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Resumen y Abstract Vi

Resumen

En la actualidad, los complejos M. avium (MAC) y M. tuberculosis (MTBC) son
considerados como agentes etiolégicos en enfermedades como la tuberculosis humana,
una de las 10 principales causas de mortalidad en el mundo. En 2016 10,4 millones de
personas han enfermado de tuberculosis y 1,7 millones murieron por esta enfermedad,
donde se asocia 0,4 millones de personas con VIH.

La resistencia antibiética en MTBC se ha constituido en una crisis de salud publica y una
amenaza para la seguridad sanitaria, segun la OMS, hubo 600.000 nuevos casos de
resistencia a rifampicina (farmaco de primera linea mas eficaz).

Por tal razén, la implementacioén de nuevas estrategias para el tratamiento de este tipo de
enfermedades ha permitido el uso de tecnologias que permiten acelerar pruebas de
susceptibilidad a medicamentos.

En este trabajo se presenta un flujo (pipeline) para el andlisis y comparacion de los
complejos Mycobacterium avium y Mycobacterium tuberculosis, con el fin de identificar
relaciones basadas en la resistencia a medicamentos que poseen estos dos complejos
bacterianos, ademas de un flujo de ensamblaje y anotacion de genomas por medio las
herramientas ABySS, SOAPdenovo, SPADES y Velvet.

Para el andlisis y comparacion de genes de resistencia se utilizd6 un conjunto de cepas
(genomas completos) del ENA asociados a Mycobacterium tuberculosis complex, ademas
de un grupo de genomas de M. avium complex, estos genomas fueron analizados por la
herramienta KvarQ, lo cual permitié el analisis y comparacién de genes resistentes a

antibiéticos de primera linea, las mutaciones asociadas y sus regiones.

Palabras clave: M. tuberculosis complex, M. avium complex, secuenciacion

gendmica, resistencia antibidtica, tuberculosis.
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Abstract

At present, the species found in the M. avium and M. tuberculosis complexes are
considered as etiological agents in diseases such as human tuberculosis, one of the 10
leading causes of mortality in the world. By 2016, 10.4 million people have fallen ill with
tuberculosis and 1.7 million have died from this disease, where 0.4 million people with HIV
are  associated.

Antibiotic resistance in MTBC has become a public health crisis and a threat to health
security, according to WHO, there was 600,000 new cases of resistance to rifampin (the
most effective first-line drug).

For this reason, the implementation of new strategies for the treatment of this type of
diseases has allowed the use of technologies that allow accelerating drug susceptibility
tests.

This paper presents a pipeline for the analysis and comparison of the Mycobacterium avium
and Mycobacterium tuberculosis complexes, in order to identify relationships based on the
drug resistance of these two bacterial complexes, as well as an assembly flow and
annotation of genomes through the tools ABySS, SOAPdenovo, SPADES and Velvet.
For the analysis and comparison of resistance genes we used a set of strains (complete
genomes) of the ENA associated with Mycobacterium tuberculosis complex, as well as a
group of genomes of M. avium complex, these genomes were analyzed by the KvarQ tool,
which permited the analysis and comparison of genes resistant to first-line antibiotics, the
associated mutations and their regions.

Keywords: M. tuberculosis complex, M. avium complex, genomic sequencing,

antibiotic resistance, tuberculosis.
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2 Introduccién

Introduccién

Las micobacterias son microorganismos distribuidos ampliamente en la naturaleza, el
género Mycobacterium estd formado por bacilos aerobios largos de 1.0 a 10 um [1],
inmoviles y no esporulados, alguno de estos son patdgenos causantes de graves
enfermedades en mamiferos, como la tuberculosis y la lepra [1]. El género Mycobacterium
se encuentra ubicado en el phylum Actinobacteria, clase Actinobacteria, orden
Actinomycetales, suborden Corynebacterineae, familia Mycobaceriaceae.

El genoma de las micobacterias comprende aproximadamente 4°411.529 pares de bases,
contiene alrededor de 4.000 genes y posee un alto contenido de GC, lo cual denota la
ausencia de transferencia horizontal [2].

Las micobacterias se caracterizan por ser microorganismos aerobios o microaerdfilos,
inméviles [3], las llamadas micobacterias no tuberculosas (MNT), estan distribuidas en
diferentes hébitats como el agua, suelo y el tracto gastrointestinal de los animales. Dentro
de sus condiciones de supervivencia, a diferencia de otras bacterias patégenas, las
micobacterias tienen una gran capacidad de resistencia en el ambiente, ya que poseen
una pared celular muy fuerte, lo que las hace resistentes a desinfectantes quimicos, acidos,
alcalinos, detergentes e incluso crean resistencia antibiética.

Dentro del género Mycobacterium los dos complejos de gran importancia son el complejo
Mycobacterium avium (MAC) y complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC), debido a su
capacidad para producir enfermedades en animales y humanos (especialmente en
pacientes inmunodeprimidos), la incidencia de este tipo de bacterias ha estado presente
durante toda la historia de la humanidad, siendo agentes importantes de enfermedades
infecciosas.

En las Ultimas décadas, la proliferacion de enfermedades asociadas a micobacterias ha

aumentado, tomado como ejemplo de la tuberculosis (TB). Un tercio de la poblacion
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mundial padece esta enfermedad, produce ocho millones de casos nuevos y mata a mas
de dos millones de personas al afio (segun cifras de la OMS) [71]; ademés de la coinfeccién
entre TB y VIH, problemética que ha sido consecuencia del aumento de indice de pobreza,
falla en los sistemas de control de salud publica, escasa investigacion en salud, la
emergencia de bacilos multirresistente a drogas, entre otros [9].

La resistencia a medicamentos, se ha vuelto el principal problema que poseen las
enfermedades asociadas a las micobacterias, ya que recurrir a un tratamiento meédico ideal
se ha vuelto una tarea compleja, esto se debe al resurgimiento de enfermedades
tuberculosas con caracteristicas epidémicas ligadas a cepas multirresistentes.

En esencia, la resistencia a medicamentos se debe predominantemente a alteraciones en
genes gue codifican blancos de antibidticos, teniendo como resultado la identificacion de
multiples mutaciones asociadas al desarrollo de resistencia a antibiéticos de primera linea,
como se evidencia en el caso de tratamientos a enfermedades tuberculosas.

