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2. RESUMEN EJECUTIVO

El uso indiscriminado de antibidticos puede conducir directamente a la transmision de

microorganismos resistentes a multiples farmacos a los seres humanos. Esto nos dejaria sin una
opcion terapéutica esencial cuando mas la necesitemos (Falagas & Bliziotis, 2007).

Las bacterias tienen la capacidad de desarrollar resistencia a los antimicrobianos por
diversas razones, siendo especialmente preocupantes aquellos mecanismos de resistencia
generados por elementos genéticos moviles, como plasmidos, transposones e integrones (H. Liu
et al., 2018). Estos elementos son considerados mas peligrosos debido a su capacidad de
transferirse entre células bacterianas que habitan en el mismo entorno ecoldgico; al hacerlo,
pueden transportar consigo uno o mas genes de resistencia, complicando significativamente el
tratamiento de las infecciones bacterianas; la capacidad de transferencia y acumulacion de genes
de resistencia subraya la importancia de monitorear y controlar la diseminacion de la resistencia
antimicrobiana (OMS, 2017; Q. Wang et al., 2017).

La resistencia a la colistina es emblematica, la presencia del gen mcr en las bacterias limita
considerablemente las opciones terapéuticas disponibles para tratar dichas infecciones, lo que
complica ain mas la situacion y resalta la urgencia de encontrar soluciones efectivas (Osei

Sekyere, 2019).

El presente estudio pretende comprender la movilizacion del gen mcr y la posible
diversidad genética existente en islas gendmicas de multirresistencia de E. coli de dos aislados de

muestras intrahospitalarias.

Palabras clave: Colistina, islas genomicas, E. coli, Resistencia antimicrobiana
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3. DESCRIPCION DETALLADA DE LAPROPUEST A

3.1 Justificacion

La alta diseminacién de genes de resistencia a multiples antibidticos es considerada
prioritaria por las agencias de control sanitario alrededor del mundo, en especial en Enterobacterias
y no fermentadores, tanto a nivel comunitario y hospitalario, por lo cual se crea la necesidad de
encontrar alternativas sustentables para hacer frente a esta problematica (Aminov, 2010).

Dentro del campo de la salud humana, el incremento en las tasas de resistencia se atribuye
al uso indiscriminado de antibidticos, alta movilidad poblacional, estancias hospitalarias extensas,
pero principalmente la diseminacion horizontal de genes de resistencia (Partridge et al., 2018), los
cuales se acoplan al ADN bacteriano, provocando la expresion de resistencia, haciendo poco utiles
los esquemas terapéuticos hasta ahora establecidos. Sin embargo, en otros ambitos como la salud
animal y ambiente, contribuyen de manera directa al incremento de esta problemadtica, ya que se
sabe del uso de antibioticos como promotores de crecimiento, induciendo a la resistencia y la
diseminacion en el ambiente debido a las precarias condiciones de higiene en las practicas de
manejo (Bruno, 2015).

La colistina se abandon¢ en gran medida como un tratamiento de infecciones bacterianas
en la década de 1970 debido a su toxicidad y su perjuicio renal, pero se ha introducido en los
ultimos afios como un antibidtico de “tltimo recurso” contra las infecciones multirresistentes. Por
lo tanto, es alarmante que la prevalencia de la resistencia a la colistina se haya convertido en una
preocupacion significativa, tras la identificacion de la resistencia medida por plasmidos conferido

por el gen mcr a finales del 2015 (R. Wang et al., 2018a).
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El gen movilizado de la colistina mcr supone un riesgo importante para la salud publica,
ya que puede propagarse rapidamente por transferencia horizontal (Ling et al., 2020). No obstante,
se ha caracterizado en una gran variedad entornos gendmicos, lo que concuerda con la
movilizacion del gen por un transposon. La distribucion mundial al menos en cinco continentes

estd bien documentada, pero se sabe poco de su origen, adquisicion y propagacion.

3.2 Planteamiento del problema

Las enfermedades infecciosas representan en la actualidad, la segunda causa de muerte
alrededor del mundo. Anualmente, un estimado de 17 millones de personas mueren debido a
microorganismos resistentes (Shen et al., 2016).

El problema de la resistencia a los antibioticos se origind debido al uso y sobreuso de estos
compuestos a nivel mundial, tanto en salud humana, sanidad animal y ambiente. Estas practicas
modificaron el ritmo evolutivo de los microorganismos, creando ambientes de presion selectiva he
intercambio genético de donde se generan y se diseminan nuevos determinantes de resistencia
(Aminov, 2010).

En la actualidad los niveles de bacterias resistentes estan alcanzando peligrosamente
niveles altos y crecientes alrededor del mundo, limitando de manera considerable la capacidad
clinica de tratamiento (Alanis, 2005).

La colistina a lo largo del tiempo se ha usado con fines terapéuticos y profilacticos en
produccion animal a nivel mundial, principalmente como promotor del crecimiento (Martino et
al., 2024). El uso indiscriminado del antibidtico involucrado directamente a la transmision de

microorganismos resistentes a multiples farmacos a los seres humanos, bajo este contexto nos
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dejaria sin una opcidn terapéutica esencial cuando mas la necesitemos (Fernandes et al., 2016).

La colistina ha tomado protagonismo en los tltimos afos debido al aparecimiento de una
cepa de Escherichia coli aislada de un cerdo, la cual contiene un plasmido que portaba el gen
denominado mcr-1, que confiere resistencia siendo este el primer hallazgo de una bacteria que
contiene un elemento genético mévil de posible transmision interespecifica y con resistencia a la
ultima linea antibiotica creada por el humano(Q. Wang et al., 2017).

Desde el primer hallazgo de resistencia a colistina mediada por un elemento moévil en 2015
se tiene el precedente de que pasaron mas de tres décadas sin detectarlo como lo describe Shen et
al., 2016. Al momento se han descrito 9 variantes del gen mcr-1 identificandolo con mas frecuencia
en aislados de origen animal que en casos clinicos. Esto sugiere que su aplicacion en las cadenas
productivas puede convertirse en un potencial reservorio de resistencia (Liu et al., 2016; Nordmann
& Poirel, 2016; Shen et al., 2016).

A nivel mundial se han identificado variantes del gen mcr en bacterias como como
Salmonella enterica, Escherichia coli, Moraxella y Klebsiella pneumoniae, infectando pacientes
hospitalizados. Se han descrito 9 variantes mcrl, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5, mcr-6, mcr-7 mcr-8
y mcr-9 (Carroll et al., 2019; Ling et al., 2020; Y. Y. Liu et al., 2016).

Las investigaciones han revelado asociaciones significativas de cierto gen con secuencias
de incompatibilidad como X3, X4, bridX4, H1, HI1, HI2, P, 12, F, FIl y FIB (A. Li et al., 2016a;
Q. Wang et al., 2017a; R. Wang et al., 2018b; Zhang et al., 2017). Ademas, se ha identificado una
relacion ancestral con el transposén ISApll. Se plantea que, durante el proceso de transposicion
en plasmidos, podria haber pérdidas de bases genéticas que resultan en la eliminacion de
secuencias del transposon. Este fenomeno podria facilitar la transferencia conjugativa de material

genético entre diferentes fenotipos bacterianos (He et al., 2019).
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Este estudio surge del interés de comparar la diversidad genética existente en islas
genomicas de multirresistencia de E. coli aislados de muestras intrahospitalarias, para ver posibles
relaciones entre los aislados, sus mecanismos de transferencia de resistencia (islas genomicas) y
los propios determinantes de resistencia, teniendo como objetivo el caracterizar el gen mcr en

Escherichia coli intrahospitalarias con resistencia a polimixina E (colistina).
3.3 Contextualizacion del tema u objeto

Con base en lo antes mencionado se plantea la siguiente interrogante: ;El gen mcr y sus
variantes génicas asociadas a Escherichia coli se encuentra en una unica clase de isla genémica de

determinante de resistencia a polimixina E?

Objetivo Genera

1. Caracterizar el gen mcr en Escherichia coli intrahospitalarias con resistencia a
polimixina E (colistina).
Objetivos Especificos

1. Objetivo 1. Analizar las variantes del gen mcr en E. coli intrahospitalario
existentes

2. Objetivo 2. Identificar los grupos de incompatibilidad de plasmidos asociados con
los genes mcr encontrados.

3. Objetivo 3. Analizar las islas gendmicas asociada al gen mcr que proporcionan

transferencia de resistencia.
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5. Marco teorico y conceptua

Junto con la introduccion de los antibidticos que ha sido una herramienta indispensable de
la humanidad para para afrontar infecciones bacterianas en distintos campos de accion se ha
observado la diseminacion de bacterias multirresistentes por el desarrollo de resistencia
antimicrobiana (RAM) disminuyendo las opciones terapéuticas y aumentando las estancias
hospitalarias (Falagas & Bliziotis, 2007; J. Wang et al., 2019).

La resistencia a los antimicrobianos es un proceso natural, evolutivo y de adaptacion
mediante el cual un microorganismo adquiere la capacidad de neutralizar el efecto del
antimicrobiano, debido a la mutacion del microorganismo o al acoplamiento de genes de
resistencia circulantes. Varios factores contribuyen a la seleccion y diseminacion de genes de
resistencia, pero dentro de los principales se encuentra el uso inapropiado e indiscriminado de los
antimicrobianos (Alanis, 2005).

Los elementos genéticos moviles juegan un papel crucial en la adquisicion y difusion de la
resistencia a los antibidticos en bacterias tanto gramnegativas como grampositivas,
particularmente en el grupo de organismos ESKAPEE (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter spp., y Escherichia coli).

El desafio evolutivo para combatir la quimioterapia antimicrobiana a menudo implica la
adquisicion de determinantes de resistencia ya existentes en el acervo genético bacteriano, logrado
mediante la accion coordinada de elementos genéticos méviles (MGE) que se trasladan dentro o
entre moléculas de ADN. Este proceso incluye el intercambio genético horizontal a través de

secuencias de insercion (IS), transposones (Tn), casetes de genes/integrones (In), y elementos que
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pueden transferirse entre células bacterianas, como los plasmidos y los elementos conjugativos

integradores.

