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1. Resumen.
The human gut microbiome plays a crucial role in pediatric development and immune modulation.
Factors such as birth mode, feeding and antibiotic exposure have significant impact on the
development and establishment of the microbiome. This study aimed to analyze the diversity of
the intestinal microbiome in pediatric patients and evaluate its potential association with the load
of carbapenem resistance genes. Rectal swab samples (n=46) from patients under 18 years of age
who received healthcare at Hospital Universitario La Paz (HULP, Madrid, Spain) were analyzed.
The results of quantitative PCRs were used to determine the relative abundance of resistance genes
(blaxrc, blanpm, blaoxa-4s and blaviv) normalized to /6S rRNA gene levels. Samples were
categorized into high, medium and negative intestinal relative load groups based on qPCR results.
Following sample selection and classification, DNA was extracted and a full-length 76S rRNA
gene was amplified by end point PCR to enable subsequent library preparation for sequencing

using Oxford Nanopore Technology.

The bioinformatic analysis was performed using Galaxy, including quality trimming, taxonomic
classification with Kraken2 and visualization of the microbiome composition using Krona.
Additionally, the Shannon index was calculated for diversity assessment. Although visual
inspection of microbial composition suggested potential differences in diversity, statistical
analyses (Shapiro-Wilk, Levene, and Student’s t-test) revealed no significant differences in

Shannon diversity indices across groups. In most of the samples, Escherichia coli was dominant.

The results of this study suggest no direct link between carbapenemase gene loads and microbial
diversity. The dominance of E. coli raised the possibility of unquantified resistance genes that
could be leading to it dominating the intestinal microbiome. However, this will require
confirmation in future studies. This study also highlights the value of long read sequencing in
microbiome research, the need for a broader set of samples to evaluate the relationship with

resistance genes, and patient groups in future investigations.

Keywords: pediatric patients, gut microbiome, /6S rRNA, nanopore sequencing, carbapenemases,

antibiotic resistance, microbial diversity and Shannon index.
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2. Introduccion.
El microbioma humano es una compleja comunidad de microorganismos, entre los cuales hay
bacterias, virus, hongos y arqueas. Estas comunidades colonizan diversas partes dentro del cuerpo,
como son el intestino, la boca, la piel y el tracto respiratorio. A su vez, desempefian un papel
fundamental en la fisiologia humana ya que influyen significativamente en el desarrollo del

sistema inmune, nervioso y el crecimiento del individuo (Gaufin, 2018).

Desde el momento del nacimiento, el desarrollo de un microbioma es un proceso dindmico
influenciado por multiples factores. El tipo de parto cumple un papel determinante, ya que los
nacidos por via vaginal adquieren una microbiota similar a la flora vaginal materna, compuesta
por Lactobacillus, Prevotella, Atopobium y Sneathia. Mientras que los nacidos por cesarea
presentan una microbiota mas parecida a la cutdnea materna, generalmente menos diverso
(Dominguez-Bello, 2010). Estas diferencias pueden persistir hasta el primer afo de vida y se han
asociado con un mayor riesgo de enfermedades alérgicas como enfermedades atdpicas (Negele,
2004). La lactancia materna también influye en la composicion del microbioma, debido a que
aporta microorganismos beneficiosos que contribuyen a la colonizacion intestinal, diferenciandose
del microbioma de los alimentados con formulas comerciales. Ademas, la salud de la madre, como
el consumo de antibidticos durante el embarazo, y factores ambientales como la dieta, la presencia

de animales en el hogar y el entorno general, también afectan el establecimiento del microbioma

(Bokulich, 2016).

En este contexto, investigaciones emergentes se centran en el estudio del microbioma en pacientes
pediatricos y esto ha puesto foco en el desarrollo de un microbioma diverso ya que alteraciones en
la composicion durante las primeras etapas de la vida se pueden asociar al desarrollo de
enfermedades cronicas como pueden ser el asma o enfermedades inflamatorias intestinales (Palm,
2014) (Abdel-Aziz, 2025). Ademas de su papel fundamental en la modulacion del sistema inmune,
se ha demostrado que el microbioma confiere cierta proteccion frente a patégenos, puede modular
la respuesta a las vacunas y participar en el metabolismo de algunos farmacos. Por lo tanto,
entender la composicion, la dinamica y el establecimiento del microbioma se ha consagrado como

un area de vasta investigacion (Abdel-Aziz, 2025) (Béackhed, 2015).