Por tal razén, es de suma necesidad implementar estrategias de diagnostico y estudios de
susceptibilidad a drogas que permitan obtener resultados inmediatos. Este trabajo propone
validar una estrategia para el analisis y comparacion de los genes asociados a resistencia

antibiética de los genomas completos de los complejos M. avium y M. tuberculosis.






1.Estado del arte

1.1 Género Mycobacterium

El género Mycobacterium esta comprendido por bacterias aerobias y no moviles, las cuales
se clasifican como acido-alcohol resistentes, debido a su pared celular Unica entre los
procariotas. Dicho género pertenece a la familia Mycobacteriaceae, la cual comprende
alrededor de 150 especies y 11 subespecies. Las micobacterias se caracterizan por ser
bacilos rectos o ligeramente curvos [39].
Las micobacterias poseen una serie de lipidos en su envoltura, tales como acidos
micdlicos, arabinogalactano, lipoarabinomanano y glicolipidos, que presentan cerca del
60% en peso seco de la pared celular [40]. Estos compuestos en su mayoria hidrofébicos
confieren una serie de caracteristicas a las micobacterias como la resistencia a
antibioticos.
Para clasificar las micobacterias se tiene en cuenta diferente tipo de caracteristicas como
su velocidad de crecimiento y la presencia de pigmentos. A nivel clinico las micobacterias
se clasifican segun su patogenicidad de la siguiente forma [41]:
= Patdgenos estrictos, con alto riesgo de transmision por el aire
= Patdgenos oportunistas, con riesgo individual moderado
o Oportunistas mayores
o Oportunistas menores
» Saprdfitas, no causantes de enfermedad

Dentro de la clasificacion de micobacterias con importancia a nivel clinico, se encuentran
los dos grupos de bacterias llamados complejo Mycobacterium avium (MAC) y complejo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC) [40].

1.1.1 Complejo Mycobacterium avium (MAC)

Este tipo de micobacterias es conocido como no tuberculosas o ambientales, a diferencia

del complejo MTBC, MAC posee especies con un mayor grado de divergencia genética y
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con importantes diferencias fenotipicas entre ellas, resaltando su acido-alcohol resistencia,
crecimiento lento y produccién de pigmento amarillo en ausencia de luz. Este complejo
incluye las especies M. avium ssp. avium, M.avium ssp. paratuberculosis, M. avium ssp.
silvaticum, M. avium ssp. hominissuis y M. intracellulare [41].

Las bacterias ubicadas en este complejo son ubicuas en el ambiente (aislados en el agua,
polvo, alimentos, animales, entre otros), ademas son capaces de causar enfermedades en
los animales y el hombre, en el hombre se pueden generar patologias en personas
inmunocompetentes e inmunodeprimidos, sobre todos en infectados con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH). En pacientes con SIDA, la frecuencia de infeccion
causada por MAC aumenta, a lo que se asocia la produccién de una infeccion diseminada,
asociada con una gran mortalidad, sobre todo en personas que presentan recuentos de
linfocitos CD4 menores a 100 células/mm3[40].

Dentro del complejo, M. avium es la especie con mas importancia clinica, ya que
aproximadamente el 90% de los aislados de MAC en pacientes con SIDA corresponden a
esta especie.

Las infecciones por MAC afectan principalmente al tracto gastrointestinal y pulmén, su

sintomatologia esta asociada con fiebre, tos, dolor abdominal, diarrea y pérdida de peso.

1.1.1.1 Caracteristicas genémicas

En la actualidad, dentro del complejo M. avium, se conocen los genomas de M. avium 104
(cepa aislada a partir de sangre de un paciente con SIDA), representante de M. avium ssp.
hominissuis y M.avium ssp. paratuberculosis cepa K-10 (cepa aislada a partir de una vaca
con la enfermedad de Johne) y M. colombiense CECT 3035 (secuenciado recientemente)
[39][42].

Los genomas del complejo M. avium se caracterizan por su rico contenido en GC, por su
tamafo que oscila entre 4,83 y 5,6 Mb dependiendo de la cepa. En la anotacién de los
genes de M. avium se incluyen 5313 genes, de los cuales 5120 codifican para proteinas.
La cepa K-10 de M. avium se caracteriza porque aproximadamente el 75% del genoma
posee homologia con la cepa H37Rv de M. tuberculosis [40].

1.1.2 Complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC)

Este complejo posee organismos altamente relacionados, ya que comparten mas del 99%
de identidad, esta compuesto por las especies M. tuberculosis, M. africanum, M. canetti,



M. bovis, M. pinnipedi, M. caprae y M. microti. Estas especies poseen diferencias a nivel
morfologico, en su bioquimica, tipo de hospederos y patrones de enfermedades en
animales.

Las micobacterias de este complejo se identifican por su capacidad de producir
tuberculosis (TB), tipo de infeccion que puede ser TB pulmonar o extrapulmonar. El caso
mas importante a nivel epidemioldgico es la TB pulmonar, ya que es una enfermedad de
gran importancia para la salud publica, debido a su constante incremento fruto de
problemas de pobreza, tratamientos mal realizados, el virus de inmunodeficiencia humana
(VIH), entre otros.

1.1.3 Caracteristicas gendémicas

Este complejo se caracteriza por tener un alto grado de GC de aproximadamente un 65%,
el cual esta distribuido de forma homogénea, lo que indica que el genoma de estas
bacterias no ha recibido informacion por transferencia horizontal de islas de patogenia.
Dentro de su genoma se encuentran alrededor de 4000 genes identificados.

1.2 Resistencia antibi6tica

Con la reaparicién de la M. tuberculosis, la resistencia antibiotica es un problema que ha
estado latente durante los ultimos afios, por tal razon la resistencia en diferentes cepas se
ha clasificado como:
» Monoresistencia, clasificada como resistencia a un tipo de antibiético de primera
linea.
= Multiresistencia (MDR), bacterias que desarrollan resistencia a rifampicina (RMP)
e isoniazida (INH).
= Ultrarresistencia (XDR), bacterias resistentes a medicamentos de primera linea y
a miembros de la familia de las fluroquinolonas, y por lo menos resistencia a alguno
de los medicamentos de segunda linea.