Los analisis moleculares han demostrado que la multirresistencia se adquiere cominmente
a través de la captura de determinantes preexistentes, seguida por su amplificacion en respuesta a

la presion selectiva, facilitada en gran medida por los elementos genéticos moéviles.

Los transposones y las secuencias de insercién son segmentos de ADN capaces de
movilizarse, junto con genes de resistencia asociados, a nuevas ubicaciones dentro de la misma
célula o entre diferentes moléculas de ADN. Los integrones utilizan la recombinacion especifica
de sitio para intercambiar genes de resistencia, y al estar presentes en multiples copias en distintos
lugares de un genoma, facilitan la recombinacién homologa. Un casete de genes es un elemento
moévil que consta de uno o dos genes, generalmente insertados en un integron, que carece de un
promotor propio, pero incluye un sitio de recombinacion. Las islas gendémicas, adquiridas por
transferencia horizontal, varian en tamafio y pueden clasificarse por el fenotipo que codifican,
como islas de resistencia o de patogenicidad, y abarcan elementos con funciones de movilidad que

pueden transferirse horizontalmente (Partridge et al., 2018).

Este entendimiento detallado de los elementos genéticos moviles subraya su papel central en la
evolucion de la resistencia a los antibioticos, resaltando la necesidad de estrategias innovadoras en

la lucha contra la resistencia antimicrobiana (A. Li et al., 2016).

Para el caso particular de las polimixinas que son antibidticos que consisten en
decapéptidos bésicos ciclicos, existen 5 clases de polimixinas de las cuales se usan inicamente la
B y E que derivan distintos antibidticos usados cominmente en bacilos Gram negativos actuando

en la membrana plasmadtica alterando su polaridad (Liu et al., 2016).
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La resistencia a colistina puede presentarse en varias rutas metabolicas, dentro de las que
se involucra la mutacion del sistema PmrAB lo que conlleva a la disminucion de la carga del lipido
A, los hopanoides que confieren rigidez a la membrana plasmatica, las distintas bombas de flujo,
el aparecimiento de proteasas en el espacio peripldsmico y la que tiene una mayor importancia por
la capacidad de ser transmitida la mediada por plasmidos que ha llevado a la medicina critico por
la dificultad del control y manejo de infecciones causadas por bacterias portadoras del gen mcr,
debido a que las opciones terapéuticas se ven disminuidas para combatirlas (Osei Sekyere, 2019).

La antibidtico colistina a lo largo del tiempo se ha usado con fines terapéuticos y
profilacticos en produccion animal a nivel mundial, y considerando como mayor importancia el
uso como promotor del crecimiento (Q. Li et al., 2022). Existen posibilidades que este uso
indiscriminado tenga afeccion directa o contagio de microorganismos multirresistentes hacia
humanos dejando sin una de las opciones terapéuticas en caso de necesitarla (Fernandez et al.,
2018).

La colistina ha tomado protagonismo en los ultimos afios debido al aparecimiento de una
cepa de Escherichia coli aislada de un cerdo, la cual contiene un plasmido que portaba el gen
denominado mcr-1, que confiere resistencia al colistin, siendo este el primer hallazgo de una
bacteria que contiene un elemento genético movil (MGE) de posible transmision inter-especies y
con resistencia a la tltima linea antibiotica creada por el humano (Liu et al., 2016¢; Nordmann &
Poirel, 2016).

El sitio diana de accion de la colistina es el lipido A del lipopolisacarido de las bacterias
que generan un efecto bactericida. Se ha descrito que los genes de resistencia a la colistina se

expresan en plasmidos; el gen mcr es el encargado de codificar un lipido A transferasa de
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fosfoetanolamina (PEA) que cataliza adicion de PEA al 4 r-fosfato de glucosamina del lipido A,
esta modificacion confiere la resistencia bacteriana a la polimixina (A. Li et al., 2016).

Desde el primer hallazgo de resistencia a colistina mediada por un elemento movil en 2015
y pasando mas de tres décadas sin detectarlo como lo describe Shen et al., 2016 al momento se
han descrito 9 variantes del gen mcr-1 identificaindolo en aislados de origen animal con mucha
mas frecuencia dado el uso en las cadenas productivas convirtiéndose en un posible reservorio
(Nordmann & Poirel, 2016b; Shen et al., 2016).

La resistencia a la colistina se ha descrito en variedades de Enterobacterales, Escherichia
coli es la bacteria que mas reporta mcr-1 a nivel mundial y el cual se clasifica en cinco acervos
filogenéticos denominados A, B1, B2, D y E, donde B2 y en menor proporcion el D son los
causantes en gran medida de infeccion intestinales en humanos, mientras los grupos A y Bl
pertenecian principalmente a comensales. La mayoria de las cepas patdgenas intestinales
pertenecen a los grupos A, Bl y D, mientras que las cepas extraintestinales pertenecen

principalmente a los grupos B2 y D (Calero-Caceres et al., 2022)

Para Enero 31 de 2024 segin la National Database Antimicrobial Resistant Organismos
(NDARO) se han reportado 37 variantes genéticas del gen mcer-1 en diferentes paises (mer-1.1,
mcr-1.2 hasta mcr-1.37) tanto en humanos como en animales como se describe en referencia al
Gene-Catalogo-PathogenDetection-NCBI como se describe en el enlace

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#mcr-1), los estudios epidemiologicos han

sugerido que mcr-1 se restringe principalmente a no menos de diez especies de Enterobacterales

(Ling et al., 2020).

El estudio de la region mcr-1 ha descrito mas de 10 tipos de plasmidos que portan dicho

gen(H. Liu et al., 2018). Partridge et al., encontraron variantes plasmidicas implicados en la

Codigo: MBC-INS-001 | Version: 01 | Fecha de vigencia: 31-01-2022 | Pagina 19 de 57 |



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#mcr-1

Pontificia Universidad
Catodlica del Ecuador

diseminacion de genes mcr-1: IncX4, Incl2, IncP, IncX1-IncX2, IncX3-IncX4, IncFIl, Incl2-
IncFIB, IncFl, IncHI1 e IncHI2(39), siendo los mas predominaste IncHI2 e Incl2, seguidos de
IncX4. Estos plasmidos portan mcr-1, asi como otros genes de resistencia, lo que lleva a la

transmision de multiples determinantes de resistencia a diversos antibioticos (Partridge et al.,

2018).

6. METODOLOGIA Y TECNICAS

6.1 Métodos del objetivo 1: Analizar las variantes del gen mcr en E. coli intrahospitalario existentes
6.1.1 Técnicas de instrumentacion de datos

Este proyecto de investigacion se dio gracias a una colaboracion del Instituto Nacional
de Investigacion en Salud Publica (INSPI). Se analizara los datos obtenidos de la coleccion
de cepas del Centro Nacional de Referencia de Resistencia a los Antimicrobianos
coordinacion zonal 9, de la informacion se tabulara usando el sistema WHONET (Software
for the Surveillance of Antimicrobial Susceptibility) evaluando los perfiles de susceptibilidad
bacteriana analizando la presencia del gen mcr que confiere resistencia al colistin en dos

aislados intrahospitalarios que se describen a continuacion.
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. Muestra Codigo 1430 intrahospitalaria:

Esta muestra, de origen rectal, ha resultado positiva para la presencia de Escherichia
coli. Ademas, se ha identificado a través de técnicas de microbiologia convencional como
perfil de susceptibilidad, junto con las pruebas fenotipicas que el microorganismo presenta
resistencia tanto a las carbapenemasas como a la colistina, en ambas pruebas de resistencia.
Este hallazgo es de particular interés ya que sefala la presencia de una cepa de Escherichia
coli. con un perfil de resistencia a multiples antibidticos, lo que plantea desafios en la seleccion

de tratamientos efectivos.

J Muestra Codigo 0449 intrahospitalaria:

Correspondiente a una muestra de sangre, también ha sido positiva para Escherichia
coli. Similarmente a la muestra anterior, se ha confirmado la resistencia al grupo de
antibidticos carbapenemasas y a la colistina en las pruebas correspondientes. La deteccion de
Escherichia coli. resistente en una muestra sanguinea subraya la importancia critica de la
vigilancia microbioldgica, especialmente en contextos de infecciones sistémicas que pueden

comprometer seriamente la salud del paciente.

En resumen, ambos anélisis destacan la emergencia de cepas de Escherichia coli con
resistencia a los antibidticos carbapenemasas y colistina, subrayando la necesidad de

estrategias de manejo y tratamiento adaptadas a este perfil de resistencia.

6.1.2 Secuenciacion

Se realiz6 una extraccion de ADN de dos cultivos puro con un kit comercial QlAamp
DNA Min (QIAGEN, Hilden, Alemania), siguiendo las directrices del fabricante posterior a

ello se llevo a cabo la preparacion de las bibliotecas, se utilizaron 400 ng de ADN gendmico
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siguiendo el protocolo DNAPrep (Ilumina, CA, EE.UU.), de acuerdo con las directrices del
fabricante. La secuenciacion se dio por pares (2 x300 pb) en una plataforma MiSeq de Illumina

(Illumina, CA, EE.UU.) utilizando una célula de flujo Micro V294.

6.2 Métodos del objetivo 2: Identificar los grupos de incompatibilidad de plasmidos

asociados con los genes mcr encontrados

6.2.1 Técnica de procesamiento y andlisis de datos

El material genético de Escherichia coli se envid a secuenciar centro de referencia nacional
de gendmica, secuenciacion y bioinformatica del del Instituto Nacional de Investigacion en

Salud Publica (INSPI).

