, Kulikov AS, et al. SPAdes: A New
Genome Assembly Algorithm and Its Applications to Single-Cell Sequencing. J Comput Biol.
mayo de 2012;19(5):455-77.

Center  for  Algorithmic  Biotechnology. = Spades  [Internet].  Disponible  en:
https://github.com/rrwick/Bandage

Kolmogorov M, Yuan J, Lin Y, Pevzner PA. Assembly of long, error-prone reads using repeat

51


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=uyo9G8
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=uyo9G8
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=uyo9G8
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=uyo9G8
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=yA7tll
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=yA7tll
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=yA7tll
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=BFyqJ1
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=BFyqJ1
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=BFyqJ1
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Kn2MRr
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Kn2MRr
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Kn2MRr
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=y7GsRv
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=y7GsRv
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=y7GsRv
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=0aTBQz
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=eD93pD
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=6Sb0kN
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Ter72v
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=F8HCnv
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=F8HCnv
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=F8HCnv
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=wdmn7H
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=wnxm3S
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=wnxm3S
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=lH7PQQ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=lH7PQQ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=JTrCoG
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=JTrCoG
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=DSCZMZ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=f5RyCW
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=f5RyCW
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=f5RyCW
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=afZjsr
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=afZjsr
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=hhiGif

33.
34.
35.
36.

37.

38.

39.

40.
41.

42.

43
44,
45,

46.

47.
48.

49.

graphs. Nat Biotechnol. mayo de 2019;37(5):540-6.

Flye [Internet]. Disponible en: https://github.com/fenderglass/Flye

Torsten Seemann. MLST [Internet]. Disponible en: https://github.com/tseemann/mlst

Torsten Seemann. Abricate.

Alcock BP, Raphenya AR, Lau TTY, Tsang KK, Bouchard M, Edalatmand A, et al. CARD 2020:
antibiotic resistome surveillance with the comprehensive antibiotic resistance database. Nucleic
Acids Res. 29 de octubre de 2019;gkz935.

Carattoli A, Zankari E, Garcia-Fernandez A, Voldby Larsen M, Lund O, Villa L, et al. In Silico
Detection and Typing of Plasmids using PlasmidFinder and Plasmid Multilocus Sequence Typing.
Antimicrob Agents Chemother. julio de 2014;58(7):3895-903.

Chen L. VFDB: a reference database for bacterial virulence factors. Nucleic Acids Res. 17 de
diciembre de 2004;33(Database issue):D325-8.

Néron B, Littner E, Haudiquet M, Perrin A, Cury J, Rocha E. IntegronFinder 2.0: Identification
and Analysis of Integrons across Bacteria, with a Focus on Antibiotic Resistance in Klebsiella.
Microorganisms. 24 de marzo de 2022;10(4):700.

IntegronFinder V2.0 [Internet]. Disponible en: https://github.com/gem-pasteur/Integron_Finder
Lam MMC, Wick RR, Watts SC, Cerdeira LT, Wyres KL, Holt KE. A genomic surveillance
framework and genotyping tool for Klebsiella pneumoniae and its related species complex. Nat
Commun. 7 de julio de 2021;12(1):4188.

Wyres KL, Wick RR, Gorrie C, Jenney A, Follador R, Thomson NR, et al. Identification of
Klebsiella capsule synthesis loci from whole genome data. Microb Genomics [Internet]. 1 de
diciembre de 2016 [citado 6 de abril de 2023];2(12). Disponible en:
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/mgen/10.1099/mgen.0.000102

Kleborate [Internet]. Disponible en: https://github.com/klebgenomics/Kleborate

Bakta [Internet]. Disponible en: https://github.com/oschwengers/bakta

Schwengers O, Jelonek L, Dieckmann MA, Beyvers S, Blom J, Goesmann A. Bakta: rapid and
standardized annotation of bacterial genomes via alignment-free sequence identification. Microb
Genomics [Internet]. 5 de noviembre de 2021 [citado 18 de mayo de 2023];7(11). Disponible en:
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/mgen/10.1099/mgen.0.000685

Treangen TJ, Ondov BD, Koren S, Phillippy AM. The Harvest suite for rapid core-genome
alignment and visualization of thousands of intraspecific microbial genomes. Genome Biol.
noviembre de 2014;15(11):524.

Maryland Bioinformatics Labs. parsnp [Internet]. Disponible en: https://github.com/marbl/parsnp
David Wilkins. gggenes: Draw Gene Arrow Maps in «ggplot2» [Internet]. 2023. Disponible en:
https://CRAN.R-project.org/package=gggenes

Wickham H, Averick M, Bryan J, Chang W, McGowan L, Frangois R, et al. Welcome to the
Tidyverse. J Open Source Softw. 21 de noviembre de 2019;4(43):1686.

52


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=hhiGif
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=byHwjj
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=q60gWT
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=auhITZ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=RxRDMN
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=RxRDMN
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=RxRDMN
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=IdOpR5
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=IdOpR5
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=IdOpR5
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=wqRL6U
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=wqRL6U
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=qMtcOL
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=qMtcOL
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=qMtcOL
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=4BsLwS
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=LTVKUu
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=LTVKUu
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=LTVKUu
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Bb2nfn
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Bb2nfn
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Bb2nfn
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Bb2nfn
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=xS4WST
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=AXusIs
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=rhZMHp
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=rhZMHp
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=rhZMHp
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=rhZMHp
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=jz5FPh
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=jz5FPh
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=jz5FPh
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Ffug29
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=TqCMrx
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=TqCMrx
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Zfx7Cq
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Zfx7Cq

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Hadley Wickham, RStudio. stringr [Internet]. 2022. Disponible en:
https://mirror.linux.duke.edu/cran/web/packages/stringr/stringr.pdf

Ahlmann-Eltze C, Patil I. ggsignif: R Package for Displaying Significance Brackets for «ggplot2»
[Internet]. PsyArXiv; 2021 mar [citado 1 de marzo de 2023]. Disponible en: https://osf.io/7awm6
Yu G. Using ggtree to Visualize Data on Tree-Like Structures. Curr Protoc Bioinforma [Internet].
marzo de 2020 [citado 6 de mayo de 2023];69(1). Disponible en:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/cpbi.96

Wickham H. ggplot2: Elegant Graphics for Data Analysis. 2nd ed. 2016. Cham: Springer
International Publishing : Imprint: Springer; 2016. 1 p. (Use R!).

Khan ZA, Siddiqui MF, Park S. Current and Emerging Methods of Antibiotic Susceptibility
Testing. Diagnostics. 3 de mayo de 2019;9(2):49.

Sherry NL, Horan KA, Ballard SA, Gongalves Da Silva A, Gorrie CL, Schultz MB, et al. An
ISO-certified genomics workflow for identification and surveillance of antimicrobial resistance.
Nat Commun. 4 de enero de 2023;14(1):60.

Borthagary G, Nabon A. Primer brote de Klebsiella pneumoniae productora de Carbapenemasa
tipo KPC en un hospital de tercer nivel. SALUD Mil [Internet]. 1 de junio de 2018 [citado 24 de
mayo de 20231;37(2). Disponible en:
http://revistasaludmilitar.uy/ojs/index.php/Rsm/article/view/3

Marquez C, Ingold A, Echeverria N, Acevedo A, Vignoli R, Garcia-Fulgueiras V, etal.
Emergence of KPC-producing Klebsiella pneumoniae in Uruguay: infection control and
molecular characterization. New Microbes New Infect. mayo de 2014;2(3):58-63.

Papa-Ezdra R, Caiata L, Palacio R, Outeda M, Cabezas L, Balsamo A, et al. Prevalence and
molecular characterisation of carbapenemase-producing Enterobacterales in an outbreak-free
setting in a single hospital in Uruguay. J Glob Antimicrob Resist. marzo de 2021;24:58-62.
Alvarez VE, Campos J, Galiana A, Borthagaray G, Centréon D, Marquez Villalba C. Genomic
analysis of the first isolate of KPC-2-producing Klebsiella pneumoniae from Uruguay. J Glob
Antimicrob Resist. diciembre de 2018;15:109-10.

Lucia Alonso, Gustavo Gagliano, Fabio Grill, Adriana Nabon, Verdnica Seija. Plan Nacional de
Accion contra la Resistencia Antimicrobiana. Abordaje desde la Salud Publica [Internet]. 2018.
Disponible en:
https://www.gub.uy/ministerio-salud-publica/sites/ministerio-salud-publica/files/documentos/noti
cias/MSP%20PLAN%20NACIONAL%20ACCION%20CONTRA%20RESISTENCIA%20ANT
IMICROBIANA . .pdf

De Maio N, Shaw LP, Hubbard A, George S, Sanderson ND, Swann J, et al. Comparison of
long-read sequencing technologies in the hybrid assembly of complex bacterial genomes. Microb
Genomics [Internet]. 1 de septiembre de 2019 [citado 18 de junio de 2023];5(9). Disponible en:
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/mgen/10.1099/mgen.0.000294

53


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=5CbLrV
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=5CbLrV
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=bW4gqJ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=bW4gqJ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Y4mPrc
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Y4mPrc
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Y4mPrc
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=bYi9tg
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=bYi9tg
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=1wT2j1
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=1wT2j1
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=ZeWgx9
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=ZeWgx9
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=ZeWgx9
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=agWiLg
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=agWiLg
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=agWiLg
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=agWiLg
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=IRTijR
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=IRTijR
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=IRTijR
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Vp4wwh
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Vp4wwh
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Vp4wwh
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=g403JG
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=g403JG
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=g403JG
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=ENX91y
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=ENX91y
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=ENX91y
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=ENX91y
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=ENX91y
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=ENX91y
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=BVxaho
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=BVxaho
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=BVxaho
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=BVxaho

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.
69.

70.

71.

72.

Foster-Nyarko E, Cottingham H, Wick RR, Judd LM, Lam MMC, Wyres KL, etal.
Nanopore-only assemblies for genomic surveillance of the global priority drug-resistant
pathogen, Klebsiella pneumoniae. Microb Genomics [Internet]. 8 de febrero de 2023 [citado 9 de
abril de 20231;9(2). Disponible en:
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/mgen/10.1099/mgen.0.000936

Lam MMC, Wick RR, Wyres KL, Gorrie CL, Judd LM, Jenney AW], et al. Genetic diversity,
mobilisation and spread of the yersiniabactin-encoding mobile element ICEKp in Klebsiella
pneumoniae populations. Microb Genomics [Internet]. 1 de septiembre de 2018 [citado 8 de junio
de 2023];4(9). Disponible en:
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/mgen/10.1099/mgen.0.000196

Wang J, Feng Y, Zong Z. The Origins of ST11 KL64 Klebsiella pneumoniae: a Genome-Based
Study. Wang H, editor. Microbiol Spectr. 13 de abril de 2023;11(2):e04165-22.

Zhou K, Xue CX, Xu T, Shen P, Wei S, Wyres KL, et al. A point mutation in recC associated with
subclonal replacement of carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae ST11 in China. Nat
Commun. 28 de abril de 2023;14(1):2464.

Kareem SM, Al-kadmy IM, Kazaal SS, Mohammed Ali AN, Aziz SN, Makharita RR, et al.
Detection of gyrA and parC Mutations and Prevalence of Plasmid-Mediated Quinolone
Resistance Genes in Klebsiella pneumoniae. Infect Drug Resist. febrero de 2021;Volume
14:555-63.

Cuzon G, Naas T, Nordmann P. Functional Characterization of Tn 440/ , a Tn 3 -Based
Transposon Involved in bla ypc Gene Mobilization. Antimicrob Agents Chemother. noviembre de
2011;55(11):5370-3.

Gillings MR. Class 1 integrons as invasive species. Curr Opin Microbiol. agosto de 2017;38:10-5.
Garcillan-Barcia MP, Cruz F. Distribution of IS91 family insertion sequences in bacterial
genomes: evolutionary implications. FEMS Microbiol Ecol. noviembre de 2002;42(2):303-13.
Hu Y, Zhang W, Shen X, Qu Q, Li X, Chen R, et al. Tandem Repeat of blaNDM-1 and Clonal
Dissemination of a fosA3 and blaKPC-2 Co-Carrying IncR-F33: A—: B— Plasmid in Klebsiella
pneumoniaelsolates Collected in a Southwest Hospital in China, 2010-2013. Infect Drug Resist.
diciembre de 2022;Volume 15:7431-47.

Liu Y, Zhang X, Cai L, Zong Z. Enhanced survival of ST-11 carbapenem-resistant Klebsiella
pneumoniae in the intensive care unit. Infect Control Hosp Epidemiol. junio de 2020;41(6):740-2.
Salazar C, Giménez M, Riera N, Parada A, Puig J, Galiana A, et al. Human microbiota drives
hospital-associated antimicrobial resistance dissemination in the urban environment and mirrors

patient case rates. Microbiome. 2 de diciembre de 2022;10(1):208.

54


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=6oUfek
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=6oUfek
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=6oUfek
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=6oUfek
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=6oUfek
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=f3Puao
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=f3Puao
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=f3Puao
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=f3Puao
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=f3Puao
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=MSQE20
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=MSQE20
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=YRjFqH
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=YRjFqH
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=YRjFqH
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=BNswlN
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=BNswlN
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=BNswlN
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=BNswlN
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=ZF7pEi
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=ZF7pEi
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=ZF7pEi
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=wZJPoE
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=k1hv9H
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=k1hv9H
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=N6MLdz
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=N6MLdz
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=N6MLdz
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=N6MLdz
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=2nDeUZ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=2nDeUZ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=C6gOfN
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=C6gOfN
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=C6gOfN

Capitulo 11

Generacion de perfiles taxonomicos

basados en la secuenciacion del gen 16S

completo del ARNr
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1. Introduccion

El gen 16S del ARNr (16S) codifica para el ARN7» 16S que compone la subunidad
ribosomal pequefia procariota (SSU). El mismo es comtinmente utilizado como un marcador
taxonoémico para la identificacion de microorganismos procariotas y la determinacion de sus
relaciones filogenéticas. Este gen posee alrededor de 1.550 pares de bases y estd compuesto
por nueve regiones con alto grado de variabilidad (V1-V9) y nueve regiones conservadas
que sirven como anclaje para la amplificacién con cebadores universales. Debido a éstas
caracteristicas el gen 16S ha sido utilizado como marcador de la diversidad presente en el
microbioma de ecosistemas complejos, como el suelo, la microbiota intestinal humana,
entre otros (1-3). La posibilidad de generacion de clasificaciones a nivel de especie e
incluso a niveles mas profundos permite la obtencion de resultados relevantes, ya que en el
caso de la microbiota humana, las comunidades procariotas presentes en la misma incluyen
tanto especies comensales como patogénicas del mismo género (4). Si bien, las
metodologias de secuenciacion metagendmicas se han vuelto mas accesibles, la
secuenciacion del gen 16S sigue siendo atin una metodologia costo-efectiva para estudios de
relevamiento de comunidades presentes en una gran variedad de ambientes. En términos
generales, la mayor parte de los estudios estan basados en la secuenciacion parcial del gen
16S utilizando plataformas de segunda generacion. La estrategia de andlisis incluye el
agrupamiento de lecturas de secuenciacion (OTUs, por Operational Taxonomic Units) segin
un porcentaje de identidad fijo, por lo general del > 97%. El agrupamiento y posterior
generacion de consensos reduce la complejidad en la comparacion con la base de datos, sin
embargo, limita la clasificacion a niveles taxondmicos mas alla del género. La herramienta
QIIME se basa en esta estrategia y es uno de los softwares mas utilizados para la
caracterizacion de comunidades a partir del gen 16S (5). Otra de las estrategias ampliamente
utilizadas, corresponde a la generacion de un modelo de error basado en la calidad de la
secuenciacion. Este modelo luego realiza la prediccion de errores verdaderos como
consecuencia de la variacidon bioldgica y distingue los errores que se generan debido a las
caracteristicas de la plataforma de secuenciacion. Las secuencias marcadas como
“verdaderas” que difieren a partir de un Unico nucledtido se definen como ASVs (por
amplicon sequence variants) independientes (6). El paquete DADA?2, es la herramienta mas
utilizada basada en esta estrategia (7). A pesar de su extensa utilizacion por distintos grupos
de investigacion, ambas estrategias se encuentran limitadas por las regiones variables del

gen 16S seleccionadas, ya que su utilizacion se restringe a datos de secuenciacion generados
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por plataformas de segunda generacion que permiten la obtencion de datos de una o dos
regiones variables del gen 16S. Para sacar el mayor provecho de estas estrategias, resulta
critico determinar qué region presenta un mayor poder discriminatorio a nivel de especies
en determinado ecosistema (4). Una de las alternativas para la generacion de perfiles
taxondmicos con resolucion a nivel de especie es la utilizacion de la secuenciacion del gen
completo 16S con tecnologias de tercera generacion. Estas permiten que todas las regiones
hipervariables sean contrastadas contra una base de datos, generando mayores posibilidades
de clasificacion taxonomica a nivel de especie. Diferentes estudios han mostrado el
potencial de las plataformas Pacific Biosciences (PacBio) y Oxford Nanopore Technologies
(ONT) para la generacion de perfiles taxonomicos de comunidades procariotas de baja y
alta complejidad en base a lecturas de secuenciacion del gen completo 16S (8—15). Debido a
las diferencias entre las lecturas de secuenciacion generadas con plataformas de segunda
respecto a las de tercera generacion, especificamente resultado de mayores proporciones de
inserciones y deleciones en las mismas, las herramientas estandar utilizadas para el analisis
de los datos de Illumina no resultan apropiadas para el analisis de datos generados con
PacBio u ONT (16). Para el caso de ONT, se ha puesto a disposicion una herramienta de

codigo abierto (https://github.com/epi2me-labs/wf-metagenomics) para el analisis de

secuencias completas del 16S generadas con la plataforma. La misma se basa en el
algoritmo de Kraken2 (17) en combinacion con Braken (18) o Minimap2 (19) utilizando la
base de datos de NCBI RefSeq (20). Mas recientemente, EMU, una herramienta disefiada
especificamente para secuencias generadas con plataformas de tercera generacion fue
desarrollada utilizando el algoritmo expectation-maximization (EM) (21). La misma
demostr6 mejores resultados en la asignacion taxondmica y recuperacion de la abundancia
relativa de comunidades simuladas respecto de Kraken2, Braken, NanoCLUST (22),
Centrifuge y QIIME (5).

En este trabajo se presenta el desarrollo y evaluacion de porefile, una herramienta con
diferentes moédulos de andlisis para la generacion de perfiles taxondmicos basados en el gen
16S. El primer modulo realiza el preprocesamiento de las lecturas de secuenciacion
generadas con las plataformas de tercera generacion, que consiste en el demultiplexado y el
filtrado por tamafo y calidad de las lecturas de secuenciacion de cada una de las muestras.
En el siguiente mddulo se interroga la ultima version de la base de datos SILVA (23,24)
mediante una estrategia de mapeo de las lecturas de secuenciacion contra la base de datos
utilizando Minimap2 (19) y las clasificaciones resultantes se agrupan en los niveles

taxonomicos principales en base al algoritmo del ancestro comin mas reciente o0 LCA (por
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lower common ancestor) implementada en MEGANG6 (25). A partir de los datos de
clasificacion obtenidos, un paso opcional de pulido de los resultados a nivel de especie se
encuentra disponible. En el mismo, se reduce la base de datos a las especies clasificadas en
el primer paso de interrogacion o match generando una base de datos personalizada. Luego
las lecturas de secuenciacion no asignadas o con un valor de abundancia relativa por debajo
de determinado umbral son reclasificadas en base a esta base de datos reducida utilizando
criterios mas estrictos de mapeo o polish. La distribucion de la abundancia relativa es
calculada y los resultados se muestran en el formato de tablas (tabla de conteo y
clasificacion taxonomica). También se generan archivos .rma compatibles con la version

GUI de MEGANG para la visualizacion de datos y analisis.

2. Objetivo general:

Desarrollar una herramienta de clasificacion de lecturas de secuenciacion del gen
completo 16S obtenidas con plataformas de secuenciacion de tercera generacion,
maximizando la recuperacion de clasificaciones a nivel de especie y la distribucion de la

abundancia relativa.