En la actualidad no se tiene informacion acerca de resistencia adquirida a antibiéticos en
micobacterias como M. tuberculosis y M. avium por transferencia horizontal de informacién
genética, ya que este tipo de bacilo no posee elementos moviles como plasmidos o
transposones [12] [36].

Las micobacterias poseen una resistencia natural a varias drogas ya que poseen una pared
compleja e hidréfoba, con una permeabilidad reducida para un gran nimero de
compuestos [13], por esto, las micobacterias son un gran ejemplo de la presion selectiva,
mostrando su capacidad de adaptacion a medios adversos.

La resistencia a drogas en este tipo de bacilos se debe principalmente a alteraciones en la
secuencia de nucleétidos de genes que codifican blancos de antibiéticos, ya que en
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poblaciones de células sensibles puede haber un remanente de mutantes resistentes por
generacién, estos mutantes, varian segun la droga a la cual presenten resistencia; por esto
al formular una sola droga para el tratamiento de enfermedades conferidas a
micobacterias, se favorece la seleccion de mutantes resistentes al tipo de medicamento
implementado [14] [15].

En el caso de M. tuberculosis la resistencia a drogas se debe a la acumulacion de
mutaciones individuales en varios genes, siendo responsables de inhibir la funciéon de un
antibiotico especifico (Tablal-1).

Tabla 1-1;

tuberculosis [36].

Drogas de primera linea y mecanismos moleculares de resistencia en M.

Agente

Mecanismo de accién

Genes afectados (producto

Frecuencia de

de componentes de la
pared celular de
micobacterias (arabino
galactanos)

gen o su sobreexpresion permiten |
sintesis continua de
arabinogalactanos

Q

antimicrobiano |de ladroga génico) y mecanismo de mutaciones
resistencia
Isoniazida Inhibicion de la sintesis KatG: Las mutaciones de este gen |50-68%
de acidos micdlicos impiden la activacién de isoniazida. |21-34%
inhA: Las mutaciones de este gen
inducen sobreexpresion del gen'y
niveles elevados de la enzima enoil
reductasa en cantidades que
superan el poder inhibitorio de INH
Rifampicina Inhibicién de la rpoB: Las mutaciones en este gen | 96-98%
transcripcién de genes impiden la interaccion de la
por interaccién con ARN | rifampicina con el ARN polimerasa
polimerasa
Pirazinamida No dilucidado pncA: Las mutaciones en este gen | 72-97%
determinan una disminucién en la
produccién del &cido pirazinoico, el
metabolito activo
Estreptomicina | Inhibicién de la sintesis rpsly rrs, las mutaciones en estos 64-67%
de proteinas genes impiden la interaccion con 8-21%
estreptomicina
Etambutol Inhibicion de la sintesis embCAB: Las mutaciones en este | 47-65%




1.3 Gendmica comparativa

Se asevera que la bioinformatica es “la ciencia de las comparaciones”, reafirmando la
sentencia de Champollion “Todo es el resultado de comparaciones” [16].

La gendmica comparativa tuvo sus inicios cuando Margaret Dayhoff compilo por primera
vez todas las secuencias de aminoacidos de las proteinas conocidas hasta entonces y las
comparo mediante el estudio sistematico de los cambios de aminoacidos que se producen
en proteinas con funciones similares, lo que llevo a la construccion de matrices de
sustitucion evolutivas, cuantificando el parecido entro dos secuencias [16].

Otro evento que propicio el surgimiento de la gendmica comparativa, fue la secuenciacion
del ADN, el cual se centra en establecer correspondencias con genes o diferentes
caracteristicas gendémicas entre organismos, por ejemplo, encontrar relaciones con genes
gue perteneces a un grupo de microorganismos relacionados, que pueden afectar la salud
[17].

Por tal razén, para analizar el genoma es necesario entender la secuencia del mismo, lo
gue conlleva a saber que genes estan contenidos, su ubicacién y que funciones realizan
las proteinas que estan codificadas. A lo largo de la evolucidn, los cambios que sufren los
genomas y sus genes estan sometidos a la presidn natural, por esto, la comparacion de
genomas, genes y proteinas, es la aproximacion mas intuitiva y directa para interpretar los
genomas.

Muchos de los algoritmos actualmente empleados para determinar similitudes entre genes
se basan en el analisis comparativo de genomas, los métodos que emplean se basan en
la obtencién de un alineamiento entre las secuencias, herramienta Gtil que ayuda a detectar
origenes evolutivos y estructuras comunes, entre otras cosas. La funcion principal de un
alineamiento es establecer un numero de coincidencias entre la comparacidon de una o
mas secuencias de cadenas de ADN, ARN o estructuras primarias. Las coincidencias
pueden indicar relaciones funcionales o evolutivas entre genes o proteinas. Estos métodos
difieren en la relacion entre el alineamiento y la prediccion de la estructura exdnica entre
ellas. Las regiones a comparar se dividen en codificantes y no codificantes, los métodos
mas populares para realizar estas comparaciones son los modelos ocultos de Markov [18].
En la actualidad los alineamientos realizan busquedas en bases de datos con el fin de
encontrar soluciones a problemas de investigacion como la busqueda de secuencias

homdélogas. Estos sistemas de busqueda en bases de datos varian segun el tipo de
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algoritmo implementado, influenciando el tiempo de ejecucion y la sensibilidad al realizar

el alineamiento [19].

1.4 Identificacion y prediccion de genes

La prediccion e identificacion de un gen en procariotas se logra mediante la deteccion de
regiones promotoras y la busqueda de ORFs. Para realizar este proceso de identificacion
a nivel computacional, existen diferentes estrategias [32] como los algoritmos basados en
modelos probabilisticos, como es el caso de los modelos ocultos de Markov (HMM) ya que
un HMM mejora la busqueda de secuencias relacionadas de forma distante, al convertir un
alineamiento multiple de secuencias en un sistema de puntaje de posiciones especificas,
basado en probabilidad [33].

De esta manera, un perfl HMM, contiene estados para coincidencia, inserciébn o
eliminacion, los cuales son usados para modelar una familia de secuencias, a partir de un
estado se indica con qué probabilidad puede producirse un salto al siguiente estado (por
ejemplo, una insercién o delecion). Por lo anterior, los modelos estadisticos como HMM
ayudan a resolver problemas como homologia lejana [33].