El proceso inici6 con la extraccion y purificacion de DNA, utilizando el kit QIAamp DNA
Mini, posteriormente se procedid a cuantificar el material genético extraido de cada una de las
muestras, se garantizd que el proceso de secuenciacidon sea normalizado iniciando con la
cantidad de DNA adecuada. Las librerias fueron preparadas siguiendo el protocolo de Illumina
DNAPrep que permite la secuenciacion del genoma completo en fragmentos de 600 pb paired-

end, amplificados por PCR.

Las muestras fueron secuenciadas en el equipo de secuenciacion MiSeq de Illumina, en
donde se obtuvieron los archivos de lectura primaria en formato fastq para su posterior analisis

bioinformatico.
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6.2.2 Anadlisis Bioinformadtico

Los datos de secuenciacion obtenidos en archivos FASTQ fueron cargados al servidor de
CEDIA. Accediendo a infraestructura de alto rendimiento que incluye servidores y
almacenamiento escalable, esencial para manejar grandes volumenes de datos generados a través

de linea de comandos ver Anexo 1.

Una vez culminado el procesamiento, se realizé un andlisis bioinformatico de las muestras

empleando distintas aplicaciones como se describen en la Tablal.

Tabla 1. Herramientas bioinformdticas disponibles.

Herramienta Version Aplicacion Links Referencia
Andlisis computacionales (Afgan et al
Galaxy 21.05.1 | bioinformaticos a través de la https://galaxyproject.org %01 8) ?
web.
Recorte para datos p areqdos http://www.usadellab.org/cm
. . en un extremo y de emparejado . _ (Bolger et
Trimmomatic 0.39.0 . : ; s/index.php?page=
simple provenientes de trabajo ; . al., 2014)
. . trimmomatic
con ilumina.
FastQC proporciona una forma http://www.bioinformatics.b
FastQC 0.12.1 sencilla de realizar algunas abraham.ac.uklprojects/fast (Andrews,
T comprobaciones de control de - cp 4 2010)
calidad. 1
Toma los resultados de
Multi OC 111 multiples analisis y crea un | https://doi.org/10.1093/bioin | (Ewels et al.,
' informe que se puede ver como formatics/btw354 2016)
una sola.
Ensamblador de genomas de | Attp://cab.spbu.ru/software/s | (Bankevich
SPAdes 3.15.4 alta calidad. pades/ etal., 2012)
Herramienta de evaluacion de
calidad. La herramienta evalua .
. http://quast.sourceforge.net/ | (Gurevich et
Quast 5.2.0 los ensamblajes del genoma
. , . quast al., 2013)
mediante el calculo de varias
meétricas.
Prokka es una herramienta de
software para anotar
rapidamente genomas
bacterianos,  arqueales y . L .
Prokka 1.14.6 | virales, y producir archivos de hitp://www.vicbioinformatics | - (Seemann,
. . .com/software.prokka.shtml 2014)
salida que solo requieren
pequefios ajustes para
enviarlos a GenBank / ENA /
DDBJ.
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Herramienta Version Aplicacion Links Referencia

Clasificador taxonomico
rapido usando k-mer en (Wood &
memoria busqueda de lecturas | Atips://cchb.jhu.edu/software/

Kraken 1.1.1 . Salzberg,
metagendmicas contra una kraken/ 2014)
base de datos construido a
partir de multiples genomas.
Esta herramienta representa los | https://galaxy.pasteur.fr/tool
resultados de un perfil | runner?tool id=toolshed.p (Ondov et

Krona 2.7.1 metagendmico como un grafico | asteur.fr/repos/odoppelt/kron al., 2011)
circular ampliable utilizando | atools/taxonomy krona cha ?
Krona. rt/2.0.0

StarAMR escanea los contigs
del genoma bacteriano en las
bases de datos ResFinder,
PlasmidFinder y PointFinder
StarAMR 2.23.0 | (utilizadas por sus respectivos
servicios web) y compila un
informe resumido de los genes
de resistencia a los
antimicrobianos detectados.
Identifica plasmidos en | https://cge.food.dtu.dk/servic
PlasmidFinder 2.1 aislados secuenciados totales o es/PlasmidFinder/
parciales de bacterias.
Identificaciéon de genes de

https://openebench.bsc.es/to | (Bharat et al.,
ol/staramr 2022)

(Carattoli et
al., 2014)

https.//cge.cbs.dtu.dk//servic | (Bortolaia et

ResFinder 4.0 re51siiepc1a a  antibidticos os/ResFinder/ al., 2020)
adquiridos.
Geneious tiene todas las
herramientas de  biologia (Biomatters
Geneious 9.05 molecular 'y analisis de WWW.geneious.com development
secuencias, circularizacion de team, 2005)
plasmidos.

PlasmidSPAdes toma como
entrada lecturas de extremo
emparejado, pares de relacion

PlasmidSPAdes 3.15.4 | de posicion y lecturas simples hiip:/fcab.spbu.ru/software/s | - (Antipov et

(no emparejadas) en FASTA y pades/ al., 2016)
FASTQ  para identificar
plasmidos.
BV-BRC Centro de recursos de analisis
bacterial and viral | 3.32.13 base de datos Davis et al.,
bioinformatics a gioinforméticos viral 'y hitps://www.bv-bre.org/ ( 2020)
resource center bacteriana.
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( Flowchart ILUMINA i
MiSeq System ENSAMBLADO ANOTACION DEL
(SPAdes,Plasmid GENOMA :
E SPAdes, Unicycler) J SR
IFICACION TAXONOMICA
raken,Krona pie char)
Andlisis de elementos
Genéticos moviles
Star AMR
Y geneious
(PubMLST, the
BUSQUEDA DE BUSQUEDA DE GENES pauster
REPLICONES (ResFinder prediccién TIPIFICACION MLST Institute,
(PlasmidFinder) de RAM) Enterobase,
cgMLST.org

llustracion 1.Flujo de trabajo con sus respectivos Software y algoritmos utilizados para el proceso de secuenciacion que se divide
en categorias y describe el proceso de andlisis de secuencias de lectura corta.

a) Control de calidad de secuencias intrahospitalarias

El control de calidad de datos de las secuencias obtenidas del equipo MiSeq de [llumina,
se realizaron con la herramienta FastQC v0.12.1. La herramienta permite analizar la distribucion
de score y read de las muestras proporcionando un informe rapido de los datos en conjunto

dandonos a conocer si existe inconvenientes de calidad de secuencias (Andrews, 2010).
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b) Recorte, limpieza y reevaluacion de la calidad de secuencias intrahospitalarias.

Para el recorte de secuencias, la eliminacion de adaptadores y el recorte de bases de baja
calidad de Illumina paired-end, se utilizd un script con la herramienta Trimmomatic v0.39.0
(Bolger et al., 2014). Posteriormente se procedio a la reevaluacion de la calidad de las secuencias,

tal como se muestra en la seccion de resultados de la Ilustracion 2 y 3.

c) Ensamblaje analisis de calidad y Anotacion de genomas de secuencias

intrahospitalarias

Una vez realizada la correcta eliminacion de adaptadores con su respectivo recorte de bases
de baja calidad. Se realiz6 el ensamblaje con la herramienta SPAdes v3.15.4 que toma como
entrada lecturas emparejadas (pareadas) y lecturas individuales (no emparejadas) en formato
FASTAQ para ejecutar la correccion de errores de lecturas al ensamblarlas (Bankevich et al.,
2012). Posteriormente evaluamos la calidad del ensamblaje del genoma mediante la herramienta

QUAST.

Los parametros de anotacion de las secuencias de interés ensambladas se los comparo con
el genoma de referencia Escherichia coli O157:H7 str. Sakai (Cho et al., 2014). El codigo Genoma
ID 386585.154 fue comparado bajo los recursos y andlisis de bases de datos de BV-BRC 3.33.16
bacterial and viral bioinformatics resource center PARTIC (Davis et al., 2020). Prediccion rapida
de genomas procarioticos obtenidas mediante la herramienta de software Prokka (Seemann,

2014).
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d) Identificacion Taxonomica

Una vez comprobada la calidad de ensamblaje de novo con el uso de SPAdes se obtuvieron
fragmentos (contigs) en archivo tipo FASTA, posteriormente se realizd un andlisis para la
asignacion de etiquetas taxondmicas a las secuencias cortas de ADN usando la herramienta

bioinformatica Kraken (Wood & Salzberg, 2014).

La interpretacion de los analisis obtenidos con la herramienta Kraken fueron representados
en un perfil metagendomico, se utilizd la base de datos SILVA databases for ARB for small
(16S/18S) (Quast et al., 2013). La interpretacion se obtuvo en forma de una grafica circular

ampliable utilizando Krona (Ondov et al., 2011).

c) Analisis de genes de resistencia

Con el uso de la herramienta StarAMR (Bharat et al., 2022) se realizo el escaneo de contigs
de genomas bacterianos contra las bases de datos ResFinder, PointFinder, y PlasmidFinder 2.0
(usadas por el servicio web ResFinder y otros servicios web ofrecidos por el Center for Genomic
Epidemiology) y compilar un informe resumido de genes de resistencia antimicrobiana detectados
al analiza los datos de ensamblaje de novo obtenidos en la herramienta SPAdes para las dos cepas

intrahospitalarias.

6.3  Métodos del objetivo 3: Analizar las islas gendmicas asociada al gen mcr que

proporcionan transferencia de resistencia
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6.3.1  Anadlisis Plasmidicos.

Para la correcta identificacion de plasmidos, fue imprescindible seleccionar una
herramienta adecuada que facilitara la deteccion de estos elementos genéticos. En este contexto,
se opto por utilizar PLASMIDSPADES, una herramienta que implementa un algoritmo de
cobertura de lectura de contigs. Este algoritmo es fundamental para diferenciar entre plasmidos y
cromosomas, dado que la plataforma de secuenciaciéon de ADN Illumina, comunmente utilizada,
produce lecturas con una cobertura altamente uniforme de los cromosomas bacterianos. Sin
embargo, la cobertura de los plasmidos puede variar, siendo mayor o menor que la de los
cromosomas, en funcion del nimero de copias del plasmido presente. Por lo tanto, un componente
se clasifica como plasmidico si forma parte de un Unico bucle en el grafo de ensamblaje con una
longitud minima de minCirc (por defecto, 1 kb) o si su tamafio excede minCompSize (establecido

por defecto en 10 kb), transformando asi el grafo de ensamblaje en un grafo plasmidico.