2.1 Objetivos especificos:

1. Implementar un flujo de trabajo que incluya el preprocesamiento de las lecturas de
secuenciacion de tercera generacion, con énfasis en ONT.

2. Implementar el algoritmo LCA en base al score de alineamiento de las lecturas de
secuenciacion del gen 16S contra la base de datos para el posterior agrupamiento de
las clasificaciones y generacion de tablas de conteo y taxonomia.

3. Generar clasificaciones de alta resolucion a nivel de especie para comunidades de alta
y baja complejidad a partir de datos de secuenciacion ONT.

4. Comparar los resultados obtenidos con porefile con otras herramientas recientes para
la obtencion de perfiles taxondmicos con tecnologias de tercera generacion.

5. Evaluar la clasificacion taxondmica obtenida de porefile a partir de un conjunto de
datos reales de secuenciacion del gen 16S con ONT y comparar los resultados

obtenidos con metodologias de segunda generacion para las mismas muestras.
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3. Materiales y métodos

3.1 Datos simulados

Se simularon datos de secuenciacion ONT para comunidades microbianas de baja
(CBC) y alta complejidad (CAC). La CBC se simul6 en base a una comunidad estandar de
prueba comercial (ZymoBiomics Microbial Community Standard, Zymo Research), la cual
contiene ocho componentes bacterianos que incluyen: Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Salmonella enterica, Lactobacillus fermentum (o Limosilactobacillus
fermentum), Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y
Bacillus subtilis. Las secuencias del gen 16S del ARNr de referencia para la simulacion
fueron obtenidas del fabricante de la comunidad de prueba comercial

(https://files.zymoresearch.com/protocols/ d6300_zymobiomics_microbial community sta

ndard.pdf). La simulacion de las lecturas de secuenciacion se realizd con Badread v0.2.0
(26). Un total de 40 Mb de lecturas de 1500 pb £ 200 pb con una distribuciéon gama fueron
simuladas a partir de las secuencias de referencia. Se utilizd6 el modelo de error
“nanopore2020” y se generaron cuatro conjuntos de datos con un porcentaje de identidad
contra la referencia entre 85% y 95% en base a una distribucion beta con una desviacion
estandar del 5% y un méaximo de 99%. Adicionalmente, se seleccionaron 112 genomas
completos de alta calidad de la base de datos BV-BRC

(https://www.bv-bre.org/view/Taxonomy/234#view_tab=overview) de bacterias de origen

humano y ambiental (Tabla S1). Para la CAC, las secuencias del gen 16S del ARNr fueron
extraidas con barrnap v0.9 (https:/github.com/tseemann/barrnap) y se simularon lecturas
de secuenciacion para los genes 16S del ARNr extraidos como se menciond anteriormente.
Para las lecturas tanto de alta como de baja complejidad, se utilizd Nanofilt v2.8.0 (27) para
retener solamente aquellas con un largo entre 1000 y 1700 pb y una calidad mayor a 10. La
CBC se generdé combinando las proporciones tedricas informadas por el fabricante de
ZymoBiomics microbial community standard y para la CAC se combinaron cantidades

iguales de lecturas de todas las referencias simuladas.

3.2 Datos reales

Se re-analizaron datos de secuenciacion del gen 16S del ARNr» completo (regiones

V1-V9) obtenidos con la plataforma ONT y a su vez, los datos de secuenciacion de la
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region V3-V4 obtenidos con la plataforma Illumina a partir de un conjunto de datos
correspondiente a muestras obtenidas de la microbiota fecal humana publicado por Matsuo
et al, 2021 (13). En este trabajo ademads se incluye un estandar como control positivo de
ADN gendmico conteniendo diez cepas correspondientes a Bacillus cereus, Bifidobacterium
adolescentis, Clostridium beijerinckii, Deinococcus radiodurans, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Lactobacillus gasseri, Cereibacter sphaeroides, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus mutans (MSA-1000, ATCC). Los datos de secuenciacion fueron
obtenidos de la base de datos NCBI SRA bajo el BioProject PRIDB9744 (Tabla S2). Para
los datos de secuenciacion ONT se utilizd Nanofilt v2.8.0 (27) para retener las lecturas entre
1000 y 1700 pb y con una calidad mayor a 10. Para los datos de [llumina obtenidos en la
plataforma MiSeq (2 X 250 pb), las mismas fueron procesadas con Trimmomatic v0.39 (28)
para la remocion de adaptadores de secuenciacion y la calidad de las lecturas filtradas

fueron evaluadas con FastQC v0.11.9 (29).

3.3 Generacion de perfiles taxonomicos

La clasificacion taxondmica a nivel de especie a partir de las lecturas tanto simuladas
como  reales se realizo con  porefile, EMU 'y  wf-metagenomics

(https://github.com/epi2me-labs/wif-metagenomics). La clasificacion taxondémica a nivel de

género para los datos obtenidos con la plataforma Illumina se realiz6 con el paquete de

DADA2 (7).

3.4 Comparacion de resultados de clasificacion taxonOmica

Los resultados de porefile fueron procesados con phyloseq v1.34.0 (30) y las tablas de
abundancia de cada una de las herramientas se procesaron con multiples paquetes de R

(31-33). La clasificacion taxonomica obtenida a partir de los datos simulados para cada

. o e y « ey v
herramienta fue evaluada con distintos parametros. La precision fue calculada como ﬁ

vp
vp +fn’

y la sensibilidad como donde vp corresponde a los verdaderos positivos, es decir, el

nimero de lecturas clasificadas correctamente a nivel de especie; fp corresponde a los falsos
positivos, es decir, el nimero de clasificaciones incorrectas a nivel de especie y fn
corresponden a los falsos negativos, es decir, el nimero de lecturas que no fueron
clasificadas a nivel de especie. Adicionalmente, se utilizd el paquete Metrics (34) para
determinar la raiz del error cuadritico medio (RECM) entre los valores de abundancia

relativa esperada versus la observada para cada método y a su vez para cada una de las

60


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=OBBeka
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=D6PVE1
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=JDCbOT
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=n2RKba
https://github.com/epi2me-labs/wf-metagenomics
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=yivFwr
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Qlu1c5
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=8zB7zB
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=cmEewx

especies. El limite de deteccion se determino en base a la clasificacion de una comunidad
estandar de prueba. Se determind el limite de detecciéon como la abundancia relativa mas

baja a la que se detecta alguno de los componentes de la comunidad de prueba.

3.5 Disponibilidad de codigo utilizado

Los comandos para la generacion de las figuras se encuentran disponibles en

https://github.com/Ceci07/porefile_figures

4. Resultados

4.1 Implementacion de porefile

Se desarrolld un flujo de trabajo para el preprocesamiento y generacion de perfiles
taxonémicos a partir de datos de secuenciacion del gen 16S del ARNr generados con
tecnologia de tercera generacion. Los modulos de porefile fueron montados en el sistema de
manejo de  software  Nextflow (35) 'y se encuentran disponibles en

https://github.com/microgenlab/porefile. Porefile es una herramienta de clasificacion de

lecturas de secuenciacion generadas a partir del gen 16S. La clasificacion se basa en el mapeo
de las lecturas contra de la ultima version de la base de datos SILVA (match) (Figura 1).

Las clasificaciones son agrupadas en base al algoritmo del ancestro comun mas
reciente o LCA (del lower common ancestor) implementado en MEGANG6. Este algoritmo es
ampliamente utilizado para el agrupamiento de lecturas de secuenciacion cortas en los nodos
de un arbol taxondémico (como el de NCBI) en base al score de alineamiento de las lecturas
contra una base de datos. Utilizando el algoritmo LCA naive implementado en MEGANG las
lecturas de secuenciacion del gen 16S son asignadas al nodo comun a todos los hits
significativos contra la base de datos (25,36). Para porefile, estos hits significativos
corresponden al mejor score de alineamiento y todos aquellos que se encuentran dentro del
mejor 10% de ese valor. A su vez, porefile permite la creacion de la nomenclatura sindnima

entre la version mas reciente de la base de datos SILVA y la de NCBI.
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Figura 1: Esquema del flujo de trabajo de porefile. Las lecturas de secuenciacion obtenidas en formato fastq son filtradas
con Nanofilt. Las lecturas con largos entre 1000 y 1500 pb y un g-score mayor a 10 son retenidas y mapeadas contra la base
de datos SILVA utilizando Minimap?2. La clasificacion de las lecturas se realiza utilizando el algoritmo LCA implementado
en MEGANSG6. En la etapa de match contra la base de datos se agrupan las lecturas dentro 10% del mejor score de
alineamiento contra la base de datos. Los hits son colocados en un arbol taxonémico con la nomenclatura NCBI y a partir
del mismo se generan tablas de conteo para cada uno de los nodos del arbol y su respectiva clasificacion taxonomica. En el
paso de polish, la base de datos se reduce a los taxones clasificados en el paso de match. Las lecturas son mapeadas contra
la base de datos reducida y las lecturas se agrupan dentro del 5% del mejor score de alineamiento contra la base de datos.

A modo de ejemplificar los pasos del algoritmo, en la Figura 2 se muestra que una
lectura de secuenciacion es clasificada como Campylobacter lari RM2100, Helicobacter
hepaticus ATCC 51449 y Wolinella succinogenes utilizando la estrategia de alineamiento
contra la base de datos. Debido a que no hay una diferencia significativa entre el score de
alineamiento entre ellas mayor al 10% del mejor Ait, el algoritmo asigna esa lectura al orden
Campylobacterales, el cual es el ancestro comun a todos los Aits significativos (25). Una vez
aplicado el algoritmo LCA, se realiza el conteo de las lecturas asignadas a cada nodo del
arbol taxondémico NCBI, generando una tabla de conteo y una tabla con la taxonomia
conteniendo la anotacién completa de la clasificacion (Dominio, Reino, Filo, Clase, Orden,
Familia, Género y Especie). A partir de la tabla de asignacion taxonomica y de conteo se
puede inferir abundancia relativa de los taxones y generar resultados estandar de estudios de
perfilado taxondmico (curvas de rarefaccion, determinacion de la diversidad alfa y beta, etc).
Adicionalmente, Porefile incluye un paso de refinamiento de la clasificacion a nivel de

especie (polish). Para este paso, un médulo de porefile extrae de la base de datos SILVA las
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secuencias de referencia que corresponden a las clasificaciones obtenidas a nivel de especie
en las muestras (base de datos reducida) y mapea las lecturas de secuenciacion que no fueron
asignadas o se encuentran por debajo de un umbral arbitrario contra la base de datos reducida.
Los archivos de mapeo son analizados por el algoritmo LCA, con los parametros de score de
alineamiento mas estrictos, especificamente se asigna una especie a la lectura r si » tiene un
score de alineamiento contra la especie s dentro del 5% por ciento superior al mejor Ait
obtenido para la especie s. La finalidad de este paso es la generacion de una nueva base de
datos personalizada para el tipo de muestra analizada, disminuir la cantidad de alineamientos
contra la base de datos y mejorar la recuperacion de la abundancia relativa de los

componentes de la muestra en cuestion.

———oCampylobacter fetus

———oCampylobacter jejuni
Campylobacter

Campylobacter coli RM2228
_E@ampy/obacter lari RM270@ <--- Score = 33.9 bits

L oCampylobacter upsaliensis RM3195

Campylobacterales,
—

) Helicobacter pylori J99
Helicobacter,
Helicobacter hepaticus ATCC 57449) <--- Score = 33.5 bits

Helicobacteraceae |
@/o/ine//a succinogene§<--- Score = 32.7 bits

Lo Thiomicrospira denitrificans ATCC 33889

Figura 2: Algoritmo LCA utilizado por porefile. A la derecha se muestra en score de alineamiento obtenido para una
lectura de secuenciacion r contra Campylobacter lari, Helicobacter hepaticus 'y Wolinella succinogenes. El algoritmo LCA
asigna la lectura r al taxdn Campylobacterales, ya que es el ancestro comun mas reciente para las tres especies con la que
encontrd coincidencias en la base de datos. Adaptado de Hudson et al., 2007.

4.2 Porefile recupera la mayor parte de los componentes de una

comunidad de prueba simulada

Con la finalidad de remover los sesgos introducidos durante el procesamiento de
muestras y amplificacion del gen S, se realizo la simulacion de lecturas de secuenciacion
ONT en base a secuencias conocidas de distintas especies. A modo de determinar el mejor
rango para el parametro de identidad de las simulaciones generadas con Badread, se
generaron comunidades de prueba con un 85% a 95% de identidad contra las respectivas
referencias (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella enterica, Lactobacillus

fermentum, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes 'y
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Bacillus subtilis). Asimismo, se utilizo el parametro de identidad por defecto asignada por el
simulador, correspondiente a 87.5% + 5.5% con un méaximo de 97.5%, generando diez
réplicas de comunidades de pruebas simuladas de baja complejidad. Se realiz6 la asignacion
taxondmica con porefile utilizando la opcion de pulido a nivel de especie y adicionalmente

se realiz¢ la clasificacion con EMU y wf-metagenomics (Minimap?2).
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Figura 3: Clasificacion taxondmica de una comunidad simulada de baja complejidad. A) Clasificacion de las réplicas de las
muestras simuladas con porefile, EMU y wf-metagenomics. B) Regresion lineal entre las abundancias relativas esperadas y
las observadas para cada uno de los componentes de la comunidad de prueba. C) RECM de cada uno de los componentes en
las distintas réplicas de la comunidad de prueba. La clasificacion Bacillus spizizenii fue reemplazada por Bacillus subtilis,
ya que Bacillus spizizenii se considera una subespecie de Bacillus subtilis (Bacillus subtilis sub. spizizenii).

Durante el primer paso de porefile, el limite de deteccion (LD) de la abundancia
relativa de los componentes de la comunidad fue 0.0258 + 0.0005. Se tomaron todas las
secuencias de la base de datos por encima de este limite en la base de datos SILVA
(utilizando la opcion --lowAbundanceThreshold) y se cre6 una nueva base de datos
reducida. En la etapa de pulido a nivel de especie (polish) las lecturas sin asignar o por
debajo del LD de secuenciacion son contrastadas nuevamente contra esta version de la base

de datos y la clasificacion se realiza utilizando el algoritmo LCA. En la Figura 3A se
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observan los resultados de la clasificacion taxondémica obtenida con porefile, EMU y
wf-metagenomics. Tanto con porefile como con EMU y wf-metagenomics se detectaron
todos los componentes de la comunidad de prueba simulada (Figura 3A), sin embargo,
solamente con porefile y EMU se obtuvieron una relacion lineal 0ptima entre la abundancia

relativa esperada versus la observada (Figura 3B).
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Figura 4: Clasificacion taxondmica y recuperacion de la abundancia relativa de una comunidad de prueba simulada de
baja complejidad variando el parametro de identidad contra las referencias utilizadas para la simulacion. A)
Clasificacion taxonomica obtenida en el primer y segundo paso de interrogacion de la base de datos SILVA. B) Ajuste
lineal entre las abundancias relativas esperadas y observadas.

A modo de determinar qué especies contribuyen en la desviacion de las abundancias
relativas esperadas para cada herramienta, se determind el RECM para cada una de las
especies y cada uno de los resultados obtenidos con porefile, EMU y wf-metagenomics. En
general se obtuvo un valor cercano a cero de RECM con porefile y EMU (0.53 £ 0.29), sin
embargo con wf-metagenomics se obtuvo un valor de 6.53 + 7.17, siendo Bacillus subtilis,

Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli los mayores
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contribuyentes en la desviacion de la abundancia relativa esperada para la comunidad de
prueba simulada (Figura 3C). En la Figura S1 se pueden observar especificamente la
abundancia relativa recuperada de los componentes de la comunidad de prueba para cada
una de las herramientas. Adicionalmente, las lecturas simuladas obtenidas con otros
porcentajes de identidad respecto a las referencias de la comunidad de prueba fueron
evaluadas y los resultados se muestran en la Figura 4. Se observa que para el rango de
identidades entre 85% y 95% los componentes de la comunidad de prueba son detectados en
los dos pasos (match y polish) de interrogacion de la base de datos. En segundo lugar, hay
una disminucién en la cantidad de lecturas sin asignar o mal asignadas luego del segundo
paso de interrogacion (polish) contra la base de datos reducida para todas las identidades
ensayadas. Esto tiene como resultado un aumento tanto de la precision como de la
sensibilidad cuando se compara el primer paso (precision 86% = 1.1%, sensibilidad 72.9% +
8.5%), respecto al segundo paso (precision 93.3% =+ 2.7% y sensibilidad 83.2% + 4.4%).
Asimismo, se observa una mejora en la recuperacion de la abundancia relativa esperada en
todos los rangos de identidad ensayados.

En la Figura 5A se muestra un muestreo al azar de 20 componentes de las
comunidades de pruebas de alta complejidad. Luego del paso de pulido a nivel de especie
llevado a cabo por porefile, se obtiene para la CAC una mejor recuperacion de la
abundancia relativa esperada, respecto a la obtenida con wf-metagenomics y EMU (Figura
5B). Asimismo, se detecto el 91.9% de los componentes de CAC con porefile, mientras que
con EMU se detectaron el 86.6% y wf-metagenomics pudo detectar el 89.3%. Para el caso
de las muestras humanas, porefile detectd el 91% de los componentes, mientras que EMU
89% vy wf-metagenomics 89%. Por otra parte, porefile pudo detectar el 100% de los
componentes de la comunidad de prueba de origen ambiental, mientras que EMU pudo
detectar el 66.7% y wf-metagenomics el 83.3% (Figura 5C). Las especies que no fueron
detectadas por los tres métodos fueron Acinetobacter gyllenbergii, Erysipelotrichaceae
bacterium 66202529 y Anaerococcus mediterraneensis. En ningiin caso se observa una
regresion lineal dptima entre lo esperado y lo observado. Es decir, la abundancia relativa no
es recuperada de forma homogénea entre los componentes de la CAC. Sin embargo, se
obtiene un mejor coeficiente R? para los resultados generados con porefile, respecto de
EMU y wf-metagenomics. En resumen, porefile pudo recuperar mas componentes del
conjunto de comunidades de prueba simuladas con componentes de origen humano y
ambiental, respecto a los demas métodos y a su vez, si bien la recuperacion de abundancia

relativa no fue Optima, porefile mostré un coeficiente de ajuste lineal superior respecto a lo
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observado con EMU y wf-metagenomics. Por lo tanto, porefile mejora la recuperacion de la
abundancia relativa de comunidades de prueba simuladas de alta complejidad y detecta una
mayor cantidad de componentes de la CAC, particularmente, las de origen ambiental, en

contraposicion de wf-metagenomics y EMU.
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Figura 5: Clasificacion taxondmica de la comunidad de prueba simulada de alta complejidad. A) Muestreo al azar de veinte
componentes de las comunidades de prueba de alta complejidad simuladas (origen humano y ambiental) clasificadas con
porefile, EMU y wf-metagenomics. B) Regresion lineal entre la abundancia relativa esperada y la observada para las
comunidades de prueba simuladas de origen humano y ambiental. C) Porcentaje de clasificaciones correctas obtenidas con
cada uno de los métodos de clasificacion tanto para las comunidades de origen humano, ambiental y la totalidad.

4.3 Porefile genera perfiles taxonomicos a nivel de especie a partir del
microbioma intestinal humano y recupera en gran parte la taxonomia del

perfil generado con tecnologias de segunda generacion a nivel de género.
A modo de evaluar las capacidades de porefile de generar perfiles taxonémicos a
partir de datos de secuenciacion reales del gen completo del 16S del ARNr, se utilizd un

conjunto de datos previamente generados por Matsuo et al., 2021 (13). En este trabajo se

incluyen datos de la amplificacion de las regiones V1-V9 del gen 16S secuenciados con la
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plataforma ONT. A su vez, se generaron amplicones de las regiones V3-V4 y dichos
amplicones fueron secuenciados con la plataforma Illumina MiSeq (2 x 250 pb). Este
conjunto de datos incluye ademas una comunidad estandar de prueba de ADN (MSA-1000,
ATCC). Los datos ONT fueron evaluados con porefile y EMU, mientras que los datos de
[llumina fueron evaluados con la estrategia de generaciéon de ASVs con el paquete DADA?2.
Para el caso de porefile se muestra la comparacién en la recuperacion de la abundancia
relativa en el paso de match y polish en la Figura S2.