Por lo anterior, al momento de identificar mutaciones y variaciones gendémicas, se realiza
un mapeo de las lecturas de las secuencias sobre un genoma de referencia, con el fin de
detectar alelos mutados basados en la comparacién con la secuencia de referencia.
Encontrar mutaciones es de gran importancia ya que permite dimensionar un efecto o
funcién de la mutacion [55]. Para encontrar dichas mutaciones es necesario usar
alineadores, los cuales implementan algoritmos como Burrows-Wheeler y tablas hash [56].
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Figura 1-1:
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Flujo de un identificador de mutaciones. Adaptado [55].
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2.Estudios previos

Se cree que la resistencia a farmacos en TB esta asociada exclusivamente por mutaciones
cromosomicas, que afectan al objetivo del farmaco y a las enzimas bacterianas que activan
los profarmacos. Desde principio de los afios 90, varios estudios han descrito los
mecanismos genéticos de resistencia a los farmacos en M. tuberculosis, por tal razén se
ha almacenado gran cantidad de datos sobre mutaciones asociados provenientes de
aislados resistentes a farmacos. Medicamentos como la isoniacida y rifampicina estan
relacionados con la identificacibn de un gran numero de mutaciones que confieren
resistencia, sobre todo con mayor presencia en aislados clinicos. Por otro lado, en los
farmacos como la estreptomicina (tabla 1-1) y medicamentos de segunda linea, las

mutaciones asociadas a resistencia se producen con menos frecuencia.

2.1 Bases de datos de resistencia a medicamentos en TB

Las bases de datos centralizadas, con informacion curada de la literatura y de
experimentos de alto rendimiento, han ayudado a incursionar en nuevas metodologias
para la biologia de sistemas, las cuales han ayudado a los investigadores a identificar
caracteristicas importantes que solo podrian haber sido evidentes con el uso del andlisis
exhaustivo de datos combinados, por tal razdn se hizo necesario crear bases de datos que
proporcionen un recurso integral y tnico [43].

Las bases de datos de resistencia permiten acelerar y fomentar nuevos descubrimientos
para aplicaciones que pueden ayudar desde el diagnostico hasta el descubrimiento de
farmacos. Estas herramientas tienen la ventaja de ser rapidas, de alto rendimiento y
facilmente comparables, sin embargo, su desarrollo para diagnostico se basa en
informacién detalla sobre las mutaciones que conducen a la resistencia a los farmacos y

su frecuencia es relativa.
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Figura 2-1: Estructura de la base de datos MUBII-TB-DB, comprendida de la base de
datos de mutaciones (recuadro naranja). En la sesion de consulta, la base de datos de
mutaciones se utiliza para la interpretacion de resultados y para la construccion de la base
de datos de mutaciones BLAST. Los évalos indican el uso de software externo (verde
oscuro) o de rutinas desarrolladas por MUBII (verde palido). El proceso de andlisis de
consultas (recuadro verde) combina el resultado BLAST y la experiencia del alineamiento

utilizando la base de datos de mutaciones. Las salidas estan representadas en azul [44].

Las bases de datos de resistencia a medicamentos en tuberculosis (Figura 2-1) estan
centradas en almacenar informacion relacionada a mutaciones de las diferentes bases de
datos bioldgicas (GeneBank, EMBL) [44]. La base de datos TB Drug Resistance Mutation

Database tiene 1178 reportes asociados a 9 medicamentos y 49 genes (Figura 2-2).
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Figura2-2: Recuento de reporte de medicamentos de TB Drug Resistance Mutation
Database asociados a resistencia en M. tuberculosis, se puede ver la proliferacién de la

resistencia a medicamentos de primera linea.

2.2 Prediccion y andlisis de resistencia antibidtica en
micobacterias

La secuenciacion del genoma completo ha generado la posibilidad de realizar andlisis de
resistencias en tuberculosis (TB), por tal razon, herramientas que permiten automatizar y
estandarizar el andlisis e interpretacion de datos han visualizado un futuro promisorio para
este tipo de enfermedades.

Las cepas de M. tuberculosis se caracterizan por varios medios de tipado, como la
deteccién de genes especificos y el analisis de su posicién dentro del genoma de M.

tuberculosis.
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3.Materiales y métodos

3.1 Objetivos

3.1.1 Objetivo general

Comparar los genes de resistencia antibigtica de los genomas completos de miembros de

los complejos Mycobacterium avium y Mycobacterium tuberculosis.

3.1.2 Objetivos especificos

e Proponer una estrategia para la identificacion de genes de resistencia en los

complejos Mycobacterium avium y Mycobacterium tuberculosis.

e Identificar los genes que codifican resistencia antibiética en los complejos

Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium avium.

3.2 Analisis computacional

En el presente trabajo se planted diferentes flujos computacionales, orientados a resolver
los objetivos planteados, teniendo en cuenta que a partir de diferentes metodologias se
debe presentar la mejor estrategia para el analisis y comparacion de resistencia antibiética
entre los complejos MAC y MTBC, para ello, se presentan dos pipeline que sobresalieron,
el primero que se representa de manera general en la figura 3-1, alli sobresalen las etapas
de preprocesamiento, ensamblaje de novo y asignacion de genes. Posteriormente, fue
encontrado un flujo de trabajo que permitié realizar un mejor analisis de la resistencia
antibiética en ambos complejos, por lo cual se decidié continuar y finalizar el proceso con
este (figura 3-2). En los numerales posteriores se describird de forma mas detallada las
herramientas y métodos.
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Figura 3-2: Descripcion del proceso final, para el andlisis computacional de las
secuencias de MAC (color rojo) y MTBC (color azul), ademas del proceso de analisis de

resistencia antibidtica (color verde).