La relacion entre el consumo de antibidticos y el microbioma es también de mucha importancia,

aun mas en el caso de pacientes pediatricos. Los antibioticos de amplio espectro son de gran
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utilidad para tratar infecciones de bacterias patogenas, pero al actuar también van a eliminar otro
tipo de bacterias beneficiosas para la diversidad y composicion del microbioma (Yassour, 2016).
Este tipo de funcién puede devenir en una disbiosis y por tanto su abuso en una etapa clave de la
infancia puede tener consecuencias a largo plazo como problemas metabdlicos y un mayor riesgo

a desarrollar diabetes tipo II, asma, enfermedades alérgicas y obesidad (Yassour, 2016).

La diversidad microbiana de una muestra se analiza con indices de diversidad alfa como puede ser
el indice de Shannon que da informacion sobre la diversidad y equidad de una muestra, es decir,
es un indice que muestra que tan diversas son las especies de una muestra y que representacion
diferente tiene cada una. Dentro de los diferentes indices de diversidad alfa, este en particular,
penaliza especies que estan muy representadas y es mas preciso para detectar organismos poco

abundantes (Shannon, 1997).

Uno de los genes que ha sido protagonista en la caracterizacion del microbioma es el /65 ARNr,
componente del ribosoma bacteriano. Es un gen de aproximadamente 1400-1500 pares de base y
contiene regiones altamente conservadas debido a que es un gen esencial para la funcion del
ribosoma. Estas regiones facilitan el disefio de cebadores y su posterior amplificacion por PCR
para todas las especies en el dominio Bacteria. Entre las regiones conservadas, intercaladas, se
encuentran 9 regiones hipervariables (V1-V9). Dichas regiones son las que permiten la
identificacion inter-especie ya que presentan diversidad entre ellas (Rozas, 2022). Entonces, si se
secuencian estas regiones variables se puede hacer una clasificacion de las bacterias presentes en
una muestra dada. Las caracteristicas del gen /6S ARNr sumado a la existencia de bases de datos
con genes de referencia, lo convierten en un candidato ampliamente utilizado en la investigacion
para estudiar la composicion y diversidad de la comunidad bacteriana que conforma el microbioma

(Rozas, 2022).

Las bacterias no son lo Unico que componen el microbioma, pero si donde se han centrado la
mayoria de los estudios en los ultimos afios. Como fuerza emergente hoy en dia se esta
comenzando a estudiar el micobioma, la comunidad fungica que se encuentra en ese microbioma
(Yan, 2024). La caracterizacion del micobioma se realiza generalmente mediante el andlisis de
regiones /7S (Internal Transcribed Spacer) del ADN ribosémico o a través del gen 185 ARNr (W,
2021). Las regiones ITS son fragmentos de ADN no codificantes que se encuentran entre los genes

del ARN ribosomico (4RNr) en todos los eucariotas. Existen dos regiones /751 e ITS2, las cuales
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presentan variabilidad de secuencia comparable con el /65 ARNr de bacterias. Consecuentemente
estas regiones se utilizan como marcadores moleculares para la identificacion y clasificacion de
hongos a nivel de especie (Huseyin, 2017). Sin embargo, lo que retrasa y aumenta la dificultad en
el estudio del micobioma es la escasa existencia de bases de datos, y el hecho que las existentes
poseen menor informacidén en comparacion con genes de referencia bacterianos (Suhr, 2016). No
obstante, el intento de estudiar el micobioma y el bacterioma en conjunto proporcionaria una vision

mas completa del microbioma intestinal y posibilitaria generar relaciones mas contundentes.

La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) permite la cuantificacién de carga
relativa de genes especificos (Klein D, 2002). Es una técnica que permite determinar la cantidad
de una region especifica de ADN, o amplicon, en tiempo real. La qPCR en el contexto del
microbioma, se puede utilizar para determinar la existencia de genes de resistencia a antibidticos
comparando con un gen de referencia que posean todas las bacterias como puede ser el gen /65

ARNr (Livak, 2001) (Dahdouh, 2022) (Dahdouh E., 2023).