La inclusién de una comunidad de prueba estandar de composicion teorica conocida,
permitid que se obtuviera informacidon respecto a la capacidad de deteccion de los
componentes, la recuperacion de la abundancia relativa y el LD de los componentes de la
misma. El LD de los componentes de la comunidad estdndar luego del primer paso de
interrogacion (match) contra la base de datos fue de 0.004.

La abundancia relativa recuperada para la comunidad de prueba refleja potenciales
sesgos. En este caso, la comunidad de prueba se afiadio a partir del paso de amplificacion,
por lo que la desviacion en la abundancia relativa observada respecto a la esperada es
atribuible a los cebadores seleccionados, a las condiciones de la PCR y la estrategia de
preparacion de la biblioteca de secuenciacion. Se observa que todos los componentes de la
comunidad de prueba son detectados tanto con porefile como con EMU (Figura 6). Se
observa que para el caso de porefile las mayores desviaciones respecto a la composicion
tedrica vienen dadas por la subestimacion de las bacterias gram negativas Bifidobacterium
adolescentis, Escherichia coli y la bacteria gram positiva Bacillus cereus. Asimismo,
Rhodobacter sphaeroides, una bacteria gram negativa se encuentra sobreestimada. Para el
caso de EMU, las desviaciones vienen dadas principalmente por la sobre estimacion de la
bacteria gram positivas Clostridium beijerinckii y subestimacion de Bifidobacterium
adolescentis 'y Bacillus cereus. La capacidad de recuperacion de la abundancia relativa
teorica fue medida con la raiz del error cuadratico medio (RECM). Los valores de RECM
son cercanos a cero tanto con porefile como EMU. Especificamente, porefile presenta un
RECM (0.049) levemente mayor que a EMU (0.037). Sin embargo, el porcentaje de
clasificaciones por debajo del LD, es mayor con porefile (5.5%), respecto a EMU (0.5%) a

nivel de especies.
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Figura 6: Clasificacion taxonémica obtenida con EMU 'y porefile de la comunidad estandar de prueba MSA-1000 (ATCC)
correspondiente a la secuenciacion con la plataforma ONT del conjunto de datos obtenidos de Matsuo et al, 2021. La
comunidad estandar estd compuesta por cantidades iguales de ADN gendémico de Bacillus cereus (ATCC 10987),
Bifidobacterium adolescentis (ATCC 15703), Clostridium beijerinckii (ATCC 35702), Deinococcus radiodurans (ATCC
BAAS816), Enterococcus faecalis (ATCC 47077), Escherichia coli (ATCC 700926), Lactobacillus gasseri (ATCC 33323),
Rhodobacter sphaeroides (ATCC 17029), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) y Streptococcus mutans (ATCC
700610). Se muestran las clasificaciones por encima del limite de deteccion de porefile (0.037). El RECM para porefile fue
de 0.049 y 0.037 para EMU. Adicionalmente, la cantidad de clasificaciones incorrectas fue del 5.5% para porefile y 0.5%
para EMU.

4.4 Porefile aumenta la resolucion en la clasificacion al utilizar una base

de datos especifica del ambiente

Se evaluaron los datos de secuenciacion del gen 16S obtenidos a partir de muestras de
microbiota intestinal humana del trabajo de Matsuo et al, 2021. A partir del primer paso de
interrogacion contra la base de datos (match) se obtuvieron los taxones para la creacion de
la base de datos reducida.

Al realizar la reclasificacion de las secuencias (polish) utilizando la base de datos
reducida y un criterio de agrupamiento en los nodos del arbol taxondmico mas estrictos (top
5%), se clasificaron la totalidad de las secuencias de las muestras, aumentando la
abundancia relativa de muchas especies que habian sido recuperadas en menor proporcion

en el paso de match (Figura 7).
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Figura 7: Analisis de datos de secuenciacion del gen 16S completo con la plataforma ONT para el dataset de muestras de
microbiota intestinal humana del trabajo de Matsuo et al, 2021. Se muestra la clasificacion obtenida en el paso de match y
polish con porefile de cada una de las muestras (G1-G6).

4.5 Porefile recupera en gran medida la clasificacion a nivel de Género
respecto a la clasificacion obtenidas con la estrategia de ASVs a partir de

datos de Illumina.

Se realiz6 la comparacion de los datos de secuenciacion del gen 16S obtenidos de la
region V1-V9 en la plataforma ONT y las regiones V3-V4 obtenidos con la plataforma
[llumina del conjunto de datos publicado por Matsuo et al, 2021 de las muestras de
microbiota intestinal humana. A modo de determinar si los resultados obtenidos con porefile
son consistentes con los datos obtenidos con la metodologia estandar de secuenciacion de
lecturas cortas. Las mismas fueron analizadas con la estrategia de obtencion de ASVs del
paquete DADA2. Asimismo, se incluyeron los datos de clasificaciéon obtenidos para las
regiones V1-V9 con EMU. En la Figura 8 se muestra una comparacion de 56 géneros con

una abundancia relativa mayor a 0.005. La totalidad de las clasificaciones se muestra en la
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Figura S3. Del total de comparaciones se obtuvo que porefile recupera el 82% de los géneros

clasificados con DADA2, mientras que EMU recupera el 85%.
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Figura 8: Comparacion entre las clasificaciones a nivel de género obtenidas con datos de secuenciacion ONT e Illumina.
Las secuencias ONT fueron analizadas con porefile y EMU vy las secuencias Illumina fueron analizadas con DADA2. Se
muestran todas las clasificaciones con una abundancia relativa mayor a 0.005.

El género predominante detectado con la secuenciacion ONT tanto por porefile como
con EMU corresponde al género Bifidobacterium. Este resultado es confirmado con todas las
estrategias de analisis seleccionadas. El detalle de las clasificaciones detectadas a nivel de
género y especie se encuentran en las Figuras S4 y S5. A través del analisis de los datos de
secuenciacion del gen 16S completo se detectd que las especies predominantes en el conjunto

de datos corresponde a Bifidobacterium longum y Bifidobacterium pseudocatenulatum.
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5. Discusion

La utilizacion de marcadores moleculares como el gen 16S han sido utilizados
extensamente desde la aparicion de las tecnologias de secuenciacion masiva. Esto determin6
el desarrollo de distintas herramientas bioinformaticas para el analisis de los datos generados,
muchas de las cuales se han integrado a procedimientos estandar para el estudio de
comunidades microbianas. El uso mas frecuente de este tipo de abordaje es la generacion de
perfiles taxondémicos y de diversidad entre distintas condiciones a partir de muestras de
distintos origenes de una forma costo-efectiva. En este sentido, un estudio reciente ha
mostrado que la informacién obtenida con la secuenciacion de las regiones hipervariables
V3-V4 del gen 16S es comparable con la informacion taxonémica obtenida a través de la
secuenciacion shotgun de baja cobertura (37). Si bien éstas técnicas son ampliamente
utilizadas, es necesario conocer los sesgos introducidos en las distintas etapas del
procesamiento; desde la extraccion de ADN de las muestras y amplificacidon hasta el analisis
de datos. Para ello es indispensable el uso de controles tanto positivos como negativos para la
correcta interpretacion de los resultados. La utilizacion de controles positivos, como las
comunidades microbianas de prueba, permite determinar si existen sesgos hacia algun tipo de
microorganismo, el limite de deteccidbn confiable y el impacto de potenciales
contaminaciones cruzadas. Es sabido que los procedimientos de extraccion de ADN de las
muestras constituyen uno de los puntos mas susceptibles a la introduccion de sesgos, éstos
provienen principalmente de las diferencia en las eficiencias de extraccion debido a la
composicion de la pared celular de los distintos microorganismos, por lo que la inclusién de
comunidades microbianas de prueba que incluyan distintos tipos de cepas (por ejemplo,
Gram positivas y negativas) en esta etapa permite conocer si la metodologia utilizada para la
extraccion de ADN impacta en la deteccion de la abundancia relativa de los componentes de
la muestra y en qué extension (38,39). Incluso se ha propuesto un modelo matematico que
apunta a corregir estos sesgos en base a la medicion de la eficiencia obtenida en cada paso del
flujo de trabajo (40). Otro de los puntos de introduccion de sesgos, es la etapa de
amplificacion del gen 16S a través del uso de cebadores “universales”. Sin embargo, es
sabido que dichos cebadores universales no amplifican con la misma eficiencia el gen 16S de
todos las especies presentes en una determinada muestra. Otros de los factores que introducen
sesgos es el tipo de polimerasa, las 7ag polimerasas tienen un porcentaje mayor de errores,
respecto a las polimerasas de alta fidelidad (41). A partir de esto, se han propuesto estrategias

alternativas para disminuir los sesgos asociados a la amplificacién del gen 16S, como la
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utilizacion de cebadores capaces de amplificar el gen completo del 16S o incluso el operon
rrn completo a modo de recuperar una mayor variabilidad en esa region y aumentar el poder
discriminatorio entre las especies (15,42—44).

Con el surgimiento de las nuevas tecnologias de secuenciacion de tercera generacion,
se han creado oportunidades para explorar la diversidad presente en muestras de distintos
origenes utilizando el gen completo 16S a partir de datos de secuenciacion masiva. Esto ha
determinado la necesidad de desarrollo de herramientas bioinformaticas para el analisis de
este tipo de datos, teniendo en cuenta el porcentaje de error asociado a la plataforma de
secuenciacion. En este contexto se desarrolld porefile, una herramienta de clasificacion
taxonomica, cuyos modulos fueron integrados dentro del sistema Nextflow. Porefile utiliza la
estrategia de mapeo contra la ultima version de la base de datos SILVA para determinar los
taxones presentes en las muestras analizadas. El agrupamiento de las clasificaciones se
realiza utilizando el algoritmo LCA, luego implementa una etapa de pulido a nivel de especie
y para ello recluta de la base de datos las secuencias detectadas en la primera etapa de
comparacion (match) para crear una base de datos reducida. Luego se contrastan nuevamente
las lecturas de secuenciacién no asignadas o en baja abundancia contra esta base de datos
reducida (polish) y se reporta los resultados a nivel de especie para las comunidades presentes
en las muestras. A partir de datos de secuenciacion ONT simulados, es decir, sin los sesgos
clasicos de los estudios del microbioma mencionados anteriormente, se determind que
porefile es una herramienta capaz de detectar los componentes de comunidades microbianas
de baja y alta complejidad. Incluso, se mostré6 que presenta mejor capacidad de deteccion y
recuperacion de la abundancia relativa de muestras ambientales, respecto a otras herramientas
utilizadas. Otros autores han propuesto la utilizacién de base de datos nicho-especificas para
mejorar la clasificacion de las secuencias del gen 16S (4,45,46). Porefile incorpora estos
conceptos mediante la obtencion de la informacién contenida en las muestras para la
generacion de una base de datos reducida a las especies detectados en el dataset, creando una
base de datos especifica para el ambiente, permitiendo una mejora en la recuperacion de la
abundancia relativa de los componentes ademas de su deteccion.

Cuando se evalud porefile con un dataset de secuenciacion del gen 16S previamente
publicado (13) se obtuvieron resultados similares tanto con porefile como con EMU para la
comunidad de prueba comercial presente en el dataset en términos de deteccion y RCEM de
la abundancia relativa. Se observaron desviaciones puntuales de la abundancia relativa para
algunos de sus componentes, pero estas desviaciones no parecen tener un impacto mayor

cuando son evaluados en su conjunto. Cabe destacar que tanto porefile como EMU
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recuperaron todos los componentes de la comunidad estandar de prueba a nivel de especie
utilizando la base de datos SILVA, sin embargo, los autores de la publicacion no pudieron
detectar Escherichia coli en la misma utilizando una estrategia de mapeo con minimap2
contra una base de datos personalizada (GenomeSync). Al evaluar los datos generados en este
trabajo para las muestras de microbiota intestinal humana, tanto a partir de las regiones
V1-VO9 del 16S con la plataforma ONT, como para la region V3-V4 con la plataforma
[llumina, se observd que porefile recupera en similares proporciones los componentes de la
microbiota fecal a nivel de género, respecto de EMU. Adicionalmente, se detecté que el
género Bifidobacterium es predominante en cinco de seis muestras, siendo Bifidobacterium
longum y Bifidobacterium pseudocatenulatum las especies mas representadas. Las mismas
han sido previamente reportadas como parte de la microbiota intestinal (47).
Especificamente, B. longum estaria involucrada en el desarrollo de la respuesta inmune
temprana. Por su parte, B. pseudocatenulatum se encuentra dentro del mismo cluster
filogenético que B. adolescentis y su funciones estan asociadas a la fermentacion de una gran
variedad de carbohidratos. Algunas cepas de esta especie han sido reportadas con potencial
probiotico (48). Los autores del trabajo no reportaron B. pseudocatenulatum en las muestras,
pero si B. adolescentis y otras especies de Bifidobacterium aisladas previamente de la
microbiota intestinal y otras especies de origen no humano. El género Bifidobacterium tiene
un rol central en la homeostasis de la microbiota intestinal, por lo que contar con
herramientas capaces de obtener informacion de alta resolucidon y de bajo costo de este
género generaria impacto positivo en esta area de estudio.

Si bien se requiere que un nimero mayor de datasets sean evaluados, especialmente, a
partir de muestras de distintos origenes, estos resultados indican que porefile es una
herramienta capaz de clasificar lecturas de secuenciacion ONT de forma automatica y
reproducible, ya que sus mddulos son manejados en un sistema que permite el rastreo de
todos los procesos y resultados generados (35). Asimismo, genera archivos de salida
compatibles con herramientas de visualizacion grafica de los resultados y archivos de conteo
y taxonomia compatibles con herramientas de uso comun en el estudio de los perfiles
taxonomicos como phyloseq (30).

Finalmente, la metodologia implementada en porefile tiene el potencial de ser
extendido a otros marcadores moleculares utilizados en el area de la microbiologia, como el
gen 18S para el relevamiento de las comunidades eucariotas, ya que es posible hacer el ajuste
de diversos parametros como el tamafno del amplicon. Ademas utiliza la base de datos SILVA

que también incluye una extensa coleccion de secuencias del gen 18S del ARNr.
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6. Material suplementario

Tabla S1: Genomas completos obtenidos de BV-BRC para la simulacion de lecturas de secuenciacion ONT para la CAC

ID BV-BRC
1031746.3
1032071.3

103.855.148
1051974.3

106.654.153
1095685.4

1.117.645.837

1.134.687.569
1215914.3
1229621.4
1262462.5

128.038.018
128944.3

131.343.095
13.142.833
1325724.3

1335.4
134534.15
13.516.515

135.214.893
1385930.3
1385939.3
1.408.387
1416803.3

1.463.165.355
146827.6
147206.17

149.616.373
1530123.47

154.046.362
1585976.7

1.588.362.081
161879.63
1.639.116

1680.5

Especie
Campylobacter hyointestinalis
Aliarcobacter cryaerophilus
Bordetella hinzii
Granulibacter bethesdensis
Acinetobacter nosocomialis
Neisseria meningitidis
Elizabethkingia anophelis
Klebsiella michiganensis
Lacticaseibacillus casei
Anaerostipes rhamnosivorans
Yersinia enterocolitica
Staphylococcus aureus
Aerococcus urinaehominis
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Brevundimonas vancanneytii
Streptococcus equinus
Acinetobacter gyllenbergii
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Burkholderia dolosa
Bifidobacterium breve
Bacillus pumilus
Bordetella genomosp. 9
Klebsiella quasipneumoniae
Corynebacterium simulans
Collinsella stercoris
Clostridioides difficile
Acinetobacter seifertii
Hungatella hathewayi
Bergeyella cardium
Enterobacter hormaechei
Corynebacterium kroppenstedtii
Listeria monocytogenes

Bifidobacterium adolescentis

Genoma
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo

Completo

Fecha de la
muestra Grupo geogradico
1986 Europa
Norteamérica
Norteamérica
2015-03-18 Asia
2000-03 Asia
2012-12-08 Asia
2016-12-12 Asia
2011 Europa
2019 Africa
2001 Europa
2009 Europa
2009 Asia
1800-2017
2014-10-27 Norteamérica
2013-01-01 Asia
2021
2017-04-12 Asia
2005-01-01 Norteamérica
2008
Norteamérica
2000 Europa
not applicable
2020-11-30 Asia
2010-2017 Asia
not applicable
2016-05-31 Asia
2020 Asia
2021-10-05 Asia
2008-07-01 Europa
2006-10-30 Asia

Origen
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano

Humano
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1689.18
1.717.786
17.471.081
177.323.679
1.774.124
1870984.37
187.327.398
1.953.312
19.723.707
1.992.267
207340.31
208.224.339
2098.77
21.010.419
2.104.439
2.168.162.621
239.935.255
244.366.383
253.62
262728.6
2676062.3
272621.13
2763670.3
28.025.133
28.111.543
281.161.841
28.141.828
28188.25
2.872.558
2.890.118.084
29.459.447
29.518.255
29.519.483
32020.98
33.035.113
35814.91
36.809.384
3.716.011.141
40.215.152
40.324.208

Bifidobacterium dentium
Corynebacterium diphtheriae
Cutibacterium acnes
Mycobacterium tuberculosis
Mycobacteroides chelonae
Anaerococcus mediterraneensis
Acidaminococcus intestini
Campylobacter coli
Campylobacter jejuni
Campylobacter concisus
Roseomonas mucosa
Enterobacter kobei
Metamycoplasma hominis
Helicobacter pylori
Mycoplasmoides pneumoniae
Bifidobacterium longum
Akkermansia muciniphila
Klebsiella variicola
Chryseobacterium indologenes
Haemophilus influenzae
Erysipelotrichaceae bacterium 66202529
Lactobacillus acidophilus
Wujia chipingensis
Bifidobacterium animalis
Bacteroides eggerthii
Bacteroides ovatus
Cronobacter sakazakii
Capnocytophaga canimorsus
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella enterica
Brucella melitensis
Borreliella afzelii
Borreliella garinii
Campylobacter fetus
Blautia producta
Bordetella holmesii
Mpycobacteroides abscessus
Bacteroides xylanisolvens
Acinetobacter junii

Stenotrophomonas maltophilia

Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo

Completo

1900-1974
2017
2016-01-05

2019-10
2019-05-10
not applicable
2018
2021
2009-01-02
01-nov-2013
2021

2015
2016
2020-03-01
2017-11-06
2002-10-23
2010-08

2019-10-18
1970
2018-06-01
2010-10
not applicable
2002-04-16
2017-07-03
2018-03-21
2012
2016-07-15
2015-03-01
2001
1996
2012-05

1984
2015
2007-07-11
2018-04-17
2019-12-04

Asia

Asia

Asia
Europa

Europa

Asia
Europa
Oceania
Norteamérica

Asia

Asia
Asia
Asia
Asia
Oceania

Norteamérica

Europa

Asia
Asia

Norteamérica
Europa

Oceania

Asia
Asia
Europa
Europa

Norteamérica

Norteamérica

Norteamérica

Asia
Asia

Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano

Humano
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405532.5
463025.4
47.018.285
48.518.128
504.107
518.68
519.5
5.201.353
545.196
5.461.553
548.155
548.659
5.503.005
562.110.757
571.73
5.733.984
57.706.158
582.135
584.296
587.328
6.152.494
61.645.623
65.058.243
654.725
68.892.148
729.339
730.14
730.31
76859.5
777.319
783.32
803.16
813.33
8.172.206
824.5
83558.16
84.112.435
857417.11
87.883.732
95.486.299