La identificacion de un plasmido, o de un componente plasmidico, se considerara precisa
si sus contigs han sido previamente anotados como plasmidicos y, ademas, si coinciden en al
menos el 90% con la fraccion plasmidica esperada. Para validar esta coincidencia, se realiza un
analisis comparativo con plasmidos ya anotados, empleando la base de datos de nucle6tidos NCBI
y el servicio web BLAST. En este andlisis, se considera una coincidencia exitosa si la secuencia

presenta al menos un 80% de identidad o contiene genes que son caracteristicos de plasmidos.

Para andlisis plasmidicos se procedid a el andlisis de contigs en formato FASTA. Los

archivos fueron cargados al programa Geneious 9.0.5 (Biomatters development team, 2005), en el
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cual se hizo el uso de la herramienta “Ensamblado de novo” sin un genoma de referencia, con la

finalidad de cerrar brechas entre los contigs obtenidos y conseguir una secuencia consenso.

Finalmente, es importante resaltar que para este estudio se trabajo Unicamente con los
contigs en los cuales se identifico el gen de interés que es mcr, los cuales fueron circularizados y

anotados en su totalidad.

Se realizara el analisis de las secuencias tomando en cuenta los fragmentos (ISApll-mecr, -

pap2- ISApll) analizados de secuencias de referencia publicadas en GenBank.

7. RESULTADOS

7.1 Control de calidad de secuencias

Mediante la herramienta FastQC se detectaron 616.889 secuencias con una longitud de 35-
155 pares de bases para la secuencia 449 no obstante, para la secuencia 1430 se detectaron 603.747
secuencias con una longitud de 30-131 pares de base, el analisis arrojé una calidad media mayor
30 como se muestran en la Ilustracion 2 y 3. Los dos genomas secuenciados arrojan rangos de

calidad 6ptimos.
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Quality scores across all bases {(Sanger / llumina 1.8 encoding]

a0
:2 = Measure Value
= Filename 499 51_LBB1_R1_@el.fastg
a2
3o File type Conventional base calls
28
28 Encoding Sanger f I1lumina 1.9
= Total Sequences B1RBAY
22
20 Total Bases 89.9 Mbp
18
18 Sequences flagged as poor guality @
14
s Sequence length 35-151
e %6C 58
]
]
4
2
a 1 23 4586 788 1519 30-34 45-49 80-64 75-79 90-94 105-109 120-124 135-139 150-151
Fosition in read (bp}

Quality scores across all bases {Sanger / llumina 1.9 encoding)
40
% S e e e H
s Bli-Tosla-Tsis 1 sia 13 Value
"*“ Filename 499 _S1_L881_R2_881.fastq
32 A
3o File type Conventional base calls
28
2 Encoding Sanger / Illumina 1.9
= Total Sequences B16E8Y
22
20 Total Bases 89.9 Mbp
18
15 Sequences flagged as poor guality @
12 Sequence length 35-151
10 fcl 58
8
[
4
2
0

1234567849 1518 3034 4548 6064 7579 90.94 105109 120124 135139 150151
Position in read (bp)

llustracion 2. Limpieza de secuencias, evaluacion y control de la calidad de las secuencias forward y reverse por base
de aislamiento bacteriano intrahospitalario 499, empleando las herramientas bioinformdticas Trimmomatic y fastQC.
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Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 enceding]

| Mese | vae
Filename 1438 R1 paired fq pz.gz
File type Conventional base calls

28

2 Encoding Sanger / Illumina 1.9

24 Total Sequences 603747

22

20 Total Bases 77.2 Mbp

18 Sequences flagged as poor guality @

16

1 Sequence length 38-131

12 %aC 50

10

8

6

4

2

0

1234567801213 18-19 24-25 3031 3537 42-43 48-49 54.55 60-61 6667 72-73 76-76 8495 9081 0687 104105 114115 123125
Position in read (bp)

Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)

40
sk HOOOOOOEOON0O0AAARARARARARRRARARARARARRRARARARARARARARARARARARARARAS Value
N O N O J,

El
2 Filename 14308_R2 paired fq_gz.gz
32 File type Conventional base calls
Ell i

2 Encoding Sanger / Illumina 1.9
* A Total Sequences 603747

24

2 Total Bases 77.2 Mbp

Sequences flagged as poor quality @
16 Sequence length 38-131

%aGC 58

123456780121318-10 24-25 30-31 36-37 42-43 48-40 54.55 60-61 6667 72-73 78-70 8485 6001 9667 104-105 114115 124125
Fosition in read (bp)

llustracion 3. Limpieza de las secuencias, evaluacion de control de la calidad de las secuencias forward y reverse por base
de aislamiento bacteriano intrahospitalario 1430, empleando las herramientas bioinformdticas Trimmomatic y fastQC.
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7.2 Ensamble de Secuencias

Como resultado del ensamblaje de novo (Bankevich et al., 2012) se obtuvieron dos archivos

en formato FASTA que corresponden a Contigs y Scaffolds. Posteriormente se evalu6 la

calidad del ensamblaje del genoma mediante la herramienta QUAST.

El andlisis dio como resultado métricas generales para la muestra 499 al realizar el

Compare Assembled y Contig distribution que determino la cantidad de 94 contigs mayores o

iguales a 1000 pares de base, 49 contigs mayor a 10 000 pb y 31 contigs mayor a 50 000 pb. El

contig con mayor dimension obtenido fue de 449 767 pb y un N50 de 180 659 pb, tal como se

muestra en la seccion de resultados de la Ilustracion 4.

Statistics without reference
# contigs

# contigs (>= 0 bp)

# contigs (>= 1000 bp)

# contigs (>= 5000 bp)

# contigs (>= 10000 bp)
# contigs (>= 25000 bp)
# contigs (>= 50000 bp)
Largest contig

Total length

Total length (>= 0 bp)
Total length (>= 1000 bp)
Total length (>= 5000 bp)
Total length (>= 10000 bp)
Total length (>= 25000 bp)
Total length (>= 50000 bp)
NSO

N2O

auN

L50

Lo0

GC (%)

Mismatches

# N's per 100 kbp

#N's

contigs
111

219

94

62

49

43

31

449 767
5375860
5399487
5364216
5303027
5212772
5129759
4707 383
180659
38875
191751
11

35

50.38

Plots: Cumulative length Nx GC content

5.5Mbp

45

contigs

Contigs are ordered from largest (contig #1) to smallest,

110eh contiy

llustracion 4. Andlisis de calidad de ensamblaje obtenido mediante SPAdes y analizados en la herramienta de evaluacion de la
calidad de los ensamblajes del genoma QUAST que basa sus en contigs de tamafio >= 500 pb de secuencia de aislamiento genoma

1430.
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Los resultados de meétricas generales para la muestra 1430 al realizar un Compare
Assembled y Contig distribution determinaron la cantidad de 217 contigs mayores o iguales a 1000
pares de base, 113 contigs mayor a 10 000 pb y 28 contigs mayor a 50 000 pb. El contig con mayor
dimension obtenido fue de 287 707 pb y un N50 de 50 725 pb, tal como se muestra en la seccion

de resultados de la Ilustracion 5.

Statistics without reference  contigs s.5ubp contigs

# contigs 254

# contigs (>= 0 bp) 567 - 1

# contigs (>= 1000 bp) 217 o

# contigs (>= 5000 bp) 134 s

# contigs (>= 10000 bp) 113

# contigs (>= 25000 bp) 63 .

# contigs (>= 50000 bp) 28

Largest contig 287 707

Total length 4985135 =

Total length (>= 0 bp) 5024534

Total length (>= 1000 bp) 4959414 :

Total length (>= 5000 bp) 4750057

Total length (>= 10000 bp) 4588247 =5

Total length (>= 25000 bp) 3784661

Total length (>= 50000 bp) 2557811 z

NS0 50725

NSO 12003 18

auN 73511

L50 27 :

Ls0 104

GC (%) 50.61 s /

Mismatches

# N's per 100 kbp 0 o

& N'S 0 [] 5 50 75 100 125 130 175 200 225 230th contig
Contigs are erdered from largest (contig #1) to smallest.

llustracion 5. Andlisis de calidad de ensamblaje obtenido mediante SPAdes y analizados en la herramienta de evaluacion de la calidad de
los ensamblajes del genoma QUAST que basa sus en contigs de tamafio >= 500 pb de secuencia de aislamiento genoma 449.
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7.3 Anotacion de Genomas

Las anotaciones del genoma y los pardmetros de anotacion de las secuencias de interés

ensambladas se los compararon con el genoma de referencia Escherichia coli O157:H7 str. Sakai

(Cho et al., 2014). El coédigo Genoma ID 386585.154 fue comparado bajo los recursos y analisis
de bases de datos de BV-BRC 3.33.16 bacterial and viral bioinformatics resource center PARTIC

(Davis et al., 2020), la cual transfiere anotaciones previas realizadas en el genoma seleccionado

por el porcentaje de identidad y cobertura que comparten con las secuencias consenso obtenidas

de las muestras 499 y 1430, tal como se muestra en Tabla 2.