Los carbapenémicos estan incluidos dentro de una clase de antibioticos betalactamicos (B
lactdmicos) de amplio espectro. Los cuales se utilizan como ultimo recurso para infecciones
bacterianas graves en entornos hospitalarios. No obstante, el aumento de bacterias resistentes a
este tipo de farmacos se ha convertido mundialmente en un dilema grave para la salud publica
(Jean, 2015). La produccion de enzimas carbapenemasas por parte de las bacterias Gram-negativas
es uno de los mecanismos principales de resistencia. Los genes blavim (Verona Imipenemasa),
blaxrc (Klebsiella pneumoniae Carbapenemase), blaoxa-as (Oxacillinase-48) y blanpm (New Delhi
Metallo-beta-lactamase) codifican carbapenemasas, las cuales hidrolizan los carbapenémicos
(Hammoudi Halat, 2020). Dichos genes se suelen localizar en elementos genéticos moéviles y por
lo tanto el microbioma intestinal puede actuar como un reservorio significativo para estos genes
de resistencia (Korach-Rechtman, 2020). Los elementos genéticos modviles como puede ser
transposones o plasmidos conjugativos son los que cumplen ese papel de diseminacion de genes
de resistencia. Esto se debe a que transfieren elementos de ADN, entre clones de la misma especie
y entre especies distintas, y asi facilitar la rapida propagacion de genes de resistencia (Touati,

2020).

La deteccion de genes de resistencia a través de una qPCR tiene como ventaja una mayor rapidez

y una reduccion de costes por muestra en comparacion a una deteccion por secuenciacion masiva
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(L1, 2024). A su vez, lo que busca con esta amplificacion por qPCR es la posibilidad de cuantificar
la carga relativa utilizando los valores de ciclo umbral (Ct). Sin embargo, esta estrategia tiene la
desventaja de que no va a poder detectar lo que no se estd buscando. Es decir, que solo detectara
genes de resistencia para los cuales se cuente con cebadores especificos. Por lo tanto, no sera capaz

de detectar otros genes de resistencia que no se incluyan en la estrategia planteada.

El concepto de carga relativa intestinal cuando se estudia el microbioma va a hacer referencia
entonces a esa porcion de un especie bacteriana o grupos de especies que poseen un gen especifico
que confiere cierta resistencia a antibidticos sobre la poblacion total (Livak, 2001). Ese calculo se
puede realizar al comparar los Cts de los genes que confieren resistencia a carbapenémicos,
analizandose su abundancia en relacién con la poblacion total, la cual se obtiene con los Cts del
gen 16S ARNr. Se ha propuesto en estudios recientes una relacion entre la carga relativa intestinal
de los genes de resistencia y la diversidad de especies presentes en el microbioma (Migliorini,
2022). La hipotesis sugiere que una elevada carga relativa intestinal de genes de resistencia podria
generar una diversidad menor en la poblacion microbiana total debido a que las bacterias que
portan ese gen de resistencia se multiplican hasta dominar la poblacién total mientras los
antibidticos matan a los que no tienes genes de resistencia (Migliorini, 2022). Es decir, mientras el
paciente este con un tratamiento de antibidticos, las bacterias portadoras de estos genes tendrian
una ventaja competitiva. A pesar de que una vez finalizado el tratamiento se puede disminuir el
predominio de esas bacterias resistentes, clinicamente afecta al paciente y a la posibilidad de tratar
futuras infecciones bacterianas. Por lo contrario, una mayor diversidad alfa se asociaria con una

menor carga relativa intestinal para genes de resistencia (Dahdouh E., 2023).

Las tecnologias de secuenciacion de nueva generaciéon (NGS) han sido un gran paso para
comprender el microbioma y han revolucionado el campo de su estudio. Esto se debe a que han
permitido el analisis del material genético de comunidades completas (Yen, 2021). Dentro de las
distintas técnicas de NGS, la secuenciacion de nanoporos creada por Oxford Nanophore
Technologies™ en contraposicion con otras técnicas como la [llumina™ permite la secuenciacion
de fragmentos de ADN largos como puede ser el gen /6S ARNr en su longitud completa (Rozas,
2022). Los amplicones a secuenciar utilizando la tecnologia de Illumina™ tienen una longitud
maxima de 300 pb. Esta caracteristica intrinseca de la técnica no permite la resolucion necesaria