Bacillus cereus
Bordetella bronchialis
Acinetobacter baumannii
Neisseria gonorrhoeae
Kingella kingae
Bordetella bronchiseptica
Bordetella parapertussis
Bordetella pertussis
Citrobacter koseri
Citrobacter freundii
Klebsiella aerogenes
Klebsiella aerogenes
Enterobacter cloacae
Escherichia coli
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Citrobacter braakii
Morganella morganii
Proteus mirabilis
Providencia rettgeri
Serratia marcescens
Enterobacter asburiae
Corynebacterium ulcerans
Aeromonas veronii
Streptococcus infantis
Haemophilus parainfluenzae
[Haemophilus] ducreyi
[Haemophilus] ducreyi
Fusobacterium nucleatum
Coxiella burnetii
Rickettsia rickettsii
Bartonella quintana
Chlamydia trachomatis
Bacteroides fragilis
Campylobacter gracilis
Chlamydia pneumoniae
Eggerthella lenta
Janibacter indicus
Burkholderia multivorans

Burkholderia cenocepacia

Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo

Completo

1969
2009

2014
2018-08-13
1995
2012
1983
2019-10-10
2020-11-23
1997
2013
2014
2019-05-22
2018
2016
2019-05-23
2015-07-31
2014-05-14
2013-10
2016
2020
2016
2019
2018-03-11

1982
2014
2018
2014
1944
2020-05-01
1994-09-29
1985-09-25
1977

2020-12-08
2017-09-30
2010
1996-09-10

Europa
Oceania
Norteamérica
Norteamérica
Oceania
Asia
Asia
Europa
Asia
Europa
Norteamérica
Europa
Europa
Asia
Asia
Asia
Sudamérica
Europa
Africa
Asia
Asia
Asia

Africa
Asia
Europa
Norteamérica
Norteamérica
Norteamérica

Norteamérica

Europa
Europa
Asia
Europa

Norteamérica

Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano

Humano
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1196182.3
12.804.443
13.517.158
155.322.309
1667327.38
1.812.935.393
2489014.3
388357.3
41170.17
41276.2
56.277.543
57.341.322

Abundancia (%)

Listeria monocytogenes
Staphylococcus aureus
Enterococcus faecalis
Bacillus toyonensis
Klebsiella quasipneumoniae
Enterobacter roggenkampii
Klebsiella variicola
Kocuria turfanensis
Exiguobacterium acetylicum
Brevundimonas vesicularis
Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo
Completo

Completo

2008 Norteamérica Ambiental

2019-06-01 Europa Ambiental
2018-10 Asia Ambiental
2019 Norteamérica Ambiental
Ambiental

2021-07 Asia Ambiental
Ambiental

2006-08-20 Asia Ambiental
2019 Norteamérica Ambiental
2012-09 Asia Ambiental
2001 Oceania Ambiental
2000 Ambiental

15
o *—
10 '—"—:’:’/‘/;'
5
0
Esperado porefile EMU wi-metagenomics
@ Bacillus subtilis . ® Listeria monocytogenes
Especies ® Enterococcus faecalis Pseudomonas aeruginos
P ® Escherichia coli Salmonella enterica

® Limosilactobacillus fermentum Staphylococcus aureus

Figura S1: Deteccion de componentes de CBC y abundancia relativa obtenida para cada una de las herramientas de
clasificacion
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Tabla S2: Datos de secuenciacion ONT e Illumina de Matsuo et al., 2021

Observed0

0.051

0.001

SRA Muestra
DRR225048  gut microbiome 1
DRR225051  gut microbiome 2
DRR225054  gut microbiome 3
DRR225057  gut microbiome 4
DRR225060  gut microbiome 5
DRR225063  gut microbiome 6
DRR225046 10 Strain Even Mix Genomic Material
DRR225050  gut microbiome 1
DRR225053  gut microbiome 2
DRR225056  gut microbiome 3
DRR225059  gut microbiome 4
DRR225062  gut microbiome 5
DRR225065  gut microbiome 6
match
0.151
o
01 0 T
@)
O
o
©
° @
[0
&
O
)
[
0.051
[
©)
0.001
0.10
Esperado

Tipo
Sample
Sample
Sample
Sample
Sample
Sample
Mock
Sample
Sample
Sample
Sample
Sample
Sample

polish

D
Gl
G2
G3
G4
G5
G6
M2
Gl
G2
G3
G4
G5
G6

0.10
Esperado

Datos
ONT
ONT
ONT
ONT
ONT
ONT
ONT
[llumina
[llumina
Illumina
[llumina
Ilumina

Illumina

Especie

Bacillus cereus

@ Bifidobacterium adolescentis

Clostridium beijerinckii
Deinococcus radiodurans
Enterococcus faecalis
Escherichia coli

Lactobacillus gasseri

Staphylococcus epidermidis

Streptococcus mutans

Figura S2: Comparacion de la recuperacion relativa de la comunidad estandar de prueba MSA-1000 (ATCC) del dataset
de Matsuo et al, 2021.
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Figura S3: Comparacion de las clasificaciones obtenidas a nivel de género para las muestras de la microbiota fecal humana (G1-G6) con datos de
secuenciacion del gen 16S obtenidos con la plataforma ONT (V1-V9) y la plataforma Illumina (V3-V4). Se utilizaron las herramientas porefile y EMU
para la clasificacion de los datos ONT y DADA?2 para los datos Illumina.
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1. Introduccion

Una infeccion respiratoria severa de origen desconocido fue detectada a finales del
2019 en la provincia de Hubei, China. Los métodos de diagnostico apuntaban a una infeccion
viral causada por un coronavirus. Tras el andlisis metagenomico de muestras obtenidas de
pacientes hospitalizados se determindé que el agente etioldgico correspondia a nuevo
Betacoronavirus (1-3) denominado posteriormente Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) por el ICTV (International Committee on Taxonomy of
Viruses) en base a sus caracteristicas filogenéticas (4). La enfermedad causada por
SARS-CoV-2 se denomind COVID-19 (por Coronavirus disease 2019) por parte de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (5). La misma se dispersé rapidamente a distintas
regiones del mundo como consecuencia de la conectividad y movilidad internacional y el 11
de marzo de 2020 es declarada la pandemia global de COVID-19 por parte de la OMS (6).
Los esfuerzos de vigilancia gendmica llevados para SARS-CoV-2 a nivel global y la rapida
disponibilizacion de la informacién ha permitido el andlisis y rastreo epidemiologico, asi
como el monitoreo de la evolucion viral a escala global practicamente en tiempo real como
ningun otro patdégeno (7).

La OMS y el ECDC (por European Centre for Disease Prevention and Control) han
generado guias técnicas para el muestreo y secuenciacion de SARS-CoV-2 (8,9). La
obtencion de secuencias genomicas del virus permite llevar a cabo estudios filodindmicos y
filogenéticos de SARS-CoV-2, que permiten comprender la transmision, epidemiologia y
dispersion espacial de SARS-CoV-2, asi como el monitoreo de nuevas mutaciones que
podrian conferir ventajas biologicas al virus tales como mayor transmisibilidad, capacidad de
evasion de la respuesta inmune natural o inducida o posibles escapes a las terapias
disponibles (7). Para la generacion de las secuencias genomicas de SARS-CoV-2, se han
utilizado al menos dos metodologias; la primera consistié6 en un abordaje metagendémico a
partir de muestras clinicas obtenidas de pacientes enfermos. Estas metodologias son ttiles
cuando no se tiene informacion previa del agente causal y resulta extremadamente util para la
deteccion de nuevos patdgenos, tal como fue el caso de SARS-CoV-2. La segunda estrategia
y tal vez la mas utilizada, es la secuenciacion direccionada basada en la amplificacion de
segmentos solapantes del genoma y reconstruccion del mismo guiado por una referencia. Esta
estrategia ha sido implementada para multiples plataformas de secuenciacion (10-12). La
rapida disponibilizacion de las primeras secuencias de SARS-CoV-2 en etapas tempranas de

la emergencia sanitaria permitié el desarrollo de métodos diagnoésticos especificos y ademas
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permitio la implementacion de protocolos de secuenciacion, en base a protocolos previos
(13,14). En este sentido, en enero del 2020 ARTIC Network puso a disposicion un esquema
de cebadores para la amplificacion de SARS-CoV-2 en conjunto con protocolos de
secuenciacion de fragmentos solapantes del genoma y andlisis para la plataforma ONT

(https://artic.network/ncov-2019). Con este esquema el genoma de SARS-CoV-2 es

amplificado a partir del producto de retrotranscripcion en fragmentos de aproximadamente
400 pares de bases utilizando el método Primal Scheme (14). A partir de esta estrategia, otros
protocolos han surgido para la generacion de amplicones solapantes del genoma viral y
preparacion de bibliotecas de secuenciacion en un tiempo mas corto (15). Se estima que la
mayor parte de las secuencias gendmicas de SARS-CoV-2 generadas se han obtenido con la

plataforma Illumina y aproximadamente el 25% con la plataforma ONT (16).
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Figura 1: Organizacion genomica del SARS-CoV-2. Obtenido de Biorender.

A partir de las primeras secuencias obtenidas del genoma de SARS-CoV-2 se
determind que el mismo pertenece al género Betacoronavirus, los cuales representan virus
envueltos con un genoma ARN de cadena simple y sentido positivo, con un tamafio de
aproximadamente 30 kilobases. El mismo codifica 16 proteinas no estructurales (nsp), 4
estructurales y 6 accesorias. Las 16 nsps involucradas en la transcripcion viral, replicacion y
evasion del sistema inmune del hospedero son productos del clivado de una poliproteina
codificada por el ORfla y Orflb que en conjunto ocupan aproximadamente el 70% del
genoma viral (17). El 30% restante del genoma codifica para proteinas accesorias y proteinas
estructurales correspondientes a la envoltura (E), membrana (M), nucleocapside (N) y

espicula o Spike (S) (Figura 1). Esta Gltima corresponde a una glicoproteina que interactua
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con el receptor ACE2 (por angiotensin convertase enzyme 2) mediando la fusion del virus
con las células del hospedero. Asimismo, en la proteina S se encuentra el sitio RBD (por
receptor binding domain) el cual es el principal blanco de los anticuerpos neutralizantes

generados luego de la infeccion natural o tras la vacunacion (18).

Los primeros casos de COVID-19 detectados en Sudamérica fueron reportados en
Brasil, mientras que Venezuela y Uruguay fueron los Gltimos paises en reportar los primeros
casos confirmados (19). A partir de esto, Uruguay procede a cerrar parcialmente las fronteras
permitiendo el retorno de ciudadanos uruguayos y a su vez declarando cuarentena voluntaria
(20) (Figura 2). En este contexto, se realizo la caracterizacion gendmica a nivel local de diez
muestras de individuos con diagnostico positivo para COVID-19 entre el 16 y 19 de marzo de
2020 con protocolos de secuenciacion generados en las etapas tempranas de la pandemia con
la finalidad de conocer los genotipos, asi como estimar la fecha y origen geografico mas

probable del ingreso de SARS-CoV-2 en Uruguay.

05/01 30/01 11/03 29/03
La OMS alerta sobre La OMS declara La OMS declara Se secuencian primeras
_una neumonia de emergencia sanitaria de estado de pandemia secuencias genomicas de
origen desconocido en preocupacion causada por SARS-CoV-2 de Uruguay
Wuhan, China internacional COVID-19
2020
12/01 20-22/01 10/02 25/02 13/03
Publicacion de Primer caso Restricciones Primeros Primeros
primer secuencia confirmado en EUA y de viajes casos casos
genémica de SARS-  confirmacion de internacionales confirmados confirmados
CoV-2 transmision en en Sudamérica en Uruguay
humanos

Figura 2: Linea de tiempo de SARS-CoV-2 del comienzo de la emergencia sanitaria por COVID-19 en Uruguay. Creado
en Biorender.

2 . Objetivo general

Describir los linajes de SARS-CoV-2 que circularon en marzo del 2020 en Uruguay

luego de la confirmacion de los primeros casos de COVID-19 en el pais.
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2.1 Objetivos especificos

1. Determinar la fecha y origen mas probable de la introduccion de SARS-CoV-2 en
Uruguay mediante métodos filodindmicos.
2. Determinar las caracteristicas principales de los linajes de SARS-CoV-2 detectados en

marzo del 2020 de los genomas depositados en la base de datos EpiCoV/GISAID.

3. Métodos

3.1 Estudios filodinamicos de SARS-CoV-2 en Uruguay en marzo del 2020.

A modo de estimar la fecha, el origen geografico y la variacion genética de las
primeras secuencias generadas de SARS-CoV-2 en Uruguay, se utilizd un conjunto de
secuencias de la base de datos EpiCoV/GISAID correspondiente al Nextstrain build South
America, 2021-03-03 obtenido de Sant’Anna et al, 2021 (21) y conteniendo un total de 3642
secuencias muestreadas entre 2019-12-26 y 2021-05-13. Las secuencias fueron divididas en
nueve regiones que incluyen Uruguay (n = 57), paises limitrofes a Uruguay (Argentina n =
127 y Brasil n = 988), del resto de Sudamérica (n = 899), Norteamérica (n = 167), Europa (n
= 712), Asia (n = 413), Africa (n = 232) y Oceania (n = 48). Del total de secuencias de
Uruguay (EPI SET 230830yk), 38 fueron afiadidas posteriormente al conjunto de datos,
donde 10 fueron generadas por el grupo de trabajo del Institut Pasteur de Montevideo (22).
Las secuencias uruguayas corresponden a muestras obtenidas de EpiCoV/GISAID colectadas
hasta el 2020-03-30 y forman parte del foco de estudio de la dindmica de SARS-CoV-2 en
ese periodo (Tabla S1). Para todas las muestras el clado Nextrain fue asignado utilizando
Nextclade CLI vI.10.3 (23). Para estimar la fecha de ingreso y origen geografico de las
primeras secuencias de SARS-CoV-2 en Uruguay se utilizd un modelo de reloj molecular
(24). Es decir, se asume que los cambios observados a lo largo del tiempo se dieron a una tasa
evolutiva relativamente constante. El conjunto de datos completo de secuencias fue alineado
con Nextalign CLI vi1.4.5 (23) utilizando como referencia la secuencia WIV04
(EPI_ISL 402124). Multiples iteraciones de generacion de arboles filogenéticos de maxima
verosimilitud fueron inferidos con [IQ-TREE v2.1.4 utilizando el modelo de sustitucion
GTR+G (25). A modo de evaluar incongruencias entre la divergencia genética y fecha de
muestreo que afectan la sefial temporal se utilizaron los métodos de evaluacion root-to-tip

implementados en TreeTime v0.9.0 (26) y TempEst v1.5.3 (27). Para la obtencion de un mejor
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ajuste la topologia inicial del arbol filogenético para las estimaciones espacio-temporales, la
filogenia final fue inferida utilizando ModelFinder implementada en /Q-TREE (28). La
estimacion de la filogenia a escala temporal se realizd con TreeTime utilizando el método de
enraizado a partir de la secuencia mas antigua (—reroot oldest). Se estimo la filogenia a escala
temporal utilizando la configuracion con méxima verosimilitud (join?). Las transiciones
geograficas entre las distintas regiones fueron estimadas con el modelo de transiciones de
estados discretos o mugration de TreeTime, donde las posibles regiones ancestrales fueron
especificadas como Uruguay, Argentina, Brasil, Sudamérica, Norteamérica, Europa, Asia,

Africa y Oceania.

3.2 Analisis de datos y disponibilidad del codigo

La manipulacién de tablas se realizd con multiples paquetes de R (29-32). Los
alineamientos fueron visualizados con Aliview vI.28 (33) y las filogenias temporales con

FigTree vi.4.4 (https://github.com/rambaut/figtree/). Los comandos ejecutados y el codigo

para la  generacion de las  figuras se  encuentran  disponibles  en

https://github.com/Ceci07/sars-cov-2_genomics.

4. Resultados

4.1 Linajes PANGO y clado Nextrain circulantes en Uruguay en marzo del

2020

En la Figura 3A se muestra la distribucion de linajes y clados correspondientes a las
secuencias genomicas de Uruguay obtenidas en marzo del 2020 disponibles en la base de
datos EpiCoV/GISAID. La mayor parte de las secuencias corresponde al clado 19B (n = 25),
seguido de 19A (n = 3), 20A (n =4), 20D (n=3) y 20B (n = 1). En la Figura 3B se muestra
la distribucion de las sustituciones aminoacidicas detectadas en estos genomas a lo largo del
mes de marzo. La primera sustitucion detectada a nivel del gen S, corresponde a la
sustitucion D614G. La secuencia mdas antigua conteniendo la sustitucion D614G en la

proteina S data del 17 de marzo del 2020 (en negro) (Tabla S1).
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Figura 3: Distribucion de las secuencias obtenidas de Uruguay en la base de datos EpiCoV/GISAID de marzo del 2020.
A) Distribucion de linajes PANGO y clado Nextstrain. B) Deteccion de sustituciones aminoacidicas en los genomas de la
base de datos.

4.2 Generacion de la filogenia de maxima verosimilitud del conjunto de
datos genomicos.

A modo de estimar la fecha de ingreso y el/los origen/es geografico/s mas probable
del ingreso de SARS-CoV-2 en Uruguay se se utilizd un conjunto de datos previamente
muestreado de la base de datos afiadiendo todas las secuencias obtenidas de Uruguay (37
secuencias) de marzo del 2020. El conjunto de datos inicial fue sometido a varias iteraciones
de inferencia filogenética de méaxima verosimilitud y evaluacion de la sefial temporal con el
método root-to-tip de TreeTime y TempEst (27). El TMRCA (por time to the most recent

common ancestor) de la topologia inicial del arbol filogenético se situd a fines de octubre de
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2019 (2019.8 o 2019-10-20). Este conjunto final de datos incluye 3365 secuencias con una
sefial temporal aceptable para la inferencia de una filogenia a escala temporal (Figura S1).
La tasa de mutacion estimada para el conjunto de datos analizados fue de 6.878 x 10

sustituciones/sitio/afio en base a la filogenia en escala temporal obtenida con el método joint.

Clado

- BEL
| BEL!
| 20A

20B

20C

20D

20E (EU1)

20F

20G

20H (Beta, V2)

201 (Alpha, V1)

20J (Gamma, V3)

21C (Epsilon)
I 21D (Eta)

Dataset
EpiCoV/GISAID
. Uruguay

Figura 4: Arbol filogenético a escala temporal del dataset de estudio. El arbol filogenético contiene 3365 secuencias cuyo
TMRCA observado (2019.9, R* = 0.58) y la tasa de mutacién se corresponde a 6.878 x 10" sustituciones/sitio/afio.

4.3 Estimacion temporal y geografica de la introduccion de SARS-CoV-2 en
Uruguay

La relacion entre la divergencia genética y la fecha de muestreo indican un
comportamiento de reloj molecular por parte del conjunto de datos (Figura S1). A partir de la
calibracion de la filogenia a escala temporal se obtuvo que TMRCA del arbol se ubica a
mediados de noviembre del 2019 (2019-11-12). Se detectaron al menos nueve introducciones
independientes durante el mes de marzo del 2020 (Tabla S2 y Figura S2). El cluster 4 que
di6 lugar al mayor cluster de transmision detectado en marzo (n = 21). Se estima que esta
introduccion tuvo tuvo lugar hacia fines de febrero con un origen probable en Sudamérica
(excepto Brasil y Argentina). Este incluye la secuencia de SARS-CoV-2 de Uruguay con
fecha de recoleccion mas antigua (2020-03-13) (Figura 5).
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Figura 5: Arbol filogenético a escala temporal del conjunto de secuencias correspondientes a los clados que circularon en marzo del
2020 en Uruguay. El origen geografico mas probable de las primeras introducciones de SARS-CoV-2 a Uruguay se estim6 con el
modelo de transiciones entre estados discretos de TreeTime. El color de las ramas corresponde al origen geografico mas probable. Se
muestran cuatro de las nueve introducciones detectadas en marzo del 2020. La figura en forma de diamante contiene todas las ramas
derivadas de ese nodo. Los numeros representan algunos de los distintos clusters de secuencias uruguayas del mes de marzo.