3.2.1 Descarga informacién gendémica

Para la descarga de la informacion genémica de los complejos M. avium se usaron los
datos alojados en el sitio DNA SRAnexus, el cual permite buscar y filtrar todos los datos
accesibles publicamente del archivo de lectura de secuencia disponibles en el NCBI SRA,
esta plataforma arrojo un archivo en formato txt, el cual poseia la informacién de los ftp
para la descarga de los datos en formato SRA, por tal razén, desde esta plataforma se
descargaron 36 archivos en dicho formato. SRAnexus es una plataforma no disponible
desde el 2017, por lo cual se reemplaz6 este proceso para la descarga de los genomas
del complejo M. tuberculosis. Para la descarga de cepas del complejo M. tuberculosis se
us6 un conjunto de cepas del ENA, con numero de acceso PRJEB7727, por lo cual se
descargaron 264 formatos SRA para el caso de MTBC, este grupo de genomas completos
estan relacionadas con la secuenciacion completa del genoma de aislados del complejo
M. tuberculosis de Sierra Leona [57] [58]. Este grupo de cepas ha sido descrito
anteriormente, teniendo en cuenta que han sido reportadas como resistentes a algun
antibidtico. Las cepas son altamente diversas filogenéticamente y comprenden genotipos
de M. africanum con linajes de M. tuberculosis (Beijing, Camerun, EAI, Ghana, Haarlem,

tipo S, Sierra Leonay tipo X) [59].

3.2.2 Planteamiento del pipeline

En el presente trabajo se tiene dentro de sus objetivos plantear la mejor estrategia para
identificar la resistencia antibidtica en los complejos mycobacterium avium vy
mycobacterium tuberculosis, por ende, en el periodo de exploracion inicial se plante6 un
flujo computacional que se representa de manera general en la figura 3-1, donde se
destacan las etapas de procesamiento, ensamblaje, andlisis de calidad e identificacion de
genes. Luego de ello se pretendia hacer una estimacion de la resistencia antibiética, para
realizar la comparaciéon de generes asociados a resistencia antibiética entre los dos
complejos.
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En este pipeline inicial se planteé realizar un ensamblaje de novo, para encontrar nuevas
variantes asociadas con la resistencia antibidtica, ya que implementar un flujo de
ensamblaje de genomas de referencia se asocia con la resecuenciacion de los genomas

a estudiar. Para el desarrollo de este flujo, se incorporaron los siguientes pasos:

3.2.2.1 Preprocesamiento

En la etapa de preprocesamiento de los datos se implement6 el SRA Toolkit [45],
herramienta mediante la cual se puede acceder a los datos descargados en la etapa de
“Descarga de informacion gendémica” y convertirlos a otro tipo de formato, en este caso
implementar el formato fastq, para analizar la calidad de los datos crudos.

Para el andlisis de calidad se implementd FastQC, herramienta que genera un reporte que
puede identificar problemas en el material secuenciado que puede haber sido originado en
el secuenciador o en la libreria. FastQC examina el rango de valores de calidad para las
lecturas en cada posicion.

Al tener un alto nimero de genomas es necesario realizar un reporte general que agrupe
en un solo formato los archivos FastQC, para lo cual se implemento MultiQC [61].

Los errores encontrados en los archivos son eliminados con Trimmomatic [46], herramienta
gue realiza cortes a datos de tecnologia lllumina, usando puntuaciones de calidad phred

33 y adaptadores universales [46].

3.2.2.2 Ensamblaje de genomas

Todos los métodos de ensamblaje se basan en la unién de fragmentos de ADN altamente
relacionados dentro de la posicién del genoma. Por esto, la similitud entre secuencias de
ADN se usa para conectar fragmentos de secuencias contiguas o0 contigs (secuencias
consenso obtenidas a partir del ensamblaje de las lecturas).

Las estrategias empleadas por los ensambladores de secuencias se pueden agrupar en
tres paradigmas principales: Greedy, Overlap-Layout-Consensus (OLC) y grafos de Bruijin
[47].

Greedy, es un algoritmo que conecta las lecturas que mejor se solapan, de manera
iterativa, siempre y cuando no contradiga el ensamblaje construido. Este algoritmo no es
muy empleado ya que no usa informacién global y no resuelve de manera clara largas

regiones repetitivas de los genomas [48].
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OLC, es un método que primero identifica todas las lecturas pares que se solapan muy
bien y organiza esta informacién en un grafo, el cual permite el desarrollo de complejos
algoritmos de ensamblaje, que tienen en cuenta la relacién global entre las lecturas. El
genoma es construido por la blisqueda de un Unico camino que atraviese todos los nodos
s6lo una vez [49].

Grafos de Bruijin, este algoritmo modela la relacion entre subcadenas de longitud Kk,
conocidos como k-meros, exactas dentro de las lecturas. De forma parecida a OLC, los
nodos en el grafo representan k-meros adyacentes que se solapan por k-1 letras, teniendo
que la longitud del k-mero correlaciona con la longitud del solapamiento que el
ensamblador es capaz de detectar [47] [50].

Para el proceso de ensamblaje de novo, se implementaron 4 herramientas Abyss [62],
SOAPdenovo [66], SPADES [64], Velvet [65], con k-meros de 55y 77, los otros pardmetros
se usaron por defecto para lecturas finales pareadas y correccion de errores, alli se

evaluaron el numero de contigs, la longitud del contig més largo, el N50 y N75.

3.2.2.3 Evaluacién del ensamblaje

Hay diferentes métricas que permiten evaluar la calidad del ensamblaje, como el analisis
de medida de los contigs, asi como el total del ensamblaje que debe coincidir con el tamafio
esperado del genoma. A nivel estadistico el N50 es el indice de la continuidad del genoma,
ya que corresponde con el menor de los mayores contigs que cubren la mitad del genoma
ensamblado [47] [51].

Para este proceso se utiliza QUAST [67].

3.2.2.4 Anotacion

El proceso de anotacién permite interpretar la informacion contenida en el genoma
ensamblado, por tal razén es necesario identificar las principales caracteristicas. El
proceso de anotacion esta comprendido por dos procesos: la anotacion estructural
(prediccién de genes codificantes) y la anotacion funcional (asignacion de informacion
bioldgica a los genes previamente predichos) [47]. Para este caso, se implementd el
método de novo de la herramienta RAST, el cual utiliza algoritmos estadisticos para
determinar si la secuencia es codificante, por medio de la deteccién de patrones o motivos

especificos de la secuencia [52].
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3.2.2.5 Estimacion de laresistencia

Para determinar la resistencia se plante6 el uso de herramientas como ARG-ANNOT y
ResFinder, estas fueron creadas con el fin de encontrar genes de resistencia a antibiéticos
en genomas bacterianos por medio del uso de BLAST [53].