para la identificacion filogenética hasta el nivel de especie en grupos bacterianos similares (Esberg,
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2024). No poder clasificar filogenéticamente con lecturas cortas se debe a que solo cubren una
fraccion del gen /6S ARNr. Lo que impide captar la variabilidad de todas las regiones
hipervariables necesarias para poder hacer una identificacion precisa a nivel de especie. Sin
embargo, esta tecnologia ha sido el gold standard durante mucho tiempo gracias a alta resolucion
en la asignacion de bases debido al tipo de quimica que utiliza la metodologia. A pesar de que la
tecnologia de nanoporos aun esta intentando aumentar la resolucion en el basecalling posee una
ventaja clave para ser la elegida en estudios de identificacion bacteriana. Presenta una mayor
resolucion taxondémica que puede llegar hasta nivel de especie, cosa que se complica con
tecnologias que generan lecturas de mayor precision, pero mas cortas (Cha, 2023). A su vez, la
tecnologia de Oxford presenta un costo relativamente menor lo que la vuelve una opcidon
interesante para investigaciones del microbioma (Oehler, 2023). A pesar de que muchos estudios
caracterizan el microbioma a través de muestras como heces o biopsias de la mucosa, diversos
estudios han demostrado que las torundas rectales también son una alternativa valida. Varios
trabajos han reportado alta similitud de la composicion del microbioma entre heces y torundas
rectales, considerandolas intercambiables. A su vez, las torundas rectales presentan la ventaja de
poder ser recolectadas de manera inmediata en el momento que se necesiten (Budding, 2014)

(Bassis, 2017).

El marco de este trabajo de fin de méster (TFM) se encuadra dentro del Hospital Universitario La
Paz (HULP) situada en la Comunidad de Madrid. Se utiliz6 la secuenciacion por nanoporos para
analizar el gen /6S ARNr de bacterias en muestras de torundas rectales de pacientes pediatricos.
La cuantificacion de carga relativa intestinal de genes de resistencia a carbapenémicos (blavim,
blaoxaas, blaxpc y blanpm) asi como el gen 16S ARNr, se llevo a cabo mediante datos de qPCRs.
A su vez, se afiadi6 el dato de si estas muestras tenian presencia de hongos, gracias a una qPCR
utilizando cebadores en la region del /7S2. El estudio incluy6 46 muestras de pacientes pediatricos
menores a 18 afios, incluyendo neonatos. Mediante este enfoque se busca explorar en profundidad
los datos del microbioma intestinal pediatrico y si hay correlacion entre éste y las cargas relativas

intestinales de genes de resistencia.
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3. Objetivos.
- Objetivo general:

o Analizar la diversidad del microbioma intestinal en pacientes pediatricos con el fin
de relacionarlo con genes de resistencia, para a futuro implementar estrategias
predicen cambios precisos en el microbioma.

- Objetivos especificos:

o Analizar datos de microbioma de 46 torundas rectales provenientes de pacientes
pediéatricos.

o Relacionar la diversidad del microbioma con las cargas relativas intestinales para

genes de carbapenemasas.

4. Metodologia.

4.1. Seleccion de las muestras v extraccion del ADN.

Las muestras de torundas rectales incluidas en este estudio fueron de pacientes pediatricos que se
atendieron en el HULP entre enero y marzo del 2025. Las muestras utilizadas fueron originalmente
tomadas de estos pacientes para realizar una vigilancia epidemiologica de rutina y no
especificamente para este trabajo. Es decir, las muestras fueron reutilizadas para este estudio. A su
vez, los resultados de este trabajo no fueron informados a los pacientes y tampoco influyeron en
el tratamiento de los mismos. Uno de los criterios excluyentes para seleccionarlas eran la edad de
los pacientes, debian ser pediatricos. Por lo tanto, solo se utilizaron muestras de pacientes que

tenian entre 0 y 18 afios de edad.

Las muestras se seleccionaron con diferentes criterios: teniendo en cuenta los resultados de una
qPCR, es parte de otro estudio y se realiza para determinar la presencia de genes de resistencia
como blavmv, blaxec, blaxom y blaoxa-4s. A cada una se le calculd la carga intestinal relativa,

utilizando la férmula:

Carga intestinal relativa = log (2(~(Ctcarb=Ct16s)))

Donde el Ctca es el ciclo umbral al cual amplifica uno de los genes de resistencia y el Ct;ss es el
ciclo umbral al cual amplifica el gen 165 ARNr. Para el caso de muestras donde amplificaron mas

de uno de los genes se calculd entonces mas de una carga intestinal relativa.