Se asume que las regiones geograficas estdn parametrizadas en funcion del tiempo de
forma analoga a modelos que describen la evolucion de las secuencias de los genomas con el
modelo de reloj molecular. En este caso, las regiones geogréaficas fueron definidas como
Sudamérica, Norteamérica, Europa, Asia, Africa, Oceania, Argentina, Brasil y Uruguay. La
mayor parte de las introducciones tienen un origen probable en Sudamérica. Asimismo, se

registraron introducciones desde Norteamérica, Asia, Europa, Argentina y Brasil (Tabla S2).
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5. Discusion

Los coronavirus son un grupo de virus de ARN que han causado dos epidemias de
gran magnitud en las ultimas décadas, especificamente debido a SARS-CoV y MERS-CoV
(por Middle East respiratory syndrome coronavirus) (34-36). Tras la emergencia del nuevo
coronavirus SARS-CoV-2, la declaracion de la pandemia mundial y la confirmacion de los
primeros casos de COVID-19 en Uruguay, diferentes grupos de investigadores del sector
publico y privado pusieron a disposicion sus recursos para conocer las distintas variantes que
han circulado desde el inicio de la pandemia a nivel local (21,33-42). En base a las secuencias
depositadas en la base de datos se observa que hubo circulacion de los clados 19A, 19B, 20A,
20B y 20D durante marzo del 2020 en Uruguay. A partir de estas secuencias se pudo
determinar que ya en los inicios de la pandemia en Uruguay circulaban linajes conteniendo
una sustitucion de acido aspartico a glicina (D614G) en la proteina S del virus. Estos linajes
identificados como portadores de la sustitucion D614G circulando en Uruguay corresponden
a B.1, B.1.195, B.1.1.33 y B.1.1.1. Esta sustitucion luego estaria ampliamente distribuida en
los distintos linajes posteriores a las cepas originales de SARS-CoV-2 y a su vez se encuentra
presente en todos las variantes de preocupacion reportadas hasta el momento. Algunos
estudios han sugerido que esta sustituciéon mejora la eficiencia del ingreso de las c€lulas que
expresan el receptor de la convertasa de angiotensina 2 (ACE2), respecto a la cepa original
(46). Esta mayor eficiencia estaria asociada a la incorporacion de un sitio de clivaje,
estabilizacion de la interaccion proteina S-ACE2 y mayor empaquetamiento de la proteina en
la particula viral (47). La frecuencia de la sustitucion D614G tuvo un marcado aumento en
abril del 2020 a nivel global y se cree que atin en los linajes mas recientes de SARS-CoV-2,
como la variante Omicron y sus subvariantes, esta sustitucion podria estar implicada en la
evasion de la respuesta inmune, transmisibilidad y susceptibilidad a la reinfeccion (48,49). En
este sentido, durante el periodo julio-agosto del 2020 se registro la primera ola de contagios
en el sur de Brasil con predominancia de los linajes B.1.1.33 y B.1.1.28, ambas conteniendo
la mutacion D614G (50). Estudios de la dinamica de SARS-CoV-2 en la frontera seca con
Brasil, mostraron multiples introducciones desde Brasil tanto de B.1.1.33 como de B.1.1.28 a
través de las localidades fronterizas con el estado de Rio Grande do Sul en el periodo
mayo-julio (42). La cantidad de casos y fallecimientos por COVID-19 se mantuvieron en
nimeros relativamente bajos dado el contexto regional hasta diciembre del 2020, momento
en el cual se inici6 la primera ola de contagios masiva en el pais. Asimismo se identific6 un

sublinaje de B.1.1.28, denominado luego P.6, con dos mutaciones adicionales en el gen que
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codifica la proteina S (Q675H + Q677H), cuyo origen mds probable se encuentra situado en
Uruguay. Se cree que estos cambios aminoacidicos cerca del sitio de clivaje S1/S2 pudieron
haber estado involucrados en un aumento de la transmisibilidad de este linaje respecto a otros
linajes co-circulantes en el pais (39). También se reportd y caracterizd el ingreso de la
variante de preocupacion Gamma (alias P.1) al pais (38).

Para SARS-CoV-2, y muchos virus de ARN, los cambios evolutivos son medibles
entre distintos tiempos de muestreo, permitiendo el uso del modelo de reloj molecular para su
reconstruccion filogenética a escala temporal. A partir de esto, el conjunto de datos
seleccionado para evaluar el andlisis de la introduccion de SARS-CoV-2 en Uruguay mostrod
adecuarse a este modelo de reloj molecular evaluado a través del método root-to-tip (27). Por
otro lado, la estimacion de tasa de mutacion de SARS-CoV-2 observada es similar a la media
estimada anteriormente por Duchéne y colaboradores, 2020 en los inicios de la pandemia de
COVID-19 (24). La edad de la raiz del arbol filogenético a escala temporal fue estimada a
mediados de noviembre del 2019, la cual corresponde con otros reportes del origen de
SARS-CoV-2 (51-53). La fecha estimada de introduccion de SARS-CoV-2 en Uruguay se
estimé a fines de febrero del 2020 y con una mayor cantidad de introducciones
independientes desde Sudamérica respecto a otros origenes. Ademas de Sudamérica, se
detectaron introducciones desde Asia, Norteamérica y Brasil. Estimaciones similares fueron
reportadas por Elizondo y colaboradores, 2021, donde el TMRCA del cluster principal
conteniendo la secuencia de SARS-CoV-2 mas antigua fue estimado entre el 2 y 5 de marzo
del 2020 utilizando métodos bayesianos de inferencia espacio-temporal (54).

La rapidez sin precedentes de la disponibilizacion de los datos genomicos de
SARS-CoV-2 ha permitido la implementacién de forma consistente de la vigilancia gendmica
a escala global para el seguimiento en tiempo real de la evolucion viral mediante el
genotipado, serotipado y asignacion de linajes. También ha asistido al rastreo de contactos e
identificacion de cadenas de transmisiones asi como la identificacion de variantes de
preocupacion antes de su dispersion internacional. Adicionalmente, ha contribuido a la
generacion del paisaje mutacional que ha permitido evaluar y desarrollar tratamientos y
vacunas. Si bien se han realizado avances metodologicos significativos para afrontar la
masiva generacion de datos, las variaciones regionales y temporales en la generacion de los
mismos han estado fuertemente relacionados con las disparidades socioecondémicas a nivel

mundial (55,56).
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6. Material suplementario
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Figura S1: Correlacion entre la divergencia y las fechas de muestreo de los componentes del dataset de estudio. La misma fue evaluada con el
método root-to-tip de TreeTime.

Tabla S1: Secuencias genémicas de Marzo 2020 de Uruguay en EpiCoV/GISAID ordenadas segin la fecha de muestreo. En negrita las secuencias

conteniendo la sustitucion D614G en la proteina S

Muestra GISAID ID Region Fecha Linaje PANGO Clado Sustituciones en AA
Mdeo-1 EPI_ISL 444493  Uruguay 2020-03-13 A5 19B ORF8:L84S
UY-1 EPI ISL 426476  Uruguay 2020-03-16 A5 19B ORF8:L84S
UY-2 EPI ISL 426477  Uruguay 2020-03-16 A5 19B ORF8:L84S
UY-3 EPI ISL 426478  Uruguay 2020-03-17 A5 19B ORF8:L84S
UY-4 EPI ISL 426479  Uruguay 2020-03-17 AS 19B ORF8:1.84S
UY-5 EPI ISL 426480  Uruguay 2020-03-17 A5 19B ORF8:L84S
UY-6 EPI ISL 426481 Uruguay 2020-03-17 AS 19B ORF1a:T2457K,ORFS:L84S
ORF1b:P1427L,0RF1b:Y 1464C,ORF8:L8
UY-7 EPI ISL 426482  Uruguay 2020-03-17 Al 19B 4S
ORF1b:P1427L,0RF1b:Y1464C,0ORF8:L8
UY-8 EPI ISL 426583  Uruguay 2020-03-17 Al 19B 4S
UY-NYUMCS844 EPI ISL 457940  Uruguay 2020-03-17 AS 19B ORF8:L84S
UY-NYUMC845 EPI_ISL_457941  Uruguay 2020-03-17 A5 19B ORF1a:R550S,0RF8:L84S
UY-NYUMC846 EPI ISL 457942  Uruguay 2020-03-17 A5 19B ORF8:L84S
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Tabla S2: Introducciones de SARS-CoV-2 en Uruguay en marzo del 2020. Los nodos corresponden al drbol timetree

Cluster 1
Cluster 2
Cluster 3
Cluster 4
Cluster 5
Cluster 6
Cluster 7
Cluster 8

Cluster 9

nodo mugration

NODE_0000013
NODE_0000042
NODE_0000043
NODE_0000060
NODE_0000745
NODE_0000762
NODE_0001342
NODE_0000782
NODE_0000782

nodo time tree

NODE_ 0001265
NODE_0001299
NODE_0001309
NODE_0001320
NODE_0000929
NODE_0000948
NODE_0001811
NODE_0002835
NODE_0001053

fecha del
nodo

2020-03-03
2020-03-10
2020-03-09
2020-02-19
2020-02-22
2020-03-17
2020-03-23
2020-03-23
2020-03-17

fecha
numeérica

2020.1699574
2020.189436
2020.188186
2020.135013
2020.143515
2020.209016
2020.225410
2020.225024
2020.209055

numero de
secuencias

11

ntmero de secuencias

de Uruguay

origen probable

Sudamérica
Norteamérica
Sudamérica
Sudamérica
Europa
Sudamérica
Brasil
Argentina

Sudamérica
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Figura S2: En el panel de la derecha se muestra la reconstruccion filogenética a escala espacio-temporal del conjunto de
datos de estudio inferido con el modelo joint de TreeTime. Los colores de las ramas reflejan las transiciones geograficas
entre las regiones ancestrales (Africa, Asia, Europa, Norteamérica, Sudamérica, Oceania, Argentina y Brasil). En el panel
de la izquierda se muestran sombreadas 4 de las 9 introducciones de SARS-CoV-2 detectadas en Uruguay en marzo del
2020.
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Capitulo 1V

Generacion de metodologias para el

relevamiento rapido y costo-efectivo de

SARS-CoV-2

Resultados incluidos en la publicacion: Cecilia Salazar, Ignacio Ferrés, Mercedes Paz, Alicia Costabile, Gonzalo
Moratorio, Pilar Moreno, Gregorio Iraola. Fast and cost-effective SARS-CoV-2 variant detection using Oxford
Nanopore full-length  spike  gene sequencing. Microb Genom. 2023;  9(5):  doi:
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1. Introduccion

El constante desarrollo de metodologias costo-efectivas que permitan el monitoreo de
agentes infecciosos constituyen una parte fundamental de los sistemas de vigilancia. Esto se
ha puesto de manifiesto durante la reciente pandemia de COVID-19. Luego de su primera
identificacion en la provincia de Hubei, China, la infeccion se disemind rapidamente a
distintos paises siendo declarada pandemia mundial por la OMS el 11 de marzo de 2020 (1).
El nuevo Betacoronavirus SARS-CoV-2, el agente causal de la COVID-19; se trata de un
virus envuelto con un genoma de ARN cadena simple de polaridad positiva (2—4). Como es el
caso de los coronavirus, SARS-CoV-2 se une al receptor de la enzima de la convertasa de
angiotensina 2 (ACE2, por angiotensin convertase enzyme 2) a través de la glicoproteina
espicula o Spike (S), mediando la entrada del virus a la célula a través de la activacion
proteolitica de la misma por parte de la proteasa furina y otras (5). Desde la disponibilizacion
del primer genoma de SARS-CoV-2 a inicios del 2020, millones de secuencias han sido

compartidas a través de la base de datos EpiCoV/GISAID (https:/gisaid.org/) (6). La

disponibilizacién temprana de los datos de secuenciacion de manera publica ha facilitado el
desarrollo de metodologias de diagndstico molecular especificas y ha permitido a su vez,
conocer las cadenas de transmision, asi como las variantes genéticas del virus y su evolucion
(7,8).

A lo largo de la pandemia han surgido distintos sistemas de nomenclatura para
identificar a SARS-CoV-2 (9,10). Probablemente la mas utilizada corresponde a Ia
nomenclatura PANGO. Los linajes PANGO son designados solamente si cierto linaje
contiene al menos cinco secuencias con alto porcentaje de cobertura del genoma (> 95%),
mientras que las secuencias que no estan incluidas en el conjunto de designacion son
asignadas a una estimacion de linaje (11,12). Mds recientemente, se establecié una nueva
nomenclatura para clasificar variantes de SARS-CoV-2 tomando en cuenta caracteristicas de
transmisibilidad, severidad de la enfermedad, incidencia de re-infecciones (por escape a la
inmunidad natural) y efectividad de las vacunas (debido al escape de la inmunidad inducida
por vacunas) (13). Estas variantes estdn categorizadas en variantes de interés (VOI, por
variants of interest), variantes de preocupacion (VOC, por variants of concern) y variantes de
alta consecuencia (VHC, por variants of high consequence). Si bien, no se identificd ninguna
VHC hasta el momento, se han designado cinco VOCs basados en gran medida por las
mutaciones presentes en el gen S; estos son B.1.1.7, B.1.351, P.1 ,B.1.617.2 y B.1.1.529.

Estas a su vez se corresponden con el sistema de nomenclatura que engloba colectivamente a
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estos linajes y sublinajaes. Las mismas se denominan Alfa, Beta, Gamma, Delta y Omicron.
En la actualidad, la mayor parte de las VOCs circulantes comprenden los linajes asociados a
Omicron y sus descendientes.

Como sucede con la mayor parte de los virus ARN, las mutaciones en el genoma de
SARS-CoV-2 se espera que sean deletéreas o neutrales y por lo tanto, solamente una pequeia
proporcion de éstas mutaciones afectaria las funciones del virus en cuanto a su infectividad,
severidad y antigenicidad. Las sustituciones que afectan a la proteina S podrian generar
cambios en la interaccion con el receptor ACE2 pudiendo facilitar el ingreso a la célula
hospedera. Ademas se podrian afectar los determinantes antigénicos de la proteina y esto
resulta de interés ya que la proteina S es el principal blanco de los anticuerpos neutralizantes
generados en la infeccion y/o vacunacion (14). La seleccion positiva de las mutaciones en el
gen S ha tenido como consecuencia la emergencia de variantes de SARS-CoV-2 y
posiblemente una mejor adecuacion biologica. Un ejemplo de esto es la introducciéon de la

sustitucion D614G presente en las cinco VOCs (Figura 1) (15,16).

Proteina S
Omicron- . . . . . . .
% Delta- . . . . - .
% Gamma- . . .. .. . . . . . .
> eea Ml HE H H BN N
~~fl @ W W W | n  n -
ORRA OO S D0 O AILAL Il EGSIadEQ oS L& <
AN, NI W W Qo 0o 9 XU WD S A A0 N @ X S AD L K DAOAN O
PRI S IF OSIE I @ FLNT VIFEE (@@ FREP PN T

Figura 1: Perfil de sustituciones aminoacidicas en la secuencia de la proteina S de SARS-CoV-2 (outbreak.info). La
sustitucion D614G emergi6 al inicio de la pandemia en el afio 2020 y se encuentra presente en todas las VOCs.

Las metodologias estandar para la caracterizacion de variantes de SARS-CoV-2 es la
secuenciacion del genoma viral completo o WGS (por whole genome sequencing). Sin
embargo, desde los inicios de declarada la emergencia sanitaria, se han hecho esfuerzos para
la determinacion de variantes de SARS-CoV-2 basadas en RT-PCR cuantitativas, reduciendo
los costos y el tiempo de reporte en comparacion con métodos de WGS (17). La gran
limitacion de esta estrategia es que provee de informacidon estdtica, no permitiendo la
identificacion de cambios potencialmente relevantes presentes en la secuencia del gen blanco
como es el caso del gen que codifica para la proteina S. A modo de superar esta limitacion, se
han implementado estrategias alternativas utilizando la secuenciacion de alto rendimiento del

gen S utilizando la plataforma Illumina (18). Estas estrategias apuntan al relevamiento de un
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gran volumen de muestras y/o se requiere filtrar la cantidad de muestras que pasan a la etapa
de secuenciacion gendmica.

En esta seccidon se presentan dos estrategias para la determinacion de variantes de
SARS-CoV-2 basado unicamente en la secuencia del gen S, llamadas metodologias
“estandar” y “répida”, respectivamente. En las mismas se utiliza la plataforma de
secuenciacion de Oxford Nanopore Technologies (ONT) y se basan en la generacion de
amplicones solapantes de la region del gen S utilizando cebadores previamente reportados

por ARTIC Network (https://artic.network/) para la secuenciaciéon del genoma completo de

SARS-CoV-2 (19). Asimismo, se incorpora al andlisis de los datos una herramienta
recientemente desarrollada para la asignacion de linajes PANGO basada exclusivamente en la
secuencia del gen S. Esto permite la clasificacion de variantes de SARS-CoV-2 bajo el
concepto de “set de linajes", donde se tiene en cuenta que distintos linajes comparten la
misma secuencia del gen S (20). Debido a que la gran parte de las mutaciones que definen
una VOC han sido identificadas en el gen S, se espera que nuevas mutaciones que implican
ventajas evolutivas para el virus sean fijadas a lo largo del tiempo. Por este motivo, el
desarrollo de estrategias que apuntan a generar informacidon rdpida y con costos mas
accesibles respecto a los métodos de WGS resulta relevante para la identificacién temprana
de cambios en el principal blanco de las vacunas actuales contra SARS-CoV-2.
Adicionalmente, éstas estrategias pueden extenderse a otros genes y otros patégenos de
interés para la salud, ya sea con fines de caracterizacion genética primaria o de relevamiento
epidemiologico. También permite generar criterios para la toma de decisiones sobre qué
muestras deben pasar a la etapa de WGS disminuyendo la redundancia de la informacion

gendmica generada en un mismo contexto.

2. Objetivo general

Implementar una metodologia de clasificacion rapida de SARS-CoV-2 utilizando la
secuenciacion de amplicones solapantes de la regiéon que codifica para la proteina S en un

ensayo piloto.

2.1 Objetivos especificos
1. Generar secuencias consenso del gen S de SARS-CoV-2 a partir de datos de

secuenciacion ONT.
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2. Determinar el promedio de profundidad de secuenciacién y completitud del gen S
necesaria para la asignacion del linaje y/o variante.

3. Reducir el tiempo y el costo en la preparacion de la biblioteca de secuenciacion.

3. Materiales y métodos

3.1 Secuenciacion genomica de SARS-CoV-2

3.1.1 Muestras clinicas de SARS-CoV-2

Un total de 44 muestras de ARN extraido a partir del exudado nasal de pacientes
SARS-CoV-2 positivos fueron referidos al Centro de Innovacion en Vigilancia
Epidemiologica (CIVE) para su secuenciacion gendmica. Los detalles disponibles de las

muestras se pueden encontrar en la Tabla S1.

3.1.2 Estrategia de amplificacion del genoma viral y secuenciacion ONT de
SARS-CoV-2

La amplificacién del genoma y preparacion de la biblioteca de secuenciacion se
realizd principalmente en base al protocolo descrito por Freed et al. 2020 (21). Detalles

adicionales del procedimiento se describen en Salazar et al. 2023 (22).

3.1.3 Asignacion de bases, demultiplexado y generacion de las secuencias consenso

La asignacion de bases de alta precision y el demultiplexado de las muestras se realizo

con un Guppy v4.0 o superior (https://nanoporetech.com/). La generacion de los consensos,

determinacion de la completitud del genoma, los linajes PANGO y clado Nextrain se llevo a

cabo con el pipeline poreCov (23).