ARG-ANNOT, posee informacion del NCBI GeneBank y su base de datos incluye alrededor

de 1.689 genes de resistencia a antibioticos [54].

3.3 Modificacion del pipeline

Para estimar de la resistencia antibiotica en MAC y MTBC, se determin que herramientas
anteriormente mencionadas como ARG-ANNOT y ResFinder no poseian un sistema de
bases de datos abierta, ademas de no contar con un API para la conexion con bash, por
lo cual se recurri6 a un flujo alterno para determinar la resistencia antibiética en los
genomas como se muestra en el recuadro verde de la figura 4-3, por tal razén, se
implementd la herramienta KvarQ (Version 0.12.2) [68], la cual escanea los archivos fastq
directamente, omitiendo la necesidad de mapear todas las lecturas de secuenciacion a un
genoma de referencia o realizar un proceso de ensamblaje de novo. KvarQ carga
“testsuites” que definen SNPs especificos o regiones cortas de interés en un genoma de
referencia, lo que permite sintetizar directamente los resultados relevantes en funcién de
la apariciébn de marcadores en los fastq, teniendo un 99% de congruencia [68], por tal
razon, se decidié tener esta herramienta como solucién final para el desarrollo de este

proyecto de tesis.

3.3.1 Analisis de la herramienta

KvarQ permite realizar el analisis sobre archivos en formato fastq, detectando el estado
alélico de polimorfismos conocidos. Esta herramienta permite extraer informacion
relevante directamente de las lecturas de secuenciacion, sin necesidad de asignar un
genoma de referencia sobre las lecturas [68].

Antes del proceso de escaneo, las secuencias marcador se generan a partir de mutaciones
conocidas o regiones de interés. Dichas secuencias marcador se alojan en bancos de
pruebas, los cuales definen los polimorfismos o SNPs relevantes. Luego, durante el
proceso de escaneo, las lecturas en formato fastq son recortadas dependiendo de su

puntuacion en la escala PHRED [68], la cual se define con un valor de corte Q=13.
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Después del proceso anterior, las lecturas que coinciden con la secuencia objetivo y
excedieron el puntaje de calidad minimo, se ensamblan a una cobertura que indica la
profundidad de cobertura general, asi como las mutaciones detectadas.

una de las principales caracteristicas y principales diferencias de KvarQ con las
herramientas de andlisis genético actual, es que este software extrae informacion relevante
de las lecturas de secuenciacion, sin necesidad de asignar cada lectura a un genoma de

referencia.

3.3.2 Funcionamiento de KvarQ

Antes de realizar un escaneo de los fastq a identificar, hay que tener en cuenta que las
secuencias marcador se generan a partir de mutaciones conocidas o regiones de interés.
por ello, KvarQ define unos polimorfismos (SNP) o regiones de interés que poseen
mutaciones potenciales, estos modulos se definen como “testsuites” parametrizadas en
Python.

Las secuencias marcador se extraen de genomas de referencias, teniendo en cuenta que
para estas secuencias marcador también se genera su correspondiente cadena
complementaria.

el algoritmo de escaneo se implementa en C, lo que permite es dividir el archivo fastq en
partes pequefias, que se distribuyen en multiples hilos y se escanean simultdneamente.
inicialmente cada lectura se recorta mediante un puntaje de calidad dado por el usuario. la
parte recortada se desplaza a lo largo de cada una de las secuencias objetivo y cada
coincidencia se registra en la lista de aciertos si se garantiza una superposicion minima. el
proceso de escaneo continua hasta que se escanea todo el archivo o se alcanza una
cobertura minima especifica.

Luego de ello, los datos recopilados de los fastq se traducen en estructuras de datos
intermedias. Estas estructuras de datos también llamadas coberturas, combinan las
lecturas de la cadena original y complementaria, las ubican dentro del genoma y resumen
las bases que no coinciden en las lecturas, como se muestra en la figura 4-1.

KvarQ omite las bases que no satisfacen los requisitos minimos de calidad de la lectura

determinado por el usuario.
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Figura 4-2: proceso de escaneo y preparacion de los fastq [68].

3.3.3 KvarQ frente a otras herramientas
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Kvar es una herramienta que presenta caracteristicas que son bastante Utiles a la hora de

realizar un proceso de automatizacion, teniendo en cuenta que posee un proceso de carga

de procesos por lotes, ademas de presentar la facilidad de escanear archivos fastq por

medio de la comparacion de variantes conocidas, teniendo en cuenta que esas variantes

se pueden ir actualizando dentro de las bases de KvarQ, también se puede modificar esas

bases para encontrar resistencia sobre otro tipo de bacterias.

A continuacién una tabla comparativa con otras herramientas que realizan un analisis de

resistencia antibiética sobre MTBC.
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Tabla 1-2: Benchmark comparando herramientas para el andlisis de resistencia

antibiética en MTBC [59].
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modificacion

Solo Beijing- . . .

no Beijing Si No Si Si
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No Visual puntajes de > 10% Si
calidad.

No Si Si Si Si

3.4 Comparar genes

Para comparar los genes resultantes de las herramientas anteriormente mencionadas, se

implementaron los resultados arrojados por la herramienta KvarQ, por lo cual se comparan

las regiones asociadas a la resistencia, los SNPs y los genes asociados a la misma.
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4.Resultados y discusion

Cabe aclarar que el principal inconveniente para el desarrollo de este flujo de trabajo es
gue no hay mucha informacion a nivel gendmico relacionada con el complejo M. avium,
teniendo en cuenta que las bases de datos de referencia como el NCBI en su reporte de
ensamblaje y anotacion posee alrededor de 17 genomas completos reportados, a
diferencia de M. tuberculosis, el cual posee en la anotacion de genomas completos
alrededor de 141 genomas reportados.

Otro de los retos en este proceso fue encontrar bases de datos de resistencia antibidtica
de facil consulta, ya que la mayoria de accesos y reportes, estan ligados a informaciéon que
no se encuentra completamente publica en la web.