Tabla 2 Prediccion de Anotaciones obtenidas mediante la herramienta de prediccion Prokka, en la aplicacién bioinformdtica BV-
BRC 3.33.16 a) Escherichia coli Anotacion449 Longitud: 5034534bp, Longitud: 567 ; b) Escherichia coli Anotacion1430 Longitud:

5399487b
a) Escherichia coli. Anotacién449 Longitud: 5034534bp, b) Escherichia coli. Anotacién1430 Longitud: 5399487bp,
Longitud: 567 Longitud: 219
INFORMACION GENERAL DESCRIPCION INFORMACION GENERAL DESCRIPCION
Identificacion del genoma 562.137.178 Identificacion del genoma 562.137.179
Nombre del genoma Escherichia coli Anotacién449 Nombre del genoma Escherichia coli Anotacién1430
Informacion de taxonomia Descripcion Informacidén de taxonomia Descripcion
Identificacion taxon 562 Identificacion taxon 562
Super reino Gérmenes Super reino Gérmenes
Filo Proteobacterias Filo Proteobacterias
Clase Gammaproteobacterias Clase Gammaproteobacterias
Orden Enterobacterales Orden Enterobacterales
Familia Enterobacteriaceae Familia Enterobacteriaceae
Género Escherichia Género Escherichia
Especie Escherichia coli Especie Escherichia coli
Estado Descripcion Estado Descripcion
Estado del genoma WGS Estado del genoma WGS
Informacion de tipo Descripcion Informacion de tipo Descripcion
MLST (en inglés) MLST. Escherichia_coli_1.2172 MLST (en inglés) MLST. Escherichia_coli_2.632
Estadistica del genoma Descripcion Estadistica del genoma Descripcion
Contigs 567 Contigs 219
Longitud del genoma 5034534 Longitud del genoma 5399487
Contenido de GC 50.631.638 Contenido de GC 5.039.099
Contig L50 28 Contig L50 11
Contig N50 50566 Contig N50 180659
Estadisticas de anotacién Descripcion Estadisticas de anotacion Descripcion
ARNt 56 ARNt 64
ARNr 3 ARNr 4
CDS 5238 CDS 5502
CDS Ratio 10.404.141 CDS Ratio 10.189.857
CDS hipotético 677 CDS hipotético 769
Ratio hipotética de CDS 0.28331423 Ratio hipotética de CDS 0.29661942
PLFAM CDS 4980 PLFAM CDS 5265
PLFAM CDS Ratio 0.95074457 PLFAM CDS Ratio 0.95692474
Calidad del genoma Descripcion Calidad del genoma Descripcion
Consistencia gruesa 99.6 Consistencia gruesa 99.6
Consistencia fina 98.5 Consistencia fina 98.2
Integridad de CheckM 100 Integridad de CheckM 100
Contaminacion CheckM 0.2 Contaminacion CheckM 0.2
Calidad del genoma Bien Calidad del genoma Bien
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7.4 Clasificacion taxonomica

La clasificacion taxondmica La interpretacion de los analisis obtenidos con la herramienta
Kraken fueron representados en un perfil metagendmico, se utiliz6 la base de datos SILVA
databases for ARB for small (16S/18S)(Quast et al., 2013). La interpretacion se obtuvo en forma
de una gréfica circular ampliable utilizando Krona (Ondov et al., 2011) con una similitud del 96%
de identidad para Escherichia coli en las muestras 499 y 1430, tal como se muestran en las

[lustraciones 6 y 7.

i
) 1.

ah I

i!

x

Iomer Eschenchal 07%

llustracion 6. Representacion perfil metagendmico en forma de una grdfica circular ampliable KRONA,
genoma 4489 con una identidad 96% para Escherichia coli.

Kr@nal=l lsea[ x| Eachenchia

x]

expencrs wgusccs 0% [
llustracion 7. Representacion perfil metagendmico en forma de una grdfica circular ampliable KRONA,
genoma 1430 con una identidad 96% para Escherichia coli.
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7.5 Analisis de genes de resistencia

Para los analisis de genes de resistencia a los antimicrobianos y mutaciones asociadas se
uso la herramienta StarAMR (Bharat et al., 2022), el andlisis determind perfiles de resistencia, la
identificacion del tipo de plasmidos presentes, y la deteccion de mutaciones puntuales especificas

que contribuyen a la resistencia.

Las bases de datos de referenciase permitié la busqueda de contigs de genomas bacterianos
se compararon contra las bases de datos ResFinder, PointFinder, y PlasmidFinder 2.0. Se
identificaron varios genes de resistencia en los genomas de Escharichia coli 449 y 1430, esta

informacion permitié comprender el espectro de resistencia del organismo.

Dentro de los principales genes asociados a la resistencia para la muestra 499 se encuentra
la prediccion fenotipica que detecta resistencia a: espectinomicina, kanamicina, ampicilina,
ceftriaxona, amoxicilina/ 4cido clavulanico, cefoxitina, meropenem, trimetoprima, cloranfenicol,
fosfomicina, sulfisoxazol, tetraciclina y la presencia de fenotipo principal de nuestro estudio la

resistencia a la colistina tal como se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3 Identificacion de genes de resistencia a antibidticos adquiridos en aislado intrahospitalario 449, deteccion de gen mcr-1.1 que confiere resistencia a colistin datos
obtenidos de andlisis Resfinder.

Number
Isolate ID Genotype Predicted Phenotype CGE Predicted Phenotype Plasmid Scheme Sequence Type | Genome Length N50 value of
Contigs
Streptomycin, Kanamycin,
Neomycin, Amoxicillin,
Ampicillin, Aztreonam,
ant(3")-1a, Cefepl.m.e, Cefotax.lme,
, Ceftazidime, Ceftriaxone,
aph(3')-lla, ) [
. . . Piperacillin, Ticarcillin,
blaCTX-M- | spectinomycin, kanamycin, o o
L . Amoxicillin+Clavulanic acid,
55, ampicillin, ceftriaxone, Ambicillin+Clavulanic acid IncFIA,
blakPC-2, amoxicillin/clavulanic acid, P - ! IncFIB(AP001918),
blaTEM cefoxitin, meropenem Cefoxitin, Ertapenem, IncFlI(pHN7AS8)
contigs449.fasta . - P ! . Imipenem, Meropenem, p ! ecoli_achtman_4 2172 5034534 50566 286
214, dfrAl, | trimethoprim, chloramphenicol, . . Incl1-1(Alpha),
X e Piperacillin+Tazobactam,
floR, fosfomycin, colistin, Ticarcillin+Clavulanic acid Incl2, IncM1,
fosA3, unknown[sitABCD_1_AY598030], ! IncN, IncX1
X . Unknown Beta-lactam,
mcr-1.1 sulfisoxazole, tetracycline X Rk
N Trimethoprim,
SItABCD, Chloramphenicol
sul3, tet(A) P !

Florfenicol, Fosfomycin,
Colistin, Hydrogen peroxide,
Sulfamethoxazole,
Doxycycline, Tetracycline

Tabla 4 Identificacion de pldsmidos que confieren resistencia a antibidticos adquiridos en aislado intrahospitalario 449, deteccidn de pldsmido Incl2 con deteccion de contigs
NODE_22 codificante para el gen mcr-1.1 que confiere resistencia a colistin datos obtenidos de Plasmidfinder.

Isolate ID Plasmid %ldentity | %Overlap | HSP Length/Total Length Contig Start End | Accession
contigs449.fasta IncFIA 99,74 100 388/388 NODE_91_length_15125_cov_23.758129 | 4129 | 3742 | AP001918
contigsddd.fasta | | g (apoo1018) | 98,39 100 682/682 NODE_68_length 22747 cov_23.151507 | 1211 | 1892 | AP001918
contigsdd9.fasta | | ) o1iN7As) 100 86,15 224/260 NODE_241 length_607 cov_19.967391 | 607 | 384 | IN232517
contigsadd.fasta | | 1 (aipha) 99,3 100 142/142 NODE_78_length_17856_cov_22.383742 | 15900 | 16041 | AP005147
contigs449.fasta Incl2 100 100 324/324 NODE_22_length_60557_cov_15.021437 | 2953 | 2630 | KP347127
contigs449.fasta IncM1 99,46 100 739/739 NODE_60_length_26087_cov_7.454210 | 10009 | 9271 | U27345
contigs449.fasta IncN 100 84,24 433/514 NODE_236_length_643_cov_43.146259 | 643 | 211 | AY046276
contigs449.fasta IncX1 98,4 100 374/374 NODE_156_length_3391 cov_23.397782 | 1301 | 928 | EU370913
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La Genotipificacion de la muestra 499 arroja como resultado la presencia de genes: ant(3")-la, aph(3')-Ila, blaCTX-M-55,
blaKPC-2,blaTEM-214,dfrA1, floR, fosA3, sitABCD, sul3, tet(A) y el gen con variante mcr-1.1, tal como se muestra en la Tabla4 y 5.

Tabla 5 Identificacion de region del gen mcr 1.1 que confieren resistencia a antibioticos adquiridos en aislado intrahospitalario 449, deteccion de contigs NODE_22 codificante gen
mcr-1.1 longitud 1626 pb obtenidos de andlisis Pointfinder.