3.2 Secuenciacion del gen S de SARS-CoV-2

Al igual que para el genoma viral, el ARN extraido de las muestras positivas para
SARS-CoV-2, fue sometido a transcripcion reversa utilizando LunaScript® RT SuperMix Kit
(New England Biolabs, MA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante en un volumen
final de 10 pL. Los cebadores utilizados corresponden a los descritos en el protocolo ONT
Spike Seq RT PCR Expansion (SOK-RBKI110.96 and EXP-SRT001). Estos cebadores
pertenecen al esquema ARTIC V3
(https://github.com/artic-network/primer-schemes/blob/master/nCoV-2019/V3/nCoV-2019.ts

v) para la amplificacion del genoma y generan un producto de amplificacion de

112


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=02fnn3
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=f5mpu9
https://nanoporetech.com/
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=At1XjS
https://github.com/artic-network/primer-schemes/blob/master/nCoV-2019/V3/nCoV-2019.tsv
https://github.com/artic-network/primer-schemes/blob/master/nCoV-2019/V3/nCoV-2019.tsv

aproximadamente 1000 pares de bases, los cuales cubren el rango de posiciones entre 21.076
y 26.315 de la secuencia de referencia EPI ISL 402124 (WIV04). Adicionalmente, los
cebadores fueron sintetizados con etiquetas especificas en sus extremos 5’
(Fw-TTTCTGTTGGTGCTGATATTGC y Rv-ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC) para la
generacion de muestras indexadas con la metodologia de PCR utilizando el protocolo
Ligation sequencing amplicons - PCR barcoding (SOK-LSK109 with EXP-PBC096) de ONT
(Tabla S2).

3.2.1 Metodologia estandar

La amplificacion del gen S se realizé utilizando dos reacciones por muestra en el
formato pool A con los cebadores pares y pool B con los cebadores impares. Cada reaccion
consiste en un volumen final de 12.5 pL conteniendo 10.5 pL de Q5® Hot Start
High-Fidelity 2X Master Mix (New England Biolabs, MA) y una concentracion final de 0.6
uM del pool de cebadores A y B, respectivamente al cual se afiadié 2 pL del producto de
retrotranscripcion. Se incub6 en el termociclador durante 30 s a 98 °C, seguido de 20 ciclos
de 15sa 98 °Cy 3 ma 63 °C. Luego de la amplificacion los productos de PCR del pool A'y
B fueron combinados y diluidos 1:10 en H,O libre de nucleasas. Los indices ONT fueron
afiadidos en un segundo paso de PCR. El mix de PCR de indexado consiste en 6 uL de Q5®
Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix, 1 pL de cebadores de indexado del kit EXP-PBC096
(ONT) y 5 uL del producto de amplificacion diluido. Se incubd en el termociclador durante
30 s a 98 °C, seguido de 15 ciclos de 7sa 98 °C, 15sa 62 °Cy 30 s a 72 °C, con un paso
final de 2 m a 72 °C. Las reacciones de indexado fueron combinadas y el pool de muestras se
incubd con un volumen de 0.5X de Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter™) a
temperatura ambiente y en agitacion. Luego se incubd el pool de muestras en un rack
magnético durante 5 m, se descart6 el sobrenadante y se realizaron dos lavados con alcohol
70% sin retirar el tubo del rack magnético. Se dejo secar durante ~30 s, se anadio 50 uL de
agua libre de nucleasas y se incubd durante 2 m a temperatura ambiente. Luego, el pool de
muestras se cuantifico utilizando un método fluorométrico (Qubit dsDNA HS Assay Kit,
Thermo Fisher Scientific). Se preparé 1 pg del pool de muestras purificadas en 48 pL y se
incub6 con 3.5 pL. de NEBNext FFPE DNA Repair Buffer (New England Biolabs, MA), 2 uL
de NEBNext FFPE DNA Repair Mix (New England Biolabs, MA), 3.5 puL Ultra I End-prep
reaction buffer y 3 uL Ultra IT End-prep enzyme mix. Se incub6 durante Sma20°CySma

65 °C. Luego de la preparacion de extremos y reparacion del ADN se procedié a una
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purificacion adicional con un volumen 1X de Agencourt AMPure. El pool de muestras
reparado fue eluido en 61 puL de agua libre de nucleasas. La ligacion del adaptador de
secuenciacion se realizd con 60 pL del pool de muestras, 25 pL del buffer de ligacion (LNB)
del kit SQK-LSK109 (ONT), 10 uL de NEBNext Quick T4 DNA Ligase (New England
Biolabs, MA) y 5 uL de AMX adapter del kit EXP-PBC096 (ONT). La reaccion se incubo
aproximadamente 10 min a temperatura ambiente. La biblioteca de secuenciacion final fue
purificada incubando con un volumen 0.4X de Agencourt AMPure XP. Se incub6 luego 5 m
en un rack magnético y se descarto el sobrenadante. Se realizaron dos lavados del pellet con
el buffer SFB del kit SQK-LSK 109 (ONT) y se eluyo la biblioteca en 15 pL del buffer EB del
mismo kit durante aproximadamente 10 m a 37 °C. Se cuantificoé la biblioteca de
secuenciacion final y se prepar6 la misma para la secuenciacion. Se utilizaron
aproximadamente 300 ng de la biblioteca en un volumen final de 12 pL y se mezclaron con
37.5 uL de SQB y 25.5 uL de LB en un volumen final de 75 pL y se secuencié durante

aproximadamente 18 hs.

3.2.2 Metodologia rapida

A diferencia del método estandar, con la metodologia rapida la amplificacion del gen
S y el indexado de la muestra se realizan en el mismo tubo. En primer lugar se inmovilizan
los cebadores de indexado en la tapa del tubo basado en un método descrito anteriormente
(24). Brevemente, 1 pL de cebadores de indexado son colocados en el centro de la tapa de
tubos strips. A modo de visualizar la gota, se agregd previamente 1 pL de una dilucion 1:10
de un colorante especifico de ADN como el TriTrack DNA Loading Dye (6X) (Thermo
Scientific). Se incubd a temperatura ambiente hasta lograr el secado total del liquido en la
tapa. A su vez, se prepararon dos reacciones de PCR (pool A y B) en un volumen final 12 pL.
utilizando una LongAmp® Taq 2X Master Mix (New England Biolabs, MA) e igual
concentracion de cebadores que para el método estandar (Tabla 2). Se realiz6 el primer paso
de amplificacion incubando en el termociclador durante 30 s a 94 °C con 20 ciclos a 15 s a 94
°C'y 3 m a 63 °C. El segundo paso de indexado se realiza retirando los tubos del
termociclador y homogeneizando los cebadores de indexado, previamente inmovilizados en
la tapa, en el mix de PCR sin necesidad de abrir los tubos. Se realiza una breve centrifugacion
de los tubos y se incuban nuevamente en el termociclador 3 m a 95 °C, seguido de 15 ciclos
de 15sa95°C, 15sa62°C, 50 s a 65 °C, con una extension final a 65 °C durante 10 m. Una

vez finalizada la amplificacién e indexado se combinaron todos los productos de PCR y se
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realiz6 una limpieza con un volumen 0.5X de Agencourt AMPure XP y se procedio a realizar
la preparacion de extremos, reparacion y union de adaptadores de secuenciacion al igual que
para el método estandar. Se cuantificd la biblioteca final con un método fluorométrico y se
cargo aproximadamente 800 ng en una celda de secuenciacion FLO-MIN106D y se realizo6 el

seguimiento de la secuenciacion durante aproximadamente 12 h.

3.2.3 Generacion de secuencias consenso para el gen S y estimacion del

linaje PANGO

Se obtuvieron cinco réplicas de un muestreo con reposicion de los datos de

secuenciacion de cada una de las muestras con fastg-tools  v0.8.3

(https://github.com/dcjones/fastq-tools). Las secuencias consenso para el gen S fueron
obtenidas con el pipeline de Nextflow epi2me-lab/wf-artic (25) utilizando el esquema
spike-seq, V1. A modo de obtener una estimacidon del linaje PANGO se utilizé hedgehog
v1.0.19 (20,26). La completitud del gen S se estimo con president v0.6.3 (27) utilizando la
region correspondiente al gen S de la secuencia de referencia WIV04. La profundidad de
secuenciacion promedio se obtuvo con samtools vI.14 (28). Las diferencias entre la
profundidad de secuenciacion y la completitud del gen fueron evaluadas con el test de
Wilcoxon implementado en el paquete estadistico ggsignif (29). Debido a que las variantes
Gamma, Delta y Omicron comprenden un set diverso de linajes y sublinajes, se utilizd una
version reducida de la nomenclatura a modo de realizar las comparaciones. Se incluyé un
asterisco para englobar todas los subtipos de determinado linaje o sublinaje (por ejemplo,

BA.1.1 esté representada como BA.1.%).

3.3 Evaluacion de los sublinajes de Omicron utilizando el gen S

A modo de evaluar la posibilidad de utilizar el gen S como un potencial marcador
genético para clasificar linaje y sublinajes, se utilizaron 5.000 secuencias obtenidas
aleatoriamente de la base de datos EpiCoV/GISAID (EPI SET 220929wd). Las mismas
fueron alineadas con Nextalign CLI v1.4.5 (30) utilizando la secuencia de referencia WIV04.
Las secuencias del alineamiento entre las posiciones 21.076 y 26.6315 fueron extraidas
manualmente utilizando Aliview (31). El set de linaje PANGO fue estimado con hedgehog

v1.0.19 como se describio anteriormente. La asignacion de linaje obtenido con el gen S y el
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reportado para el genoma de donde proviene S fueron comparados y visualizados con ggplot2

(32).

4. Resultados

4.1 Deteccion de linajes de SARS-CoV-2 basada en la secuencia del gen S
obtenida a través de la metodologia estandar de secuenciacion de

amplicones

A modo de determinar si la estrategia de generacion de bibliotecas de secuenciacion
basadas en el protocolo de ligacion e indexado por PCR de ONT era adecuada para la
obtencion de secuencias consenso del gen S y estimacion del linaje PANGO y/o variantes, los
cebadores reportados para la amplificacion del gen S en un protocolo basado en la quimica de
trasposicion de ONT Spike Seq RT PCR Expansion (SQK-RBK110.96 and EXP-SRT001)
fueron adaptados para ser utilizados con la estrategia de PCR barcoding de ONT. Como
método alternativo, se utilizaron cebadores conteniendo etiquetas compatibles para el
protocolo de indexado de amplicones a través de la estrategia de PCR (protocolo Ligation -
PCR barcoding (SOQK-LSK109 + EXP-PBC096)). Con esta metodologia, aproximadamente el
70% de los linajes fueron asignados correctamente (Tabla S3). Se observa que las muestras
sin asignar o las clasificaciones incorrectas estdn asociadas a una completitud menor al 50%
(Figura 2A). En este sentido, se observaron diferencias significativas (P < (.001) en cuanto a
la completitud del gen y la profundidad de secuenciacion entre las asignaciones correctas e
incorrectas del set de linaje PANGO. Especificamente, las asignaciones incorrectas estan
asociadas a una menor completitud del gen S, la media de la completitud fue de 56% = 36%
acompafiados de una profundidad de secuenciacion de 219X + 210X. Por su parte, las
asignaciones correctas presentaron una completitud del gen de 95% + 7% y una profundidad
de secuenciacion de 463X + 99X (Figura 2B). Esto podria servir de guia para la
determinacion del esfuerzo de secuenciacion necesario para la obtencion del linaje y/o

variante con alto grado de confianza.
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Figura 2: Determinacion del set de linaje de muestras VOC, VOI y no VOC/VOI (P.2 y P.6) obtenidas con el protocolo
estandar de secuenciacion del gen S. A) Comparacion del linaje obtenido con la secuenciacion del genoma completo y el gen
S. Las conexiones entre ambos resultados reflejan la completitud obtenida para el gen S. B) Comparacion entre las
asignaciones correctas e incorrectas en términos de profundidad de secuenciacion (X) y completitud del gen S (%). Se
observaron diferencias significativas entre las asignaciones correctas e incorrectas (P < 0.001). C) Asignacion de linajes
correctos e incorrectos obtenidos a partir de las secuencias consenso generadas tras el muestreo de los datos de
secuenciacion (500 a 10.000 lecturas) para cada una de las muestras. Al igual que para las muestras secuenciadas, en los
consensos simulados se observan diferencias significativas entre la profundidad de secuenciacion y la completitud del gen.
D) Promedio de profundidad de secuenciacion y completitud del gen. Las asignaciones correctas se maximizan en valores
por encima del promedio tanto para la profundidad de secuenciacion como la completitud del gen (cuadrante superior
derecho).

Con la finalidad de entender el efecto que tiene la profundidad de secuenciacion y la
completitud del gen en la obtencion de asignaciones de variantes VOC, VOI y no VOC/VOI,
se muestrearon al azar lecturas de secuenciacion para cada una de las muestras obteniendo
desde 500 hasta 10.000 lecturas (Figura S1 y S2). Luego se generd el consenso del gen S
para cada punto de muestreo y se determind el set de linaje PANGO, la profundidad
promedio de secuenciacion alcanzada y la completitud del gen S. A partir de los consensos

generados con los datos muestreados se observo una diferencia significativa entre la
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completitud del gen S y la profundidad de secuenciacion, tal como se habia observado con los
consensos generados para cada una de las muestras. Particularmente, se observo que las
clasificaciones correctas presentan en promedio 90% + 15% de completitud del gen y una
profundidad de secuenciacion de 312X + 127X (Figura 2C). Si tomamos en cuenta éstos
valores promedio, el 97% de los puntos de muestreo que se encuentran por encima de este
umbral fueron asignados correctamente. Esto sugiere que las muestras que alcanzan y
exceden estos valores umbrales son asignadas con un alto nivel de confianza (Figura 2D).

En resumen, los resultados muestran que las secuencias consenso generadas con el
protocolo estandar de secuenciacion de amplicones resulta en una herramienta util para la
determinacion del set de linajes PANGO a partir de datos de secuenciacion del gen S.
Asimismo, se estim6 un umbral de profundidad de secuenciacién y completitud del gen. Si el
gen presenta una completitud mayor al 90% y una profundidad de secuenciacién mayor a

300X se maximizan las asignaciones correctas.

4.2 La utilizacion del protocolo rapido permite la deteccion de VOCs y

VOIs a un costo reducido.

Luego de corroborar la posibilidad de utilizar secuenciacion ONT a partir de la
amplificacion del gen S en fragmentos solapantes utilizando el protocolo estdndar, el
siguiente paso consistid en generar un protocolo donde se pudiera reducir los costos y el
tiempo de manipulacion y por lo tanto del reporte del resultado. A partir de esto, se desarrolld
el protocolo rapido cuya principal diferencia respecto al protocolo estandar consiste en que la
amplificacion y el indexado de la muestra se llevan a cabo en el mismo tubo utilizando el
mismo mix de PCR para ambos pasos. Mientras que la PCR de amplificacion (round 1) que
genera amplicones con etiquetas en los extremos se lleva a cabo en el fondo del tubo, la PCR
de indexado (round 2) ocurre una vez finalizado el round 1. En este momento los cebadores
de indexado previamente inmovilizados en la tapa del tubo se disuelven en la reaccion de
PCR mediante inversion y centrifugacion. Luego los tubos se colocan en el termociclador
para continuar con el ciclo de indexado. Estos cebadores afiaden el indice (o barcode) a partir

de las etiquetas anadidas en el primer paso de amplificacion.

118



A Método Fast-S B
AY: Ay
BT
B1.17 B.1.351
B.1.351 —_
B.1.617.2 g @ o X
° ® w o @
B B1621 s © 200 -3 @ =
sre BAL 2 Qm B @ %
a7 .g © 400 E‘ Q
a O 500 8 O 100
BA1* P1* ) 600
car P2
P6
P1s
A1
P2
ATl
P& Ao
BA2®
genoma hedgehog
Completitud del gen S [l 0 [ 25 [ 50 75 100
c Status EJ Correcto EF Incorrecto D !
100 [ ] ® ( @ '3 ) @ @O0 T
]
500 E .
100 . - £ -
¥
_________________ e - D_6 fetitud_ _ - - - _____
80 ® . Bgpups
400 o mieeee I
75 m-"io. ™
_ ~ geo{ @ - !
Q < . |
5300 5 3 m.“ ! set de linajes
° ° = '
3 3 3 Bg\“ L) \ Correcto
2 £ s 4 H Incorrecto
5 5 %0 E o™ - !
2 £ i 8 s - .
4 @ H
& 200 38 < :
é%m @ :
|
25 '
20
100 : ® '
|
I
|
o 0 . 0 ®
Correcto Incorrecto Correcto Incorrecto 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Profundidad promedio (X)

Figura 3: Determinacion del set de linaje de muestras VOC, VOI y no VOC/VOI (P.2 y P.6) obtenidas con el protocolo
rapido de secuenciacion del gen S. A) Comparacion del linaje obtenido con la secuenciacion del genoma completo y el gen
S. Las conexiones entre ambos resultados reflejan la completitud obtenida para el gen S. B) Comparacion entre las
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linajes correctos e incorrectos obtenidos a partir de las secuencias consenso generadas tras el muestreo de los datos de
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Como con el protocolo estandar, las muestras asignadas incorrectamente presentaron
una menor completitud del gen S (73.6% + 14.3% ), a excepcion de la las muestras
correspondientes al linaje PANGO B.1.621 que presentaron alto porcentaje de completitud
(96.1% = 5.5%) (Figura 3A). Se observaron diferencias significativas en términos de

profundidad de secuenciacion (P < 0.01) y completitud del gen S (P < 0.001). Las muestras
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clasificadas correctamente presentaron una completitud promedio de 94% + 8% y una
profundidad de secuenciacion de 407X (+ 90X).

Las asignaciones incorrectas presentaron una completitud del 78% + 15% y un
promedio de profundidad de secuenciacion del 298X + 122X (Figura 3B). Luego del
muestreo las lecturas de secuenciacién y reasignacion de los consensos generados, se
observan diferencias significativas (P < 0.001) tanto para la profundidad de secuenciacion
como para la completitud del gen S (Figura 3C). En este caso, las asignaciones incorrectas
estuvieron asociadas a una profundidad de secuenciacion y completitud del gen menores a
178X y 64%, respectivamente. Se requiere la combinacion de una profundidad de
secuenciacion mayor a 277X + 92X y completitud del gen S de 80% =+ 13% para maximizar
la correcta asignacion del set de linajes. Especificamente, el 82% de los consensos en el

cuadrante superior derecho fueron asignados de forma correcta (Figura 3D).

4.3 La robustez de la clasificacion se mantiene en Omicron y sus sublinajes

A modo de evaluar si la herramienta de asignacion del set de linajes mantiene su
robustez con los distintos sublinajes de la variante Omicron, se utilizaron 5000 secuencias
gendmicas obtenidas al azar de la base de datos EpiCoV/GISAID (Figura S5). El set de
linajes obtenidos con hedgehog fue comparado con el linaje reportado para la secuencia
gendmica de las muestras. Se obtuvo ~ 98% de asignaciones correctas utilizando el nivel de
asignacion BA.1*, BA.2*, etc (Figura 4A). Especificamente, 2.587 de 2634 (98.2%)
secuencias BA.1* fueron clasificadas como tales utilizando el gen S. 2.048 de 2.096 (97.7%)
secuencias de BA.2* fueron clasificadas correctamente, 55 de 57 (96.5%) de secuencias
BA.4* y 158 de 161 (98.1%) de las secuencias BA.5* (Figura 4B). El detalle de las
clasificaciones exactas basadas en el gen S se encuentran en la Figura S6 y en la Tabla S5.
Adicionalmente, se observan diferencias significativas entre las asignaciones correctas e
incorrectas (Figura S7). Las asignaciones correctas tienen una completitud del gen del 97.2%
+ 8.6% y las asignaciones incorrectas 94.3% =+ 5.1%. Esto sugiere que se requiere altos

niveles de completitud para alcanzar el nivel de asignacion de linaje y sublinajes de Omicron.
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Figura 4: Asignacion de linajes PANGO basados en genomas en comparacion con el set de linaje basado en el gen S
obtenido con la herramienta hedgehog. A) comparacion de linajes obtenidos con el genoma completo y el gen S de un
subset de 300 secuencias de Omicron. B) Clasificacion correcta e incorrectas del dataset de Omicron: una correcta
asignacion fue obtenida para el 98.2% de las secuencias BA.1* (n = 2643), 97.7% para BA.2* (n = 2096), 96.5% para
BA.4* (n=57) y 98.1% para BA.5* (n=161).