Universidad

Europea
Para extraer el ADN de las muestras, se tomaron 100 pL de las suspensiones obtenidas a partir de
hisopados rectales y fueron diluidas en 900 pL buffer TE (dilucién 1:10) con el fin de evitar
inhibiciones en las reacciones de PCR. Se incluy6 extraccion de agua (Fresenius Kabi™) distribuida

una posicion en cada run para analizar posibles contaminaciones del proceso.

Luego esta dilucion fue sometida a un hervido a 95 °C durante 10 minutos y una lisis mecénica a
7000 rpm durante 70 segundos utilizando tubos de MagNA Lyser Green Beads™ vy el equipo
Magna Lyser™ (Roche®). El ultimo paso fue la extraccion propiamente dicha en el equipo
MagMAX™ express (Thermo Fisher Applied Biosystem®) utilizando los reactivos de la misma
casa comercial y siguiendo los pasos especificados por el fabricante. Para ello se utilizaron 4 placas
de 96 pocillos a las cuales se les agregd: a una de ellas 250 pL de Wash 1. A otra placa 250 pL de
Wash 2. En otra placa, en la cual van a las muestras se agregd 175 pL de Lysis Buffer, 175 puL de
Biding Buffer y 20 pL. de Magnetic Beads. Por tltimo, en una placa de elucion se agreg6 90 uL de
Elution Buffer. Estas placas se colocaron en las posiciones que el equipo indica para cada una de

ellas.

Una vez con el ADN extraido este se almacend a -20°C hasta su uso.

4.2. Reaccion de qPCR.

A pesar de tener los resultados de la qPCR que detectd genes de carbapenemasas y el gen /65

ARNP, se realiz6 también una qPCR posterior a seleccionar las muestras.

El fin de esta qPCR era asegurar la presencia del gen /65y a su vez, en pocillos distintos, pero

utilizando las mismas muestras amplificar el fragmento /7S2 presente en hongos.

Los cebadores utilizados fueron 16S qPCR F y 16S qPCR R para detectar el gen /6S y
ITS2 qPCR F y ITS2 qPCR R para detectar el gen [7S2 (tabla 1). Los volimenes y
concentraciones de los reactivos se encuentran en la tabla 2 y las condiciones de ciclado en la tabla

3.

Tabla n°1. Nombres y secuencias de los cebadores utilizados en la qPCR.

Cebadores Secuencia

16S qPCR F 5'- TGGAGCATGTGGTTTAATTCGA -3
16S gPCR R 5"- TGCGGGACTTAACCCAACA -3’
ITS2 qPCR F 5'- TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’
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| ITS2 gPCR R | 5- GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3" |

Tabla n°2. Componentes, concentracion y volumen de la qPCR para amplificar el gen 7165 e ITS2,

por separado. Los volimenes son para una sola reaccion.

Componentes y | Casa comercial Volumen (pL)
concentracion

Agua Fresenius Kabi™

Syber Master mix (2X) Thermo Scientific™ 10

Cebadores mezcla FR (c/u 0,5 | Sigma-Aldrich

115)

ADN extraido - 2

Total por pocillo - 20

La mezcla de cebadores FR se prepar6 llevando inicialmente a una concentracion 1 pM a cada uno
por separado. Esto se debe a que la solucion madre se encuentra almacenada a 10 uM. Para ello se
toman 10 puL de primer F o R y se diluye en 90 uL de agua. Luego, se tomaron 10 uL. de primer F
con 10 puL de primer R y se diluyen en 80 puL.

Se prepararon dos mezclas de reaccion, una con los cebadores para /752 y otra con los del /68S.
Para preparar cada mezcla de reaccion se multiplican los valores de la tabla 2 por la cantidad de
muestras a procesar mas 2 muestras para corregir los errores de pipeteo. En este caso se calculaban

para sets de 26 muestras a pesar de que se largaron 24 muestras.

Tabla n° 3. Protocolo disenado para la qPCR. El termociclador utilizado es el CFX Connect.

Fase de la PCR Temperatura (°C) | Tiempo N° de ciclo
Desnaturalizacion inicial | 95 15 seg 1
Desnaturalizacion 95 15 seg

Anillado 58 15 seg 40 ciclos
Elongacion 72 30 seg

Una vez finalizado este proceso, los amplicones se almacenaban a -20°C. A su vez se registraron

los datos de los Ct a los cual amplificaban o no las muestras para ambos genes.

10
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4.3. Reaccion de PCR punto final.