Isolate ID Gene Predicted CGE Predicted %ldenti | %Overl HSP Contig Star | End | Accessi CGE
Phenotype Phenotype ty ap Length/To t on Notes
tal Length
Alternative
name
c°""§::49'fa ant (3")-1a spectinomycin Streptomycin 99,88 82,51 802/972 NODE-lao-'e’;it;‘s-f553-c°"-22'3 1206 | 2007 | x02340 aaZ?::)A(IQ),
aadAl,
aadAla
contigsadsfa | aph (3')- kanamycin Kanamycin, Neomycin 100 100 795/795 NODE_170_length_2606_cov_19.6 | 1055 | 595 | voos1s
sta lla 47981
Amoxicillin, Ampicillin, Class
contigsd49.fa | blaCTX-M- Aztreonam, Cefepime, NODE_181_length_2111_cov_22.0 pasiozg | AAlternati
ampicillin, ceftriaxone Cefotaxime, Ceftazidime, 100 100 876/876 - — - 423 1298 ve name
sta 55 X I - 89008 9
Ceftriaxone, Piperacillin, blaCTX-M-
Ticarcillin 57
Amoxicillin,
Amoxicillin+Clavulanic
acid, Ampicillin,
Ampicillin+Clavulanic acid,
P . Class
) .a[n!nallln, . Aztreon.am, Cefepl.n.\e, AiGroup
contigs449.fa blaKPC-2 amoxl.cﬂlm/cla.v.ulamc Cefot.a).(lme, Cefoxitin, 100 100 882/882 NODE_67_length_23072_cov_7.1 7507 | 8478 | Av034847 2;Alternat
sta acid, cefoxitin, Ceftazidime, Ertapenem, 80171 .
ceftriaxone, meropenem Imipenem, Meropenem, lve hame
. - blakPC-1
Piperacillin,
Piperacillin+Tazobactam,
Ticarcillin,
Ticarcillin+Clavulanic acid
contigs449.fa | blaTEM- NODE_229_length_764_cov_165.8
sta 214 ampicillin Unknown Beta-lactam 100 86,06 | 741/861 27927 764 24 | KP050491 Class A
contigs449.fa NODE_176_length_2388_cov_19.0
sta dfrAl trimethoprim Trimethoprim 99,79 100 | 474/474 69867 1782 | 2255 | AJ238350
contigs449.fa Chloramphenicol, NODE_167_length_2848 cov_19.9 MFS
sta floR chloramphenicol Florfenicol 98,19 99,92 1214/1215 74221 952 2165 | AF118107 transporter
contigs449.fa NODE_169_length_2606_cov_20.1
sta fosA3 fosfomycin Fosfomycin 100 100 | 417/417 03881 2230 | 1814 | AB522970
contigs449.fa NODE_22_length_60557_cov_15. 4493 4331
sta mcr-1.1 colistin Colistin 100 100 1626/1626 021437 8 3 KP347127
contigs449.fa unknown|[sitABCD_1_AY59 NODE_89_length_15483_cov_21.8 | 1513 | 1168
sta sitABCD 8030] Hydrogen peroxide 99,62 100 | 3459/3459 23697 0 1 | AY598030
contigs449.fa NODE_130_length_6553_cov_22.3
sta sul3 sulfisoxazole Sulfamethoxazole 100 100 | 792/792 74731 4480 | 3689 | AJ459418
contigs449.fa NODE_187_length_1959_cov_122.
sta tet(A) tetracycline Doxycycline, Tetracycline 99,92 97,8 1247/1275 035714 713 1959 | AF534183
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Dentro de los principales genes asociados a la resistencia para la muestra 1430 se encuentra la prediccion fenotipica que detecta
resistencia a: estreptomicina, ampicilina, amoxicilina/acido clavulénico, cefoxitina, ceftriaxona, meropenem, cloranfenicol, trimetoprim,

ciprofloxacino I/R, sulfisoxazol, tetraciclina y colistina como fenotipo principal de estudio.

La genotipificacion de la muestra 1430 arroja como resultado la presencia de genes: aadA 1, aadA2, blaKPC-2, blaOXA-9,

blaTEM-79, cmlA1, dfrA12, floR, qnrB19, sitABCD, sul3, tet(A) y la variante del gen mcr-1.1, tal como se muestra en la Tabla 6.

7.6 Determinacion de plasmidos

Utilizando PlasmidFinder 2.0. se detecto, en el NODE-22 de la muestra 499, al plasmido Incl2 asociado al gen mer 1.1 con una

identidad del 100%, tal como se muestra en la Tabla 4y 5.

Para la muestra 1430 asociado al gen mcr 1.1 se describe la presencia del plasmido IncX4 con una identidad del 99.02% asociado

al contig del NODE-31, Ver Tabla 6y 7.
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Tabla 6 Identificacion de genes de resistencia a antibidticos adquiridos en aislado intrahospitalario 1430, deteccion de gen mcr-1.1 que confiere resistencia a colistin datos
obtenidos de andlisis Resfinder.

Isolate ID Data Data Predicte | CGE Predicted Phenotype | %ldentity | %Ove HSP Contig Start | End | Accession
Type d rlap Length/Total
Phenoty Length
pe
contigs1430. . NODE_49_length_10091_co
fasta IncFIB(AP001918) Plasmid 98,39 100 682/682 v_14.007672 1889 2570 AP001918
contigs1430. . . NODE_38_length_34295_co 1079
fasta IncFIB(pQil) Plasmid 100 100 740/740 v_15.557155 10054 3 JN233705
contigs1430. . NODE_9_length_190096_co 15775 1580
fasta IncHI2 Plasmid 100 100 327/327 v_22.360075 3 24 BX664015
contigs1430. . NODE_9_length_190096_co 14033 1397
fasta IncHI2A Plasmid 99,52 100 630/630 V22360075 1 02 BX664015
contigs1430. . NODE_36_length_38699_co
fasta Incl2(Delta) Plasmid 98,42 100 316/316 v_10.806154 5056 4741 AP002527
contigs1430. . NODE_31_length_52139_c 2431
fasta IncX4 Plasmid 99,02 100 712/712 ov_12.973888 23602 3 FN543504
contigs1430. . NODE_19_length_93643_co 6884
fasta p0111 Plasmid 98,53 100 885/885 v 11.384547 67956 0 AP010962
contigs1430. . streptomyc . . . NODE_55_length_7682_cov
fasta aadAl Resistance in Spectinomycin, Streptomycin 100 100 792/792 35.586600 5285 4494 JQ414041
contigs1430. . streptomyc . . . NODE_55_length_7682_cov
fasta aadA2 Resistance in Spectinomycin, Streptomycin 100 95,73 784/819 35586600 7682 6899 NC_010870
Amoxicillin,
ampicillin, Amoxicillin+Clavulanic acid,
amoxicillin Ampicillin, Ampicillin+Clavulanic
/clavulanic acid, Aztreonam, Cefepime,
contigs1430 acid, Cefotaxime, Cefoxitin, NODE_28_length_62630_c
5 ' blakPC-2 Resistance cefoxitin, Ceftazidime, Ertapenem, 100 100 882/882 —~0_fengtn_ - 9611 8730 AY034847
fasta . . ov_15.520671
ceftriaxon Imipenem, Meropenem,
e, Piperacillin,
meropene Piperacillin+Tazobactam,
m Ticarcillin, Ticarcillin+Clavulanic
acid
contigs1430. . - - - NODE_84_length_1228_cov
fasta blaOXA-9 Resistance ampicillin Amoxicillin, Ampicillin 99,88 100 825/825 20378517 108 932 KQ089875
Amoxicillin,
- Amoxicillin+Clavulanic acid,
ampicillin, Ampicillin, Ampicillin+Clavulanic
contigs1430. blaTEM-79 Resistance | 2moxicillin acid, Piperacillin, 99,88 100 861/861 NODE_62_length_5005_cov | 50 | 14g AF190692
fasta /clavulanic . o _17.746465
acid Piperacillin+Tazobactam,
Ticarcillin, Ticarcillin+Clavulanic
acid
contigs1430. cmlAl Resistance | Cniorameh Chloramphenicol 99,84 100 1260/1260 NODE_55_length_7682_cov | goas | 5374 M64556
fasta enicol _35.586600
contigs1430. . trimethopr . . NODE_93_length_1047_cov
fasta dfrA12 Resistance im Trimethoprim 100 100 498/498 14.855847 968 471 AMO040708
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Isolate ID Data Data Predicte | CGE Predicted Phenotype | %ldentity | %Ove HSP Contig Start | End | Accession
Type d rlap Length/Total
Phenoty Length
pe
contigs1430. floR Resistance | CMoramph Chloramphenicol, Florfenicol 98,19 99,92 1214/1215 NODE_52_length_8551_cov | 153 | 2910 |  AF118107
fasta enicol _22.678202
EEEEARED: mer-1.1 Resistance colistin Colistin 100 100 1626/1626 NODE_31_length 52139 ¢ | o359 | 714 | kp3a7127
fasta ov_12.973888
contigs1430. . ciprofloxaci . . NODE_86_length_1211_cov
fasta qnrB19 Resistance n IR Ciprofloxacin 100 100 645/645 23687716 329 973 EU432277
. unknown(s
contigs1430. SItABCD Resistance | itABCD 1_ Hydrogen peroxide 99,62 100 3459/3459 NODE_53_length 8445 cov | 5oc | 3804 | Ay598030
fasta _13.398808
AY598030]
contigs1430. sul3 Resistance | Suffisoxazol Sulfamethoxazole 100 100 792/792 NODE_55_length_7682 cov | )1 | 5815 |  assesa1s
fasta e _35.586600
contigs1430. . tetracyclin . . NODE_52_length_8551_cov
fasta tet(A) Resistance o Doxycycline, Tetracycline 100 100 1275/1275 22678202 1035 2309 AF534183

Tabla 7 Identificacion de pldsmidos que confieren resistencia a antibidticos adquiridos en aislado intrahospitalario 1430, deteccion de pldsmido IncX4 con deteccion de contigs

NODE_31 codificante para el gen mcr-1.1 que confiere resistencia a colistin datos obtenidos de Plasmidfinder

Isolate ID Plasmid %ldentity | %Overlap | HSP Length/Total Length Contig Start End Accession
contigs1430.fasta | IncFIB(AP001918) 98,39 100 682/682 NODE_49_length_10091_cov_14.007672 1889 2570 AP001918
contigs1430.fasta IncFIB(pQil) 100 100 740/740 NODE_38_length_34295_cov_15.557155 10054 10793 JN233705
contigs1430.fasta IncHI2 100 100 327/327 NODE_9_length_190096_cov_22.360075 | 157758 | 158084 | BX664015
contigs1430.fasta IncHI2A 99,52 100 630/630 NODE_9_length_190096_cov_22.360075 | 140331 | 139702 | BX664015
contigs1430.fasta Incl2(Delta) 98,42 100 316/316 NODE_36_length_38699_cov_10.806154 5056 4741 AP002527
contigs1430.fasta IncX4 99,02 100 712/712 NODE_31_length_52139 cov_12.973888 | 23602 24313 FN543504
contigs1430.fasta p0111 98,53 100 885/885 NODE_19_length_93643_cov_11.384547 67956 68840 AP010962
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7.8 Ensamblaje de plasmido portador del gen mcr

El andlisis plasmidico se determin6 mediante el analisis de contigs en formato FASTA. Los archivos fueron cargados al programa
Geneious 9.0.5 (Biomatters development team, 2005) usando herramientas “Ensamblado De Novo” sin un genoma de referencia, esto
con la finalidad de cerrar brechas entre los contigs obtenidos y conseguir una secuencia consenso. Finalmente, es importante resaltar
que para este estudio se trabajé unicamente con los contigs en los cuales se identificd el gen de interés gen mcr, los cuales fueron
circularizados y anotados en su totalidad. El resultado de los analisis de las secuencias se tomando en cuenta los fragmentos (ISApl1-

mcr, pap2- ISApll) analizados de secuencias de referencia publicadas en GenBank, tal como se indica en la Ilustracion 8.