4.4 Propuesta de flujo de trabajo para la vigilancia gendmica de

SARS-CoV-2

Desde el inicio de la pandemia global de COVID-19, las secuencias gendmicas de
SARS-CoV-2 han sido compartidas en bases de datos ptblicas como EpiCoV/GISAID. Los
genomas representados corresponden a muestras clinicas, ambientales y hospederos
no-humanos. Muchos paises como Estados Unidos y Reino Unido han llevado adelante
distintos programas de vigilancia gendmica procesando miles de secuencias al mes a modo de
caracterizar las variantes circulantes de SARS-CoV-2 (33,34). A pesar de que la OMS
estableci6 la vigilancia gendémica de SARS-CoV-2 como una prioridad (35), la
implementacion de los sistemas de vigilancia de variantes en regiones de menores recursos ha

sido limitada, debido en parte a los requerimientos de infraestructura para algunas de las
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plataformas, altos costos de los reactivos y compromiso de las partes involucradas. Este

aspecto se ve reflejado en gran medida en las disparidades de la representacion de genomas

entre los distintos continentes (Figura 5).
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continente.

En el presente trabajo se propone un flujo de trabajo que asista en la toma de

decisiones respecto a la secuenciacion de SARS-CoV-2 en el contexto de la vigilancia

122



genomica, el cual representa un punto intermedio entre las metodologias de gPCR y WGS.
En este flujo de trabajo el ARN residual obtenido de las muestras positivas para COVID-19
son recibidas en el laboratorio de secuenciacion. Las mismas pueden provenir de
comunidades cerradas, infecciones irruptivas o vigilancia centinela. Las mismas son
relevadas de forma masiva a través de la secuenciacion del gen S para la determinacion de la
variante correspondiente. Solamente las muestras que alcanzan un umbral minimo de
completitud y profundidad de secuenciaciéon son tomadas en cuenta para el reporte de
resultados. Si las mismas no son asignadas o presentan cambios que indiquen la presencia de
una nueva variante del gen, las mismas son remitidas para la secuenciacion de su genoma

completo para su caracterizacion (Figura 6).
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Figura 6: Propuesta de esquema de vigilancia de SARS-CoV-2 basada en la secuenciacion gen S. Se muestra el esquema
de amplificacion e indexado de muestras con el método estandar y con el método rapido.

Este procedimiento tiene el objetivo de optimizar recursos para la vigilancia
molecular de SARS-CoV-2. El costo estimado por muestra utilizando el protocolo rapido se
estimd en el entorno de los USD 6, en contraste con los aproximadamente USD 15 estimados

para el genoma completo. El tiempo estimado de ejecucion del protocolo es menor a 20 hs
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para el caso de la secuenciacion del gen S para 96 muestras, mientras que se estima en el
entorno a las 48 hs para la misma cantidad de genomas completos. Las principales
limitaciones de la utilizacion del gen S para estudios de relevamiento de variantes, es que se
obtiene un grado menor de resolucion filogenética en comparacion con el genoma completo y

la imposibilidad de identificar variantes recombinantes.

5. Discusion

El gen que codifica para la proteina S de SARS-CoV-2 presenta un rol protagonico en
la interaccion con la célula del hospedero. Asimismo, se ha acumulado evidencia que las
distintas variantes virales son capaces de evadir la respuesta inducida por las vacunas a través
de la aparicion de mutaciones en el gen S asociados a la region RBD (36). La OMS declaro el
fin de la emergencia sanitaria por COVID-19 a principios del 2023, sin embargo aun se
registran muertes como consecuencia de la infeccion y se espera que el virus continie
adquiriendo nuevas mutaciones que podrian afectar la efectividad a largo plazo de las
actuales vacunas. Es por esto que resulta conveniente mantener los sistemas de vigilancia
gendmica centinela a modo de poder detectar de forma temprana el surgimiento de una
variante que potencialmente escape al sistema inmune de poblaciones inmunizadas. En este
sentido, el desarrollo de metodologias costo-efectivas, particularmente en aquellas regiones
con menores recursos, puede asistir en respecto al relevamiento inicial de muestras de
SARS-CoV-2, previo a la caracterizacion del genoma completo. Con esta finalidad, en esta
seccion se ha propuesto la utilizacion de la secuenciacion del gen S para la determinacion de
variantes y como guia para determinar si una muestra pasa a la etapa de caracterizacion del
genoma completo en el contexto de los sistemas de vigilancia genomica. Para ello se
implementd un protocolo para el relevamiento basado en la secuenciacion del gen S
utilizando la plataforma portable y de bajo costo de ONT. La ventaja frente a otros protocolos
radica que con la version rapida del mismo, el paso de amplificacion e indexado de las
muestras se realiza en un unico tubo, reduciendo los costos y disminuyendo la posibilidad de
contaminaciones cruzadas, asi como los tiempos de manipulacion de las muestras. Varias
estrategias de caracterizacion basadas en el gen S de SARS-CoV-2 han surgido a lo largo de
los ultimos afios. Una de éstas estrategias consistio en la generacion de amplicones solapantes
del ectodominio del gen S con la plataforma Illumina. La misma se utiliz6 para tipificar entre
el 10-50% de los casos de COVID-19 de Austria desde enero hasta junio del 2021 (18). La
estrategia HiSpike fue desarrollada utilizando un protocolo de tres pasos con un tiempo de

ejecucion de aproximadamente 30 hs. La misma consiste en una RT-PCR1 y PCR2, seguida
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de la generacion de la biblioteca de secuenciacion para la plataforma MiSeq (37). Distintos
métodos fueron desarrollados en base a la secuenciacion de Sanger (38—44) y también en
base a la plataforma ONT (45). Sin embargo, los pasos implementados en los protocolos de
este trabajo presentan el potencial para llevar adelante la vigilancia mutacional del gen S con
requerimientos minimos de infraestructura tanto de un niumero reducido de muestras (12 a
96) hasta cientos de muestras en combinacion con estrategias de doble indexado (46) o
indexado personalizados (45). Debido a que los cebadores utilizados amplifican diferentes
regiones del gen S, un aspecto a tener en cuenta para su potencial aplicacion, es el monitoreo
de la amplificacion de cada uno de los amplicones a modo de detectar el posible fallo de los
mismos y por lo tanto fallos en la clasificacion de determinada variante. Otro de los aspectos
a tener en cuenta es la obtencion de secuencias consenso con una completitud y profundidad
de secuenciacion adecuada para la asignacion. Es recomendable la inclusion de controles
previamente caracterizados mediante WGS para el monitoreo de la profundidad requerida de
secuenciacion para obtener resultados con alto grado de confianza. En este sentido, la
generacion de informacién confiable, de bajo costo y a gran escala es un aspecto clave para
continuar con la vigilancia de variantes de SARS-CoV-2. El desarrollo previo de
herramientas de andlisis especificas que consideren la informacion contenida solamente en el
gen S ha sido un factor importante para el desarrollo de este trabajo, ya que de este modo se
reduce la generacion de resultados ambiguos. Esto es porque las herramientas utilizadas para
la asignacion de linajes PANGO a partir de genomas de SARS-CoV-2 estan entrenados con
un conjunto de datos de genomas que han sido designados a un linaje PANGO en base a la
informacion contenida a lo largo de todo el genoma. La herramienta hedgehog introduce el
concepto de “set de linajes” para identificar aquellos linajes que comparten la misma
secuencia del gen S (20). Por este motivo el desarrollo de protocolos de secuenciacion del
gen S como los descritos en este trabajo, en combinacion con herramientas dedicadas para el
analisis de los mismos presentan una potencial alternativa de bajo costo para el seguimiento
de variantes de SARS-CoV-2.

En los ultimos afios muchas de las decisiones sobre temas de salud publica fueron
determinadas en base a el monitoreo en tiempo real de la diversidad genética de
SARS-CoV-2. Como consecuencia, una ola masiva de datos genomicos fue generada en
respuesta a la vigilancia gendmica a escala global. Las regiones de altos ingresos como
Europa y Norteamérica han liderado en términos de la cantidad de secuencias depositadas en
la base de datos EpiCoV/GISAID, contribuyendo con 6.6 millones y 4.4 millones de

secuencias hasta agosto del 2022, respectivamente. Las demds regiones (Sudamérica, Asia,
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Africa y Oceania) han contribuido colectivamente con 1.6 millones de secuencias,
evidenciando la disparidad en las capacidades de secuenciacion a nivel mundial. A pesar de
que los costos de secuenciacion han disminuido de manera considerable y las plataformas
portatiles han aliviado los requerimientos de infraestructura, la secuenciacion gendmica es
ain un desafio en paises en desarrollo debido a los costos de reactivos, la logistica para la
obtencion de los mismos y la presencia de personal especializado (47). En paises de bajos y
medianos ingresos, la mayor parte de la secuenciacion se realiza en instituciones académicas,
las cuales han realizado esfuerzos de secuenciacion gendmica de manera intermitente con
tiempos de disponibilizacion de datos en muchos casos mas lentos. A pesar de que la
importancia de disponibilizar la informacion es reconocida por estas instituciones y la
informacion es compartida a las autoridades encargadas de la salud publica, se ha establecido
la discusion respecto a que los frutos de estos esfuerzos no serian volcados a estos paises, ya
que la menor capacidad de anélisis de los datos obstaculiza la generacion de publicaciones de

alto impacto, asi como de patentes y acceso subsidios internacionales (48).
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6. Material suplementario

ID de la muestra

CUY1-000006

CUY12-002713
CUY12-002716
CUY12-002721
CUY12-002725
CUY16-003495
CUY16-003498
CUY16-003501
CUY16-003536
CUY16-003538
CUY16-003792
CUY16-003792
CUY16-003792
CUY16-003792
CUY16-003800
CUY16-003801
CUY16-003802
CUY16-003803
CUY16-003804
CUY17-003849
CUY17-003866
CUY17-003867
CUY17-003892
CUY17-003892
CUY17-003892
CUY17-003892
CUY17-003893
CUY17-003893
CUY17-003893
CUY17-003893
CUY17-003901
CUY17-003909
CUY17-003910
CUY17-003939
CUY18-004019

Clado Nextstrain
20B

20J (Gamma, V3)
20J (Gamma, V3)
20J (Gamma, V3)
20J (Gamma, V3)
20J (Gamma, V3)
20B
20B
20B
20B
21A (Delta)
21A (Delta)
21A (Delta)
21A (Delta)
20H (Beta, V2)
20H (Beta, V2)
20H (Beta, V2)
20H (Beta, V2)
20H (Beta, V2)
201 (Alpha, V1)
201 (Alpha, V1)
201 (Alpha, V1)
211 (Delta)
211 (Delta)
211 (Delta)
211 (Delta)
21A (Delta)
21A (Delta)
21A (Delta)
21A (Delta)
21J (Delta)
21A (Delta)
21J (Delta)
20J (Gamma, V3)
21H (Mu)

Tabla S1: Descripcion de las muestras de ARN analizadas.

Linaje PANGO Ct diagnostico Departamento

P2

P.1
P.1
P.1
P.1
P.1
P.6
P.6
P.6
P.6
B.1.617.2
B.1.617.2
B.1.617.2
B.1.617.2
B.1.351
B.1.351
B.1.351
B.1.351
B.1.351
B.1.1.7
B.1.1.7
B.1.1.7
AY.26
AY.26
AY.26
AY.26
B.1.617.2
B.1.617.2
B.1.617.2
B.1.617.2
AY.122
B.1.617.2
AY.122
P.1
B.1.621

18

153
16.8

19.9
15.9
14.8
15.8
16.5
19.6
17.7
15.3
15.3
15.3
15.3
16.7
17.7
13.5
15.2
14.5
21
25.8
279
15.7
15.7
15.7
15.7
15.7
15.7
15.7
15.7
10
18.4
18.6
14.8
222

Artigas

Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
S/D
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Canelones
S/D
S/D
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo
Montevideo

S/D

Fecha de diagnostico

2021/03/04

2021/06/07
2021/06/07
2021/06/07
2021/06/07
2021/02/19
2021/02/18
2021/02/17
2021/01/29
2021/01/28
2021/07/07
2021/07/07
2021/07/07
2021/07/07
2021/07/07
2021/07/07
2021/07/07
2021/07/07
2021/07/07
2021/07/07
2021/07/12
2021/07/12
2021/07/14
2021/07/14
2021/07/14
2021/07/14
2021/07/14
2021/07/14
2021/07/14
2021/07/14
2021/07/09
2021/07/14
2021/07/14
2021/07/14
S/D

Fecha de recoleccion

2021/03/04

2021/06/06
2021/06/06
2021/06/05
2021/06/05
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
2021/07/05
2021/07/05
2021/07/05
2021/07/05
2021/07/06
2021/07/06
2021/07/06
2021/07/06
2021/07/06
2021/07/07
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
2021/07/09
2021/07/12
2021/07/14
2021/07/13
S/D
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CUY18-004022
CUY18-004023
CUY18-004026
CUY19-004183
CUY23-004816
CUY23-004816
CUY23-004816
CUY23-004816
CUY24-004876
CUY24-004954
CUY24-004954
CUY24-004954
CUY24-004954
CUY4-000486
CUY42-007286
CUY42-007288
CUY42-007289
CUY42-007291
CUY42-007294
CUY5-000547
CUY6-001233
CUY8-001646

21H (Mu)
21H (Mu)
21H (Mu)
21G (Lambda)
21J (Delta)
21J (Delta)
21J (Delta)
21J (Delta)
21J (Delta)
21J (Delta)
21J (Delta)
21J (Delta)
21J (Delta)
20B
21K (Omicron)
21K (Omicron)
21K (Omicron)
21K (Omicron)
21K (Omicron)
20B
21G (Lambda)
21G (Lambda)

B.1.621 20.2 S/D S/D
B.1.621 20.8 S/D S/D
B.1.621.1 223 S/D 2021/07/16
C.37 20.2 S/D S/D
AY.20 19 Montevideo 2021/08/22
AY.20 19 Montevideo 2021/08/22
AY.43 19 Montevideo 2021/08/22
AY.43 19 Montevideo 2021/08/22
AY.25.1 15 Montevideo 2021/08/23
AY.99.2 153 Montevideo S/D
AY.99.2 153 Montevideo S/D
AY.99.2 153 Montevideo S/D
AY.99.2 15.3 Montevideo S/D
P.2 1 Montevideo S/D
BA.l 19 Canelones 2022/01/04
BA.1 19 Canelones 2022/01/04
BA.l 20 Montevideo 2022/01/04
BA.1 22 San José 2022/01/04
BA.l.1 18 San José 2022/01/04
P.6 17 Montevideo S/D
C.37.1 232 Canelones 2021/04/19
C.37.1 19.4 Canelones 2021/04/17

S/D
S/D

S/D
2021/08/22
2021/08/22
2021/08/22
2021/08/22

S/D

S/D

S/D

S/D

S/D
2021/04/03
2022/01/04
2022/01/04
2022/01/04
2022/01/04
2022/01/04
2021/04/10
2021/04/18
2021/04/17

S/D sin datos

Tabla S2: Cebadores forward y reverse para la amplificacion del gen S de SARS-CoV-2 el formato pool A (pares) y B

(impares)

ONT Sseq 1 LEFT
ONT Sseq 1 RIGHT
ONT Sseq 3 LEFT
ONT _Sseq 3_RIGHT
ONT Sseq 5 LEFT
ONT_Sseq 5 RIGHT
ONT_Sseq 7 LEFT
ONT Sseq 7 RIGHT
ONT_Sseq 2 LEFT
ONT Sseq 2 RIGHT
ONT Sseq 4 LEFT
ONT Sseq 4 RIGHT
ONT Sseq 6 LEFT
ONT Sseq 6 RIGHT

TTTCTGTTGGTGCTGATATTGC ACAAAAGAAAATGACTCTAAAGAGGGTTT

ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC ACTCTGAACTCACTTTCCATCCAAC
TTTCTGTTGGTGCTGATATTGC AGAGTCCAACCAACAGAATCTATTGT
ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC ACCTGTGCCTGTTAAACCATTGA
TITCTGTTGGTGCTGATATTGC CAACTTACTCCTACTTGGCGTGT
ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC TGGAGCTAAGTTGTTTAACAAGCG

TTTCTGTTGGTGCTGATATTGC GGGCTATCATCTTATGTCCTTCCCT

ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC AGGTGTGAGTAAACTGTTACAAACAAC
TTT TGTTGGTGCTGATATTGC ACACGTGGTGTTTATTACCC TGAC
ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC GCAACACAGTTGCTGATTCTCTTC
TTTCTGTTGCGTGCTGATATTGC CCAGCAACTGTTTGTGGACCTA
ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC TGTGTACAAAAACTGCCATATTGCA

TTTCTGTTGGTGCTGATATTGC TTGCCTTGGTGATATTGCTGCT
ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC TGCCAGAGATGTCACCTAAATCAA
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ONT_Sseq 8 LEFT TTTCTGTTGGTGCTGATATTGC TGCTGTAGTTGTCTCAAGGGCT
ONT _Sseq 8 RIGHT ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC ACGAAAGCAAGAAAAAGAAGTACGC
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Tabla $3: Resultados de la secuenciacion del gen S a partir de muestras de ARN de SARS-CoV-2