Para cada muestra se realizo6 una PCR punto final con el fin de amplificar el gen /65 ARNr
completo para luego secuenciarlo. Los cebadores utilizados fueron 27F 16S y 1492R _16S (tabla
4) mientras que los reactivos utilizados, sus volumenes y concentraciones se presentan en la tabla

5,y los condiciones de ciclado en la tabla 6.

Tabla n°4. Nombre y secuencia de los cebadores utilizados en la PCR punto final.

Cebadores Secuencia
27F 16S 5- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG -3
1492R 16S 5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT -3~

Tabla n°S. Componentes, concentracion y volumen de la PCR punto final para amplificar el gen

16S. Los volumenes son para una sola reaccion.

Componentes y concentracion | Casa comercial Volumen (pL)
Agua Fresenius Kabi™ 6,4
Rx mix (Phusion high-fidelity | Thermo Scientific™ 10
PCR master mix) REF: F-5328
DMSO Thermo Scientific™ 0,6
REF: F-5328
Cebadores mezcla FR (c/u 0,5 | Sigma-Aldrich 1
uL)
ADN extraido - 2
Total por pocillo - 20

La enzima polimerasa utilizada en este caso, es una de alta fidelidad debido a que es necesario
obtener un fragmento amplificado de buena calidad ya que es el producto que va a ser secuenciado.
La fidelidad de la misma es 52 X comparado con una 7aq comercial, que se traduce en una tasa de
error 50 veces menor. A su vez, se agrega el DMSO con la intencion de potenciar el trabajo de la

polimerasa y aumentar su precision, especialmente en las zonas ricas en guanina y citosina (GC).

Tabla n®°6. Protocolo disefiado para la PCR punto final. El termociclador utilizado es el 2720

Thermal Cycler de Applied Biosystem™.,

11
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Fase de la PCR Temperatura (°C) | Tiempo N° de ciclo
Desnaturalizacion 95 5 min 1

inicial

Desnaturalizacion 95 30 seg

Anillado 50 30 seg 35 ciclos
Elongacion 72 1,5 min

Extension final 72 7 min 1
Resguardo de los |4 00 1
amplicones

Previo a entrar a la etapa de secuenciacion, se debio realizar un gel de electroforesis para visualizar
que efectivamente la PCR se realizd correctamente. Paso que sirve para confirmar si habia
producto de todas las muestras sin amplificaciones inespecificas (e.j. bandas de diferentes tamafios

visualizados en el gel). Mientras que el control negativo, agua, no se deberia visualizar nada.

La presencia del producto esperado (inica banda de 1500 pb) fue corroborado por electroforesis
en geles de agarosa al 1%, tefiidos con 3uL de Gel Red (10,000X) (LabNet Biotécnica®). En cada
pocillo del gel se depositod 5 uL del producto de PCR junto a 2 puL de buffer de carga. Para definir
el tamano del amplicon se utilizé un marcador de peso molecular 1 kb. Los geles se corrieron 30
minutos a 90 V'y 500 mA en cubetas de electroforesis horizontales (LabNet Biotécnica®) y luego
se revelaron en un transiluminador de luz UV (Spectroline®). El volumen remanente de la reaccion

de PCR se almacend a -20 °C.

4.4. Cuantificacion con Qubit.

Una vez confirmado la presencia del producto Unico con el gel de agarosa se realizd una
cuantificacion en el fluorometro Qubit 4 (Thermo Fisher Sciemtific®) con el protocolo “Broad
Range” y utilizando el kit Qubit™ dsDNA HS assay. Para ello se debi6 preparar los dos estandares
de ADN que vienen con el kit, uno de concentracion nula de ADN (0 ng/uL) y otro de una

concentracion alta (100 ng/uL) para construir una curva de calibracion. Asi cuando se ingreso la
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muestra en el fluorometro, en funcion de la fluorescencia obtenida el propio equipo te dice la

concentracion de cada muestra.

Se tomo6 1 pL. de cada muestra y en tubos de 0,5 mL (Qubit™ assay tubes) se agregaron 99 uL de

working solution 1X preparada previamente con el kit.

Este paso previo a la secuenciacion es para asegurar que se esté ingresando al proceso con una
cantidad de ADN similar de cada muestra. El rango de concentracion para este tipo de muestras y

tipo de proceso era aceptable valores entre 15-60 ng/uL.