PAP2 family protein CDS

8500 83750  g9gg9

gs7s0 86000 86260 86900 86750  €7.000 87250  87.500  87.750 83000  ga2s0
o1.do5  hdas g kos

250 .500 0 (
84750 5,000 85.25! g dis 03605 03.345 03,195 92,845 92,695 92,245 922,185 21,045 91,895 91.445

eabes  ades  edlo wles 2000

X5 @005 g

gene phosphoethanplamine--lipid A transferase MCR-1.1 CDS

gen ene gene .
1S30-like element ISApI1 famil IS3%-Inb.e element ISApl1 family tra

mcer-1

ISApI1 Apap

NZ_CP029493 (reversed)
179,444 bp

llustracion 8. Andlisis de secuencia modelo blanqueante interrumpida que toma en cuenta los fragmentos (ISApl1-mcrl.1, PAP2- ISApl1) referencias publicadas en GenBank
accession NZ_CP029493. Se observa flanqueo de la secuencia de insercion ISApll estd ubicada inmediatamente aguas arriba del gen mcr-1.1 seguido de un locus putativo
pap2 que codifica la proteina de la familia PAPA2 que esta aledafio aguas abajo del gen mcr -1.1

Codigo: MBC-INS-001 | Version: 01 | Fecha de vigencia: 31-01-2022 | Pagina 42 de 57 |




Pontificia Universidad
Catodlica del Ecuador

Los dos aislados intrahospitalarios son portadoras del gen mer-1.1. Se determino también
la presencia de carbapenemasas de tipo A promovida por gen blaKPC-2, tal como se indica en la

Tabla6y 7.

Los dos asilados intrahospitalarios portadores de resistencia a colistina presentaron dos
tipos diferentes de replicones plasmidicos estrechamente relacionados al gen mer-1.1. el plasmido
Incl2 para la muestra 499 y el plasmido IncX4 para la muestra 1430, tal como se indica en la Tabla
5y 6 respectivamente. La [lustracion 9 y 10 muestra la diversidad de secuencias codificantes aguas
arriba y aguas abajo que flanquean a mcr-1.1 en la circularizaciéon de los elementos genéticos

moviles en Geneious 9.0.5.

En este estudio, Escherichia coli fue identificada como la especie portadora del gen mcr-
1.1 en los dos aislamientos intrahospitalarios examinados. La construccion de una representacion
esquematica parcial de las secuencias que rodean al gen mcr-1.1 facilit6 el analisis de los marcos
abiertos de lectura, los cuales se indican mediante flechas que sefnalan su orientacion
correspondiente. Esto permiti6 realizar una comparacion detallada de las relaciones genéticas entre
tres variantes de E. coli: E. coli 499 NODE 22, E. coli 1430 NODE 31, y E. coli NZ_cp029493,

tal y como se ilustra en la Figura 11.

Las resultados de los alineamientos multiples Geneious alignment de secuencias del
entorno genético del gen mcerl.1 en aislados de Escherichia coli intrahospitalaria determinaron que
las dos secuencias de estudio no presentaron el transposén medido por SpApll; E. coli 499
NODE 22y E coli 1430 NODE 31, ademads presentan las secuencias el factor gen accesorio
de la relaxasa nikB aguas arriba. Por tltimo, se destaca la presencia de un locus putativo anotado
como un gen que codifica PAP2 en Escherichia coli 1430 NODE _ 31 tal como se muestra en la

ilustracion 11 y 12 respectivamente.

| Codigo: MBC-INS-001 | Version: 01 | Fecha de vigencia: 31-01-2022 | Pagina 43 de 57 |




Pontificia Universidad

Catdlica del Ecuador

mert.1

Qj')DD 11.88¢

‘)
‘,’q, shufflon repeat region repeat region
7 §hufﬂon repeat region repeat region, pilV repeat region; shufflon repeat region repeat region

ORF D'
. shufflon repeat region repeat region, shufflon repeat region repeat region

7',;’ shufflon segment C

ORF C
pilV repeat region; shufflon repeat region repeat region

shufflon segmert A
ORF A

werl |

g @ W@ O

g

[}

ood'ez

NODE_22-449-length_60601_cov_13.568171
60,601 bp

o

Gob'se

goe e e - - \

wenbge

gene; hilf gene

Oody, . "
ooy 0000 NODE 244 engh_60601_cor 13568171
il

llustracion 9. Circularizacion del NODE-22 muestra intrahospitalaria 449 con marcos de lectura con flechas de color verde; marcos de lectura secuencia NZ_CP029493 se representan
con flechas de color amarillo que describen: genes relacionados con transposones, secuencias de insercion, regiones de repeticion, genes de replicacion, sistemas de estabilizacion

del plasmido, genes que regulan la antirestriccion, genes de integrasa y resolvasa. El gen de resistencia mcr 1.1 se describe de color lila.
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llustracion 10. Circularizacion del NODE_31 muestra intrahospitalaria 1430 con marcos de lectura flechas de color verde; marcos de lectura secuencia NZ_CP029493 se representan
con flechas de color amarillo que describen: genes relacionados con transposones, secuencias de insercion, regiones de repeticion, genes de replicacion, sistemas de estabilizacion
del plasmido, genes que regulan la antirestriccion, genes de integrasa y resolvasa. El gen de resistencia mcr 1.1 se describe de color lila.
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llustracion 11. Alineamiento de secuencias del entorno genético del gen mcr1.1 en aislados de E.coli intrahospitalaria. Dentro de las dos secuencias no se encuentra presente el
transposon medido por SpApl1; E. coli 499 NODE 22y E coli 1430 NODE_31 presentan el factor gen accesorio de la relaxasa nikB aguas arriba. Ademds, se destaca la presencia
de un locus putativo anotado como un gen que codifica PAP2 en E coli 1430 NODE_31.

ISApI1 mer-1  Apap2 1SApl1
E. coli NZ_CP029493

nikB mer-1
—-—- Eali4sa NobE 22
PLASMIDO
nikB mcr-1 pap2

EEEE—-—) - £ coll 430 N0DE_33

llustracion 12. Representacion parcial esquemdtico de las secuencias codificantes del entorno genético del gen mcrl.1 en aislados intrahospitalarios positivos para mcr. Los
marcos de lectura (ORF) se ilustran con flechas que apuntan hacia su orientacion respectiva permitiendo una comparacion entre las relaciones genéticas de E. coli 499 NODE_22,
E coli 1430 NODE_31 y E. coli NZ_cp029493.
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8. CONCLUSIONES.

La creciente accesibilidad a métodos de secuenciacion de ADN de proxima generacion ha
llevado a una explosion en la cantidad de secuencias de genomas bacterianos completos

disponibles.

Los resultados de este analisis subrayan la importancia del estudio de los elementos
genéticos moviles, y del uso de tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento para caracterizar
patdgenos bacterianos y comprender la evolucion de la resistencia. La deteccion de Escherichia
coli resistente en las dos muestras de origen rectal y sanguinea subraya la importancia critica de la
vigilancia microbioldgica, especialmente en contextos de infecciones sistémicas que pueden

comprometer seriamente la salud del paciente.

La transferencia horizontal de genes juega un papel importante en la adquisicion de nuevas
propiedades, como la patogenicidad y la resistencia a los antibidticos, lo que sustenta el gran
potencial de adaptacion de las bacterias, la disposicion ISApll-mcrl-pap2-ISApll sugiere el
movimiento de una estructura compuesta de tipo transposéon mediado por ISApll, con la pérdida
posterior de una o ambas copias de ISApll por recombinacién al parecer puede evitar el
movimiento posterior del gen mcr-1 estabilizando en un pldsmido, tal como se describi6 en el

presente trabajo.

Las secciones anteriores de esta revision describen el diverso conjunto de herramientas de
elementos genéticos moviles que las especies de interés explotan para acceder a un acervo genético
extendido a fin de superar el desafio evolutivo que representa la quimioterapia antimicrobiana. El

gen mcer-1.1 se encuentra como parte de un segmento aparentemente derivado de Moraxella sp.
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que contiene un segmento anotado como un gen que codifica PAP2 como una proteina

transmembrana de la familia PAP lo que facilitara la transferencia de mcr 1.1.

Los clones bacterianos exitosos o de alto riesgo son una fuente importante para la
propagacion de elementos genéticos méviles que confieren resistencia a los antimicrobianos, es
decir, integrones, transposones y plasmidos. Estos clones son capaces de proporcionar plataformas
estables para el mantenimiento y la propagacion de genes responsables de la resistencia a los
antimicrobianos y han desempefiado un papel esencial en la aparicion mundial de resistencia a

multiples antibiodticos.

La identificacién de Escherichia coli como portadora del gen mcr-1.1 en ambos
aislamientos intrahospitalarios resalta la importancia de monitorear la presencia y diseminacion de
genes de resistencia a antibioticos. La capacidad de comparar el entorno genético de diferentes
cepas mediante representaciones esquematicas parciales es crucial para entender las relaciones
genéticas y la evolucion de los mecanismos de resistencia. Este enfoque no solo profundiza nuestro
conocimiento sobre la biologia molecular de microorganismos patégenos, sino que también
informa estrategias de intervencion para combatir la resistencia a los antibioticos, un desafio

creciente en la salud publica global.