Genome Standard-S Fast-S |

Sampl bi pl WGS reads Nextclade PANGO lineage Barcode 5td-S reads |Depth |Completeness | hedgehog |set_description Barcode Fast-S reads |Depth |Completeness | hedgehog |set_description
CUY1-000006 SAMN3 1488805 79.526 20B P2 barcode83 318.857 5348 98,97 P2 P2 barcode81 30.004 3843 98,97 P.2 P.2
CUY12-002713 | SAMN31488806 55.916 20J (Gamma, V3) P1 barcode45 96.014 5345 98,97 PA P1_1 barcode43 92.921 4878 98,95 P1 P1_1
CUY12-002716 SAMN3 1488807 42.759 20J (Gamma, V3) PA1 barcode57 86.224 533.9 98,97 PA1 P1_1 barcode55 101.068 485,9 98,95 P1 P1_1
CuUY12-002721 SAMNI1488808 51.674 20J (Gamma, V3) P barcode69 5.405 4288 98,93 |E5q Pi_1 barcode67 6.631 292,0 87,88 P P11
CUY12-002725 SAMN31488809 50.346 20J (Gamma, ¥3) A barcode8i 77.297 533.8 98,95 P PA_1 barcode?9 142.683 5328 98,95 F1 P1_1
CUY16-003496 SAMNI1488810 10.523 20B P.2 barcode?1 62.622 531.0 98,97 | B2 barcode69 7.533 3270 71,53 P.2 P.2
CUY16-003498 SAMNI 1488811 14.866 208 P68 barcode36 24.253 4993 98,97 P86 P& barcode34 2.132 1566 66,68 A A1
CUY16-003501 SAMN31488812 17.526 20B P& barcoded8 48.057 5321 98,97 P& P.6 barcodedt 33.906 366,2 98,97 P.6 P.6
CUY16-003536 SAMNI1488813 17.579 20B P& barcode&0 25.024 5305 98,97 P& P& barcode58 3.870 2198 68,32 A A1
CUY16-003538 SAMNI1488814 23.725 20B P.6 barcode?2 5.622 336.8 98,97 P& P.6 barcode?0 6.314 2114 71,41 A A1
CUY16-003792 SAMN31488815 12.612 21A (Delta) B.1.617.2 barcode?1 88.338 3304 71,72 AY.30 AY.30 barcode62 5.074 4573 88,19 B.1617.2 BA6G172_7
CUY16-003800 SAMNI1488816 14.559 20H (Beta, ¥2) B.1.351 barcodet8 146 15,3 18,59 A A 23 barcodeG6 170.148 512,7 98,80 B.1.351 B.1.351
CUY16-003801 SAMN31488817 13.649 20H (Beta, V2) B.1.351 barcode92 37.334 519,0 98,80 B.1.351 B.1.351 barcoded0 33.130 2849 87,71 A Al
CUY16-003802 SAMNI1488818 22.218 20H (Beta, VZ) B.1.351 barcode80 348.485 533,7 98,80 B.1.351 B.1.351 barcode? 8 185.166 5278 98,78 B.1.351 B.1.351
CUY16-003803 SAMN31488819 12.872 20H (Beta, V2) B.1.351 barcode21 132.790 533.5 98,80 B.1.351 B.1.351 barcode19 50.019 430,0 98,80 B.1.351 B.1.351
CUY16-003804 SAMNI1488820 15.395 20H (Beta, VZ) B.1.351 barcode09 4.258 2628 98,80 B.1.351 B.1.351 barcode07 1.734 111,1 43,02 A A_23
CUY17-003849 SAMN31488821 37.374 201 {Alpha, V1) B11.7 barcode08 147.783 5325 98,78 B11.7 B1.1.7_1 barcode06 14.087 4612 98,78 B.1.1.7 BA1T_1
CUY17-003866 SAMN31488822 13.967 201 {(Alpha, V1) B.1.1.7 barcode20 676 33,8 42,84 A A1 barcode18 31.301 174,2 71,49 A A1
CUY17-003867 SAMMN31488823 11.691 201 {Alpha, V1) B1.1.7 barcode32 151 4.2 0,00 Unassigned Unassigned barcode30 48.735 3135 71,49 A A
CUY17-003892 SAMNI1488824 38.353 211 (Delta) AY.26 barcode85 116.610 3673 83,72 B.1.617.2 B.1.617.2 7 barcode08 145,978 4495 88,30 B.1.617.2 B.1.617.2 7
CUY17-003893 SAMN31488825 34.808 21A (Delta) B.1.617.2 barcode59 7.707 330,7 83,85 AY.48 AY.48 barcode20 278.482 4719 88,28 AY.48 AY.48
CUY17-003901 SAMN3 1488826 13.986 21J (Delta) AY.122 barcode2?2 30.000 486.6 88,26 B.1.617.2 B1.617.2 2 barcode03 16.000 471,0 88,21 B.1.617.2 B.1.617.2 2
CUY17-003909 | SAMN31488827 12,572 21A (Delta) B.1.617.2 barcode34 3.000 11.4 14,83 A A barcode15 7.500 2104 83,15 B.1.617.2 | B.1617.2 2
CUY17-003910 SAMN3 1488828 14.056 21J (Delta) AY.122 barcode58 7.500 339.7 82,08 A A1 barcode39 10.000 3461 87,40 B.1.617.2 B.1.617.2_2
CUY17-003939 | SAMN31488829 50.819 20J (Gamma, V3) R1 barcode33 7.707 488.2 98,93 B1 P1_1 barcode31 29.566 418.0 98.91 P P1_1
CUY18-004019 SAMN31488830 10.835 21H (Mu) B.1.621 barcode58 37.398 5124 98,95 B.1.621 B.1.621 barcode56 33.026 3874 498,93 AY.332 AY.33.2
CUY18-004022 | SAMN31488831 13124 21H (Mu) B.1.621 barcode70 77.392 5321 98,93 AY.33.2 AY.33.2 barcode68 28.136 2513 87,82 AY.332 AY.33.2
CUY18-004023 SAMM31488832 16.371 21H (Mu}) B.1.621 barcode82 25.329 4969 98,91 AY.33.2 AY.33.2 barcode80 69.169 4175 98,89 B.1.617.2 B.1.617.2 2
CUY18-004026 | SAMN31488833 4.898 21H (Mu) B.1.621.1 barcoded3 6.056 479,9 98,89 B.1.621.1 B.1.621.1 barcode54 133,724 4107 98,82 AY.30 AY.30
CUY19-004183 SAMN3 1488834 73.438 21G (Lambda) C.37 barcode35 16.120 527.9 98,57 C.a7 C.37 barcode33 4.968 295,6 71,53 C.37 C.37
CUY21-004441 | SAMN31488835 29.349 21H (Mu}) B.1.621 barcode51 17.000 5233 98,95 B.1.621 B.1.621
CUY23-004816 SAMN3 1488836 22.640 21J (Delta) AY.20 barcoded? 76.909 358,95 83,85 AY.20 AY.20 barcode32 56.577 418,7 87,82 AY.20 AY.20
CUY24-004876 | SAMN31488837 31.373 21J (Delta) AY.25.1 barcode46 21.000 3715 88,24 A A1 barcode27 7.000 3950 88,17 B.1.617.2 | B.1617.2 4
CUY24-004954 SAMN3 1488838 23.594 21J (Delta) AY.99.2 barcoded6 194.573 468,2 88,28 A A1 barcoded4 74.859 4148 87,79 A A_11
CUY26-005235 | SAMMN31488839 17.810 211 (Delta) B.1.617.2 barcode82 500 9,2 7.21 A A2 barcode63 15.000 3635 83,32 B.1B17.2 | B1617.2.3
CUY4-000486 SAMN31488840 22 255 20B P2 barcode12 106.885 5343 98,97 P2 P2 barcode10 79.571 4517 498,97 P2 P2
CUY42-007286 | SAMN31488841 73,308 21K {Omicron) BA.1 barcode36 6.500 157,9 73,26 A A1 barcode01 3,500 103,6 55,61 BA212 BA.2.12
CUY42-007288 SAMM31488842 55.059 21K (Omicron) BA1 barcoded8 8.000 2237 75,44 BA.1.15 BA.1.15 barcode13 6.500 296,7 98,59 BA.1.15 BA.1.15
CUY42-007289 | SAMMN31488843 67.186 21K (Omicron) BA1 barcode60 15.500 3206 84,96 BA.1.15 BA.1.15 barcode25 5.000 2484 98,74 BAA BA.1_2
CUY42-007291 SAMN314688844 31.682 21K (Omicron) BAA barcode?2 3.500 68,5 49,16 A A barcoded? 4.500 1899 57,21 BA.212 BA.2.12
CUY42-007294 SAMNI1488845 90.587 21K (Omicron) BA.1.1 barcode8d 9.500 276,1 84,96 BA.1 BA.1_4 barcode49 8.000 3aro,7 98,80 BA.11 BA1.1_2
CUYS5-000547 SAMN3 1488846 65.494 208 P.6 barcode24 59.987 5339 98,97 P& P& barcode22 95.108 4764 98,97 F.6 P&
CUYG-001233 SAMMNI 1488847 19.595 21G (Lambda) C.37.1 barcoded? 36.472 5308 98,57 C.37.1 C.37.1 barcoded5 5.607 3002 71,49 A A S
CUYB-001646 SAMNI 1488848 31.632 21G (Lambda) C.371 barcode59 326.563 533.7 98,65 C.371 C.371 barcodeST 46.296 4249 98,55 C.371 C.371
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Figura S1: Asignacion de linaje PANGO basado en el gen S de SARS-CoV-2 con la metodologia estandar. Se realizo un muestreo al azar de lecturas de secuenciacion de VOCs. A) Profundidad
de secuenciacion promedio vs. lecturas de secuenciacion. B) Completitud del gen (%) vs. lecturas de secuenciacion. Las asignaciones incorrectas fueron detectadas a menor profundidad de
secuenciacion y menor completitud del gen S.
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Figura S2: Asignacion de linaje PANGO basado en el gen S de SARS-CoV-2 con la metodologia estandar. Se realiz6 un muestreo al azar de lecturas de secuenciacion de las muestras
correspondientes a VOIs y no VOC/VOIs (P.2 y P.6). A) Profundidad de secuenciacién promedio vs. lecturas de secuenciacion. B) Completitud del gen (%) vs. lecturas de secuenciacion. Las
asignaciones incorrectas fueron detectadas a menor profundidad de secuenciacion y menor completitud del gen S.
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gen S de un dataset de secuencias de la VOC Omicron (EPI_SET 220929wd). Se muestra las concordancias exactas en
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encontrado en el rango de linajes PANGO de la nomenclatura de hedgehog. Si el linaje del genoma no fue encontrado en
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Discusion general

La utilizacién de la gendmica en el contexto clinico presenta el potencial de asistir
decisiones respecto a la salud y aportar al conocimiento de distintas enfermedades
infecciosas. Si bien, la utilizacion de las tecnologias de secuenciacion se ha incrementado en
los ltimos afios, la mayor limitacidon para su utilizacion es la necesidad de procedimientos
automatizados y/o estandarizados, controles de calidad e incorporacion de expertise
bioinformatica para la interpretacion de los resultados (13). Otra de las limitaciones que se
enfrenta estd relacionada con los costos asociados; si bien no existen grandes requerimientos
de infraestructura, ni de grandes inversiones para la adquisicion de un dispositivo de
secuenciacion, los costos de los reactivos, consumibles y procesamiento bioinforméatico debe
justificarse en beneficios adicionales a los pacientes y/o a la eficiencia/calidad en Ia
obtencion de resultados por parte de los laboratorios. En cuanto al tipo de plataforma, la
utilizacion de tecnologia de tercera generacion de ONT tiene el potencial de convertirse en
una practica estandar en los laboratorios de microbiologia, debido al bajo costo de inversion
inicial y la variedad de herramientas de analisis disponibles (14-16).

En este trabajo se ha evaluado un brote causado por CR-Kp en un hospital publico de
la ciudad de Montevideo utilizando tecnologia de secuenciacion ONT. Luego del ensamblado
de novo con la estrategia para lecturas largas (ONT) y un abordaje hibrido (ONT + Illumina),
se observo que es posible la deteccion de determinantes de resistencia y factores virulencia e
incluso la clasificacion de las secuencias plasmidicas. Sin embargo, solamente con los
genomas de alta resolucion fue posible determinar a qué grupo clonal pertenecian. Esto se
debe a que la designacion del ST, requiere el match perfecto en los siete loci que se utiliza
para la determinacion del perfil alélico o MLST. Las actualizaciones mas recientes en la
quimica de secuenciacion (v14) generan en principio, datos con un menor porcentaje de error
asociado a la secuenciacion suficientes para la generacion de ensamblados de alta calidad. La
combinacion entre la lectura de ambas hebras de los fragmentos de ADN vy la asignacion de
bases de muy alta precision (o super-accurate basecalling) permitirian prescindir en un
futuro de los datos de secuenciacion de segunda generacion para la obtencion de ensamblados
de alta resolucion y por lo tanto, se espera que la asignacion del ST pueda ser determinado
con alta confianza solamente con datos ONT (9). Por otra parte, la utilizacion exclusiva de
datos ONT permitio la obtencion de ensamblados completos de los pldsmidos asociados al
brote intrahospitalario. Los plasmidos son los vectores mas comunes de transferencia

horizontal de genes y por lo tanto tienen un rol protagénico en la diseminacién de genes
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asociados a RAM. A partir de la obtencion de la secuencia de los mismos se pudo detectar los
determinantes de resistencia adquiridos en el contexto del brote nosocomial. Esto ejemplifica
la potencialidad de la implementacion de ONT en el laboratorio clinico, ya sea para la
caracterizacion de microorganismos y/o genes, vigilancia epidemiologica o investigacion de
brotes (65,66).

Los resultados obtenidos a partir del brote de CR-Kp ST-11 fueron integrados a los
estudios de RAM en el ambiente urbano de la ciudad de Montevideo. En el mismo se detecto
la presencia de un MAG (por metagenome-assembled genome) obtenido de la zona oeste de
Montevideo filogenéticamente relacionado con el clon de K. pneumoniae ST-11 del brote.
Mediante una estrategia de mapeo de lecturas de secuenciacion, se encontrd6 que la
abundancia relativa del plasmido que codifica para la carbapenemasa KPC-2 se encuentra
correlacionada con la abundancia relativa del cromosoma de K. pneumoniae ST-11 en
distintas muestras ambientales. Adicionalmente, se encontr6 una correlacion negativa
significativa entre la presencia del plasmido y la densidad de colectores de saneamiento. Esto
indicaria una menor co-ocurrencia de K. pneumoniae ST-11 y del pldsmido conteniendo el
gen blagpc., en sitios con mejor infraestructura de saneamiento (67).

Otras de las metodologias utilizadas en el laboratorio de microbiologia es la
aplicaciéon de tecnologias de secuenciacion para la generacion de perfiles taxondmicos
microbianos. Uno de los marcadores genéticos mas utilizados para la caracterizacion de
comunidades procariotas es el gen 16S del ARNr. Si bien estas metodologias han sido
aplicadas desde hace varias décadas, con el surgimiento de las tecnologias de secuenciacion
masiva, los procedimientos se han simplificado y permitido el relevamiento de mayor
cantidad de muestras en un unico experimento. Esto vino acompafiado del desarrollo de
herramientas bioinformaticas para la manipulacion de las secuencias generadas y la
interpretacion de los resultados obtenidos (68—70). Sin embargo, la resolucion obtenida con
estas tecnologias rara vez incluye niveles taxonémicos mas alla del género. La aparicion en el
mercado de secuenciadores de tercera generacion ha permitido la obtencion de secuencias
completas del gen 16S y el desarrollo de estudios de caracterizacion de comunidades
microbianas de distintos ambientes con una resolucion a nivel de especie (46,48,50,71,72). A
pesar de las oportunidades que surgen de la obtencion de secuencias mds largas, ain no se
han establecido criterios estandarizados para el andlisis de las mismas. En los ltimos afios
han surgido algunas herramientas como NanoClust y EMU (43,44). La primera realiza un
paso de agrupamiento de las secuencias y generacion del consenso, la cual es luego

contrastada contra una base de datos para la clasificacion taxonémica de la misma. En la
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segunda, las lecturas son alineadas contra la base de datos y luego se aplican varias
iteraciones de correccion de errores a modo de generar perfiles de abundancia relativa a nivel
de especie. En este contexto se desarrolld porefile, una herramienta de clasificacion
taxonodmica de lecturas de secuenciacion obtenidas con plataformas de tercera generacion
como ONT. La misma presenta un modulo de preprocesamiento de las lecturas que incluye el
demultiplexado y filtrado por calidad y tamafio. Luego se realiza una etapa de mapeo contra
la ultima version de la base de datos SILVA y las clasificaciones obtenidas para cada una de
las lecturas de secuenciacion son agrupadas utilizando el algoritmo del ancestro comun mas
reciente en base al score de alineamiento. A partir del resultado inicial de clasificacion a nivel
de especie, la base de datos es reducida y el resultado de abundancia relativa es pulido a ese
nivel taxondémico. El resultado final incluye las tablas de conteo y taxonomia
correspondientes a la clasificacion con la base de datos completa y los resultados pulidos a
nivel. Los ensayos sobre lecturas de secuenciacion simuladas muestran que porefile genera
resultados similares a los de EMU tanto para comunidades de baja como alta complejidad. A
su vez, los resultados obtenidos a nivel de género con datos de secuenciacion de Illumina son
comparables a los obtenidos con porefile y EMU para un conjunto de datos publicos de la
microbiota intestinal humana. Porefile se encuentra publicamente disponible en
https://github.com/microgenlab/porefile y sus modulos son manejados con el sistema
Nextflow lo que asegura la automatizacion y reproducibilidad de cada uno de los procesos.
Otra de las caracteristicas mas importantes de porefile es que los archivos de salida generados
son compatibles con distintas herramientas de visualizacion y analisis de la diversidad de
comunidades microbianas (73-75).

La aplicacion de las metodologias de secuenciacion ONT ha tenido un rol importante
en la caracterizacion de las distintas variantes de SARS-CoV-2 tanto a nivel internacional
como local. A través de la utilizacion de tecnologia ONT se reportaron los primeros genomas
de SARS-CoV-2 de Uruguay (76) y la primera deteccion de la VOC Alfa (77). También ha
permitido la implementacion de un sistema de vigilancia gendmica basado en tecnologia
ONT que ha reportado a las autoridades la dinamica de circulacion de las variantes del virus
en el pais durante la pandemia de COVID-19 (78,79). Asimismo, ha impulsado la generacion
de estrategias alternativas para la caracterizacion rapida de variantes y linajes de
SARS-CoV-2 mediante la secuenciacion del gen S (80). El desarrollo de estrategias
costo-efectivas que asistan a las regiones de bajos recursos a generar informacion sobre la
circulacion de linajes o variantes constituye una de las alternativas para mantener la

vigilancia de SARS-CoV-2. Si bien existen metodologias basadas en gPCR capaces de
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distinguir entre distintos sublinajes de VOCs como Omicron, los métodos basados en
secuenciacion permiten obtener informacion de la secuencia completa del gen de interés. Esto
determina que potenciales cambios de relevancia puedan ser detectados de forma temprana.
En este contexto, se desarrollé una metodologia de menor costo respecto a la secuenciacion
del genoma completo como una herramienta alternativa para la vigilancia de SARS-CoV-2.
La misma se basa en la secuenciacion del gen S utilizando la estrategia de generacion de
amplicones solapantes y secuenciacion ONT (58). Si bien la secuenciacion del genoma
completo del virus es indispensable para los estudios de la evolucion viral, la asignacion del
linaje basado en el gen S permitiria conocer la circulacion del virus en determinado contexto,
identificar cambios no sinonimos de forma temprana y generar estrategias para la
optimizacion de los recursos de secuenciacion.

En resumen, en este trabajo se han aplicado distintas estrategias basadas en
secuenciacion de ADN para la caracterizacion de microorganismos procariotas y virus.
También se ha desarrollado una herramienta automatizada para el analisis de datos de
secuenciacion de tercera generacion obtenidas a partir de la amplificacion del gen 16S del
ARNr completo. La misma genera archivos de salida compatibles con otras herramientas
para el estudio de la estructura y diversidad de comunidades microbianas. Finalmente, se
gener6 un protocolo de amplificacion y secuenciacion del gen S para multiples muestras de
SARS-CoV-2 con la finalidad de generar secuencias consenso y posterior deteccion de linajes
y/o variantes del virus utilizando herramientas especificas de asignacion de linajes para la

interpretacion de la informacion contenida en este gen.
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Anexo

Contribuciones

Capitulo 1:

Mag. Cecilia Salazar

Preparacion de bibliotecas de secuenciacion gendmica para la plataforma ONT.

Pre y post procesamiento de lecturas de secuenciacion de segunda y tercera generacion.
Andlisis de datos a partir de los ensamblados de genomas.

Visualizaciones.

Resultados parcialmente incluidos en:

Cecilia Salazar, Matias Giménez, Nadia Riera, Andrés Parada, Josefina Puig, Antonio
Galiana, Fabio Gril, Mariela Vieytes, Christopher E Mason, Verdnica Antelo, Bruno
D’ Alessandro, Jimena Risso, Gregorio Iraola. Human microbiota drives hospital-associated
antimicrobial resistance dissemination in the urban environment and mirrors patient case

rates. Microbiome. 2022 Dec 2;10(1):208. doi: https://doi.org/10.1186/s40168-022-01407-8.

Capitulo 2:

Mag. Cecilia Salazar

Conceptualizacion del pipeline de analisis.

Eleccion de las estrategias y herramientas para los modulos de preprocesamiento,
clasificacion taxonomica y pulido a nivel de especie.

Validacion del pipeline automatico a través de la simulacion de lecturas de secuenciacion
ONT, analisis comparativos con otras herramientas y reandlisis de un dataset obtenido de la

literatura. Visualizaciones.

Capitulo 3:

Mag. Cecilia Salazar

Obtencion y andlisis de secuencias de Uruguay y reportadas en la literatura de la base de
datos GISAID.

Participacion del grupo de trabajo del Institut Pasteur de Montevideo que obtuvo las primeras

secuencias gendmicas de SARS-CoV-2 en Uruguay en marzo de 2020.
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Grupo de trabajo del Institut Pasteur de Montevideo: Dra. Florencia Diaz-Viraqué, Dra.
Marianoel Pereira-Goémez, Mag. Ignacio Ferrés, Dra. Pilar Moreno, Dr. Gonzalo Moratorio y

Dr. Gregorio Iraola.

Capitulo 4:

Mag. Cecilia Salazar

Implementacion y adaptaciéon de estrategias para la preparacion de las bibliotecas de
secuenciacion de amplicones del gen S para secuenciacion ONT.

Analisis de datos de secuenciacion gendmica y del gen S. Generacion de visualizaciones.

Resultados incluidos en:

Cecilia Salazar, Ignacio Ferrés, Mercedes Paz, Alicia Costdbile, Gonzalo Moratorio, Pilar
Moreno, Gregorio Iraola. Fast and cost-effective SARS-CoV-2 variant detection using Oxford
Nanopore full-length spike gene sequencing. Microb Genom. 2023; 9(5): doi:
https://doi.org/10.1099/mgen.0.001013.
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