Teniendo en cuenta lo anterior, el desarrollo de este proyecto de tesis tiene como primera
etapa proponer una estrategia para identificar genes de resistencia en los complejos M.
avium y M. tuberculosis, para generar la identificacion de estos genes, los cuales se
explicaran en los numerales 4.1 a 4.4, con el fin de desarrollar el objetivo principal.

4.1 Diseino pipeline

De acuerdo con la revision bibliografica realizada, se encontré diferentes herramientas y
bases de datos para la identificacién de resistencia antibiética en bacterias, las cuales usan
varios tipos de algoritmos que comparan regiones y mutaciones asociadas. Por tal razén,
fue necesario determinar la informacién genémica a rastrear sobre los dos complejos de
mycobacterium.

Al identificar los genes de resistencia asociados con el complejo M. tuberculosis, con sus
respectivos porcentajes de mutacion asociados a resistencia antibidtica tabla 1-1, fue
necesario identificar el grupo de antibiéticos de primera linea que tienen los dos complejos
en comun en el tratamiento médico, para este caso, los medicamentos implementados
para el tratamiento de pacientes con alguna cepa del complejo M. avium son Rifampicina
y Etambutol [69]. Por tal razén la prioridad es encontrar un flujo de trabajo idoneo frente a
la identificacion de resistencia asociada a este tipo de medicamentos.

4.1.1 Disefo del pipeline inicial

Para el disefio del pipeline se plante6 un flujo de trabajo inicial, el cual se observa en la
figura 4-2, donde se realiz6 un proceso de ensamblaje de genomas (tabla 1-1) para
implementar la identificacion de genes asociados a resistencia, y por medio del uso de un
identificador de genes, predecir resistencia a partir de datos basados en modelos de
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homologia y SNPs, ademas de la implementacion de herramientas como ResFinder y
ARG-ANNOT, los cuales permiten encontrar resistencia antibiética asociada a genes.

—

Andlisis de
Query genomas SN i
completas MAC (Fastgc/Multige)
I f
'l' Generar archivos Ensamblaje de novo
bt contiene 1a url de ENETERE ™ en formato fastq [ | (ABYSS, SOAPdenovo,
descarga de cada uno SRA SPAdes, Velvet
de los S5RA de MAC ¥
Andlisis de
calidad BD resistencia antibiotica
(TB DRUG RESISTANCE,

v MUBI )
m m Identificacion
de genes

4, A 4
Identificacion de Comparacion de
resistencia .| resistencia con
(RESFinder, ARG- 7| bases de datos
ANNOt) de MBTC

Figura 4-2: Descripcion del flujo que identifica la resistencia en las cepas de MAC y

compara con las bases de datos de resistencia de MTB.

4.1.2 Disefio del pipeline final

Para el disefio del pipeline final se tuvo en cuenta el andlisis de genomas en crudo, el cual
se observa en la figura 3-2. Ya que KvarQ (Version 0.12.2) [68] es una herramienta que
permite escanear directamente archivos fastq, analizando variantes o SNPs para
secuencias de genoma bacteriano, lo cual genera una gran ventaja al omitir la necesidad
de mapear todas las lecturas de secuenciacion a un genoma de referencia o realizar un
proceso de ensamblaje de novo.

Para el andlisis de informacién, KvarQ carga “testsuites” Utiles, que definen SNPs
especificos o regiones cortas de interés en un genoma de referencia, lo cual permite
sintetizar los resultados relevantes en funcion de aparicién de marcadores en los fastq [68].

Otra de las ventajas por las cuales se eligié KvarQ es el uso de carga de datos por lotes
(versién de linea de comandos), lo que permite el andlisis en paralelo de mdultiples
genomas, a diferencia de otras herramientas que poseen versiones de procesamiento en
linea.
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4.2 Andlisis de calidad de las secuencias

Dentro de los genomas descargados del complejo M. tuberculosis y M. avium se observa
que la calidad, posee buenos valores, a pesar de la dispersion de secuencias finales,
siendo algo intrinseco producto de las tecnologias de secuenciacion.

FastQC: Mean Quality Scores

Phred Score

0 S0 100 150 200 %0 300
Position (bp)

Figura 4-3: Calidad de las lecturas por base en el grupo de genomas de MTBC

Mean Quality Scores

Phred Score

0 10 20 30 0 50 0 70 80 ]

Position (bp)

Figura 4-4: Calidad de las lecturas por base en el grupo de genomas de MAC

4.3 ldentificacidon de laresistencia

Dentro de los genomas descargados del complejo M. tuberculosis, al implementar KvarQ
se encontr6 resistencia a medicamentos de primera linea como isoniacida, estreptomicina,
entre otros, como se evidencia en la figura 4-5; cabe aclarar que el reporte que genera la
herramienta indica baja cobertura para algunas secuencias.
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El andlisis de resistencia esta asociada a los genes encontrados en el reporte arrojado por
KvarQ simplificado en la figura 4-5, cabe resaltar que los mayores picos de resistencia
antibiotica se caracterizan en los genes katG, rpsL y rpoB, a su vez, los medicamentos
menos eficaces para el tratamiento son la isoniacida, estreptomicina y rifampicina.

Analisis de resistencia antibiotica en los
genomas analizados de MTBC

Figura 4-5: Analisis de resistencia antibiética en las cepas analizadas de MTBC, la
grafica de la izquierda muestra los porcentajes asociados a resistencia segun el
medicamento, mientras que la grafica de la derecha muestra los porcentajes asociados a

los genes de resistencia.

indice de resistencia antibiotica
a mas de un medicamento

@ Cero

® Uno

® Tres
Dos
Cuatro

Figura 4-6: Porcentaje de resistencia antibidtica asociado multirresistencia en las cepas
analizadas de MTBC.

Para el analisis de resistencia antibiética en MAC, se encontraron multiples secuencias
con baja cobertura y sin informacion relacionada a resistencia antibiética, por lo cual solo
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se encontro la cepa ERR026811, la cual posee resistencia a Rifampicina por el gen rpoB
con un cambio en la regién 761135.