9. RECOMENDACIONES

Para un ensamblaje preciso de genomas plasmidicos, es necesario combinar tecnologias de
secuenciacion de lecturas largas y cortas como son Illumina MiSeq y Oxford Nanopore. Esta
metodologia mejora el cierre de brechas entre nodos, siendo crucial para el ensamblaje eficiente
de plasmidos de resistencia. Se aconseja utilizar estas tecnologias para asegurar una reconstruccion

detallada del genoma plasmidico.

| Codigo: MBC-INS-001 | Version: 01 | Fecha de vigencia: 31-01-2022 | Pagina 48 de 57 |




Pontificia Universidad
Catodlica del Ecuador

La distribucion global de mcr-1 en poblaciones de E.coli enfatiza la importacia de pr
evenir el uso excesivo o indebido de colistina a nivel regional tales como factor de
crecimiento y el mantenimiento de animales de granjas se han mencionado en todo el mundo
como un foco de afeccion. La mayoria de los plasmidos que portan el gen mcr-1.1 son transferibles
en IncX4 e Incl2 son predominantes en todo mundo. Los programas de vigilancia de la resistencia
a los antibiodticos deben extenderse y existir programas que permitan reconocer la diseminacion
de elementos genéticos moviles del gen mcr que confiere la resistencia a la colistina a nivel
intrahospitalario. Las caracteristicas de las secuencias tipo de las cepas bacterianas contribuyen a
la generacion de datos epidemiolodgicos de utilidad, por ello deberia generarse bases de datos en

este tipo de analisis.
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11. ANEXOS

ANEXO 1. CODIGO EJECUTADO EN EL BASH DE LINUX, A TRAVES DEL

CLUSTER DE CEDIA

>>>>>>> REQUERIMIENTOS DEL NODO CEDIA

salloc-p gpu-n1-c16 --mem=5G --gres=gpu:al00_1g.5gb:1 --time=02:00:00

salloc-p gpu-n1-c16 --mem=5G --gres=gpu:al00_1g.5gb:1 --time=01:00:00
salloc-p gpu-n1-c16 --mem=5G --gres=gpu:al00_1g.5gb:1 --time=02:00:00
salloc-p gpu-n1-c32 --mem=5G --gres=gpu:al00_2g.10gb:1 --time=02:00:00

salloc-p gpu-n1-c 64 --mem=32G --gres=gpu:al00_2g.10gbh:1 --time=02:00:00

salloc-p gpu-n1-c 64 --mem=120G --gres=gpu:al00_3g.20gb:1 --time=02:00:00 #### el seleccionado

>>>>>>  ACTIVAR EL NODO DE REQUERIMIENTO

ssh dgx-node-0-0

>>>>> FASTQC

wget https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/fastqc_v0.12.1.zip
unzip fastqc_v0.12.1.zip

export PATH=SPATH:/home/wladimir.enriquez/Genoma/FastQC/

fastqc 1430_S5_L001_R1_001.fastq1430_S5_L001_R2_001.fastq 499 S1_LO0O1 R1_001.fastq
499 S1_L001_R2_001.fastq

unzip 1430_S5_L001_R1_001.fastq.zip 1430_S5_L001_R2_001.fastq.zip 499_S1_L001_R1_001.fastq.zip
499 _S1_L001_R2_001.fastg.zip

>>>>>>>>  TRIMOMATIC
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wget http://www.usadellab.org/cms/uploads/supplementary/Trimmomatic/Trimmomatic-0.39.zip
unzip Trimmomatic-0.39.zip
/home/wladimir.enriquez/Genoma/Trimmomatic-0.39/adapters/TruSeq3-PE-2.fa

export PATH=SPATH:/home/wladimir.enriquez/Genoma/Trimmomatic-0.39/adapters/TruSeq3-PE-2.fa

java -jar /home/wladimir.enriquez/Genoma/Trimmomatic-0.39/trimmomatic-0.39.jar PE -phred33
1430_S5_L001_R1_001.fastq 1430_S5_L001_R2_001.fastq 1430 R1_paired.fq.gz
1430_R1_unpaired.fq.gz 1430_R2_paired.fq.gz 1430_R2_unpaired.fq.gz
ILLUMINACLIP:/home/wladimir.enriquez/Genoma/Trimmomatic-0.39/adapters/TruSeq3-PE-
2.fa:2:30:10:2:True HEADCROP:20 LEADING:5 TRAILING:5 MINLEN:30

java -jar /home/wladimir.enriquez/Genoma/Trimmomatic-0.39/trimexport
PATH=SPATH:/home/wladimir.enriquez/Genoma/Trimmomatic-0.39/adapters/TruSeq3-PE-2.famomatic-
0.39.jar PE -phred33 499 _S1 _L0O01_R1_001.fastq 499 _S1_LO01_R2_001.fastq 499 R1_paired.fq.gz

499 R1_unpaired.fq.gz 499 R2 paired.fq.gz 499 R2_unpaired.fq.gz
ILLUMINACLIP:/home/wladimir.enriquez/Genoma/Trimmomatic-0.39/adapters/TruSeq3-PE-
2.fa:2:30:10:2:True HEADCROP:15 LEADING:3 TRAILING:3 MINLEN:30

java -jar /home/wladimir.enriquez/Genoma/Trimmomatic-0.39/trimexport
PATH=SPATH:/home/wladimir.enriquez/Genoma/Trimmomatic-0.39/adapters/TruSeq3-PE-2.famomatic-
0.39.jar PE -phred33 1430 _S5 L001 _R1 _001.fastq 1430 _S5 L001 R2 001.fastq 1430 _R1_paired.fq.gz
1430_R1_unpaired.fq.gz 1430_R2_paired.fg.gz 1430_R2_unpaired.fq.gz
ILLUMINACLIP:/home/wladimir.enriqguez/Genoma/Trimmomatic-0.39/adapters/TruSeq3-PE-
2.fa:2:30:10:2:True HEADCROP:20 LEADING:5 TRAILING:5 MINLEN:30

>>>>>>>>>  SPADES

wget http://cab.spbu.ru/files/release3.15.4/SPAdes-3.15.4-Linux.tar.gz

tar -xzf SPAdes-3.15.4-Linux.tar.gz

wladimir.enriquez@login1:~/Genoma/SPAdes-3.15.4-Linux/bin$

/home/wladimir.enriquez/Genoma/SPAdes-3.15.4-Linux/bin >>>>> directotio
export PATH=SPATH:/home/wladimir.enriquez/Genoma/SPAdes-3.15.4-Linux/bin/
spades.py -h

spades.py -1 1430_R1_paired.fq.gz -2 1430 _R2_paired.fq.gz -o output_Ensamble_Spades1
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spades.py -1 499 R1_paired.fq.gz -2 449 _R2_paired.fq.gz -0 output_Ensamble_Spades2

spades.py -1 499 R1_paired.fq.gz -2 499 R2_paired.fq.gz -o Ensamble_Spades2
H#t### Para continuar corriendo

spades.py --continue -o output_Ensamble_Spades

>>>>>>>  QUAST

wget https://github.com/ablab/quast/releases/download/quast_5.2.0/quast-5.2.0.tar.gz
tar -xzf quast-5.2.0.tar.gz
cd quast-5.2.0

pwd

/home/wladimir.enriquez/Genoma/quast-5.2.0 >>>>>> directorio

export PATH=SPATH:/home/wladimir.enriquez/Genoma/quast-5.2.0

cd Ensamble_Spadesl

wladimir.enriqguez@loginl:¥/RAM/Ensamble_Spadesl
./quast.py test_data/contigs_1.fasta \
test_data/contigs_2.fasta \
qu -rtest_data/reference.fasta.gz \

-g test_data/genes.gff

quast.py /home/wladimir.enriquez/RAM/Ensamble_Spadesl/contigs.fasta -o QUAST1430

quast.py /home/wladimir.enriquez/RAM/Ensamble_Spades2/contigs.fasta -o QUAST499

>>>>>>> ALINEAMIENTO QUAST CON SECUENCIA DE REFERENCIA

quast.py /home/wladimir.enriquez/RAM/Ensamble_Spades1/contigs.fasta -r EcoliO157H7.fna -0
QUASTref 1430
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guast.py /home/wladimir.enriquez/RAM/Ensamble_Spades1/scaffolds.fasta -r EcoliO157.fna -o

QUASTrefscafffolds_1430

guast.py /home/wladimir.enriquez/RAM/Ensamble_Spades1/K55/final_contigs.fasta -r EcoliO157H7.fna

-0 QUASTrefK55_1430

quast.py /home/wladimir.enriquez/RAM/Ensamble_Spades2/K55/final_contigs.fasta -r EcoliO157.fna -o

QUASTrefscafffolds_499

>>>>>>>>>> KRAKEN IDENTIFICACION

wget https://github.com/DerrickWood/kraken2/archive/refs/tags/v2.1.3.tar.gz

tar -xzf v2.1.3.tar.gz
/home/wladimir.enriquez/Genoma/kraken2-2.1.3 >>>>>> directorio
install_kraken2.sh /home/wladimir.enriquez/Genoma/kraken2-2.1.3 >>>>>installation

export PATH=SPATH:/home/wladimir.enriqguez/Genoma/kraken2-2.1.3

#it# Directorio de instalacion

Kraken installation complete.

To make things easier for you, you may want to copy/symlink the following

files into a directory in your PATH:
/home/wladimir.enriquez/Genoma/kraken2-2.1.3/kraken2

export PATH=SPATH:/home/wladimir.enriquez/Genoma/kraken2-2.1.3/kraken2-build
/home/wladimir.enriquez/Genoma/kraken2-2.1.3/kraken2-inspect

/home/wladimir.enriquez/Genoma/kraken2-2.1.3 >>>>>> directorio
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