Dentro del proceso de andlisis de la herramienta KvarQ se utilizé bacterias XDR (ultra
resistentes) encontradas en el ENA, con numero de acceso PRINA227148, donde se
encuentra resistencia en mdltiples antibiéticos (Anexo E)

4.4 Comparacion de genes de resistencia

Teniendo en cuenta que, solo se encontr6 un genoma con resistencia antibiética en el
complejo M. avium, es necesario realizar una comparacion por referencias bibliograficas,
ya que se han determinado mutaciones ligadas al gen rpoB del complejo M. avium y estas
se encuentran asociadas a regiones de resistencia en rifampicina dentro del complejo M.
tuberculosis [70].

Lo anterior indica que la cepa ERR026811 de M. avium concuerda con el gen rpoB, el cual
es blanco de resistencia a rifampicina.

Dentro del analisis de los datos de MTBC, se indica que la media de las cepas asociadas
a resistencia en rifampicina esta alojada en la region 761.155, teniendo en cuenta que el
valor méximo y minimo de rangos asociados a mutaciones estéa ubicado entre la region
761.095y 764.817 respectivamente.

REGION y =-20,37x + 761719

R?=0,063

765500
765000
764500
764000
763500
763000
762500
762000

761500 m
761000 OO0 000000 000000000

760500
10 15 20 25 30 35

Figura 4-7: Grafico de tendencia en la region asociada a resistencia en rifampicina para

genomas de MTBC
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5.Conclusiones y recomendaciones

e Lascepas de M. tuberculosis complex que poseen un mayor nimero de resistencia
estd asociada a los genes katG, rpsL y rpoB, los cuales estan asociados a los
antibiéticos isoniacida, rifampicina y estreptomicina, lo cual valida la informacién
relacionada en la tabla 1-1, donde las frecuencias de mutacion asociadas a esos
genes son las mas altas.

e La Unica cepa de M. avium complex, que registro resistencia antibiotica, posee
resistencia asociada al gen rpoB, por lo cual, se infiere que la resistencia coincide
con la informacidn bibliogréafica, donde se reporta resistencia antibiética en ese gen
para ese complejo [70].

¢ La identificacion de regiones asociadas a resistencia en el complejo M. avium es
muy pobre debido a la falta de informacion que posea una mejor cobertura dentro
de la tecnologia de secuenciacién.

e Se sugiere implementar este proceso con aislados propios, donde se pueda

implementar cepas diferentes a las alojadas en las bases de datos publicas.



A. Anexo: Reporte de calidad luego
del proceso de Trimming

Mean Quality Scores
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Reporte de calidad luego de realizar el proceso de trimming con Trimmomatic a 64
genomas seleccionados de MAC para la construccion del preprocesamiento.



32

Comparacion de genes que codifican resistencia antibidtica en
Mycobacterium avium Complex y Mycobacterium tuberculosis Complex.

B. Genomas RefSeq NCBI

Especies MTBC

Cantidad
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Andlisis realizado a los genomas de RefSeq del NCBI, por medio de scripts hechos en
Python, usando libreria BIO para la conexién con el NCBI, en este proceso se seleccioné
todos los documentos de tipo GBFF y analizando los genes implicados en resistencia
antibiética. Una de las caracteristicas es que estos genomas se encuentran anotados por
referencia con la cepa H37Rv, por lo cual arrojaron este volumen de coincidencias.
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C. Anexo: Analisis de calidad del
ensamblaje con QUAST

Report Report

55 77 55 77

# contigs {>= 0 bp BO61 F907 # cantigs {>= 0 bg} BoE1 6947
# o 122 122 # cantigs { == 1004 bp} 122 122
# ca 1 N # contigs { == 5004 bpl 0 0
& o8 4 4 # contigs { == 10004 bp} 0 0
# oo i) a i} i)
# ca 0 0 4 i
Tota 3046380 | ZFHTTIIT 1046380 | 2797777
Tats 152663 152667 152663 152667
Taots 1 N 1 a
Tatd 0 0 o 0
Tots 1 4 Tatal bength {=>= 25000 bal 0 0
Taota 0 a v {== 50000 bp} i i
# contig 1450 1450 1450 1454
3327 1327 3327 3327

1017634 1017643 1017635 1017643

GC {% 66.44 66.44 GL % 66.44 6644
MSD 600 680 N3O 604 6040
— 576 576 NT5 576 576
L5G 567 567 L50 567 567
L75 475 475 L33 475 475
# M's per 100 kbp 004 808 # N per 100 kbp 004 000

Reporte de calidad del ensamblaje realizado con el uso de k55 y k77 respectivamente, con
los ensambladores ABYSS y SPADES a una misma cepa al azar. Las dos tablas presentan
el mismo conjunto de datos, por lo cual se infiere que los dos ensambladores poseen el
mismo comportamiento (nUmero de contigs, N50 y N75).
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D. Anexo: Secuencias de comandos
para el flujo de descarga de
archivos SRA y cambio de
formato a fastqg en MTBC

e #Esta linea permite descargar la informacion contenida en un archivo en
#formato.txt, alli estdn contenidas todas las url a descargar
cat sraFiles.txt | xargs -n3 -P3 -I{} wget -d {}
e #Esta linea descomprime todos los archivos descargados anteriormente
Is *.sra.gz | xargs -n3 -P3 -I{} gzip -d {}
e #Esta linea cambia el formato sra a fastq
fastg-dump ./*.sra

E. Anexo: Analisis de KvarQ sobre
una bacteria de MTBC
ultrarresistente

Dentro del proceso de andlisis y validacion de KvarQ, se realizé una prueba de
analisis sobre una bacteria ultra resistentes, para este caso se usdé M.
tuberculosis XDR KZN 605 [72], teniendo como resultado resistencia a
Amikacina, Kanamicina, Isoniacida, Rifampicina, Etambutol y Fluroquinolonas

filename MTBC/resistance MTBC/resistance MTBC/resistance MTBC/resistance MTBC/resistance
Isoniazid Ethambutol
resistance::SNP167 | Rifampicin Fluoroquinolones | resistance::SNP424

XDR Kanamycin/Amikacin | 3432TA=inhA resistance (RRDR) resistance (QRDR) | 7429AG=embB.M3

KZN resistance::SNP14732 | promoter [761110AG=rpoB.D4 | [7570CT=gyrA.A90 |06V

605 46AG=rrsK.S467S mutation -8 35G] V]
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