Una vez que finaliz6 la PCR y los controles por Qubit y electroforesis en geles, se almacend los

amplicones a -20 °C hasta la preparacion de las librerias para secuenciacion.

4.5.Secuenciacion NGS.

Para la preparacion de las librerias se utilizd el kit Native Barcording kit 24 V14 (SQK-
NBD114.24) (Oxford Nanopore Technologies, 2025) segin indicaciones del fabricante con
algunas modificaciones. El equipo de secuenciacion utilizado fue el MinlON MkIC (Oxford

Nanopore Technologies™).

Un esquema general de los pasos se presenta en la imagen 1, cada paso se va a detallar a
continuacion. Mientras que los volimenes que se mencionan en los préximos apartados son para

24 muestras debido a que es la cantidad maxima para el tipo de kit utilizado.

MDD

1 Reparacion y fosforilacion
de extremos

@ l/ Ligacién de bardcodes

140 minutos I

- Ligacién de adaptadores
l/ T de secuenciacién

—
L 1
l Inyeccién de la muestra en la

" celda de flujo

~

\YAY,

Imagen 1. Preparacion de las librerias e inyeccion de la muestra en la celda de flujo. Imagen de

elaboracion propia, Biorender. (Adaptado de Oxford Nanopore Technologies, 2025)
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4.5.1. Reparacidn y fosforilacion de extremos.

El primer paso es la reparacion de los extremos para generar extremos romos y para que los

extremos se fosforilen.

Se preparo la mezcla de reaccion con los reactivos NEBNext® Companion Module E7180 segin
las instrucciones del fabricante. Se mezclaron 39 uL de Ultra I End-prep Reaction Buffer y 18.2
uL de Ultra IT End-prep Enzyme Mix (calculo para 26 muestras para tener volumen en exceso). Se

agreg6 2.2 puL de la mezcla a cada muestra.

Se tomaron 12.5 pL (de concentracion entre 15-60 ng/ul) de amplicon de cada una de las muestras
y se le anadieron 2 pLL de mezcla mencionada anteriormente. A esos 14 pL de reaccion se la incubd
en un termociclador (2720 Thermal Cycler de Applied Biosystem™) 10 minutos a 20°C y luego
otros 10 minutos a 65°C. Los 20°C son la temperatura 6ptima para que la enzima funcione.

Mientras que los 65°C finales son para desactivar la enzima.

Inmediatamente, una vez finalizada la fosforilacion de los extremos en el termociclador, se realizo
un paso de limpieza. Para ello se prepar6d 5 mL de etanol al 80%, el cual se debe preparar el mismo

dia de su uso para asegurar que no hubo evaporacion de etanol.

Se anadi6 14.5 uL AMPure XP Beads (que son bolitas magnéticas) a cada una de las muestras y
se resuspendid suavemente con pipeta, incubando 5 minutos a temperatura ambiente. Luego, se
colocaron los tubos en un iman esperando hasta que la solucion se aclare. Ya con la solucién
aclarada se tomo6 con una pipeta el sobrenadante y se descartd. De esta manera, en el pellet quedo
el ADN unido a las bolitas magnéticas gracias a la interaccion catidnica que se genera por la carga
negativa del ADN vy la positiva de las bolitas magnéticas. Se agregd 180 pL del etanol 80%
homogenizando de arriba a abajo 10 veces, suavemente utilizando la pipeta de 200 pL.
Nuevamente, se descartd el sobrenadante. A esos tubos se les dio un spin de 5 segundos para que

caiga el etanol remanente, se volvio a colocar en el iman y aspird con pipeta los restos de etanol.

Por ultimo, se quitaron los tubos del iman, resuspendiendo el pellet con 6 uL. de H>O free
(Fresenius Kabi™) sin tocar el pellet y dispensando el agua por encima de éste. Se dejo 2 minutos
a temperatura ambiente y para finalizar se volvieron a colocar los tubos en el iman y se recuperd

5 uL del eluido que tiene el ADN purificado.

14



Universidad
Europea

4.5.2. Ligacidén de los bardcodes.

El producto del paso 4.5.1 se cataloga como End-prepped ADN (5 pL). A cada uno de los tubos se
les aniadi6 1.5 pL de cada bardcode, en este caso se contaba con los bardcodes del 1 al 24 por run.
Por lo tanto, a cada muestra se le afiadié un bardcode correspondiente en orden creciente. Es
importante en este paso, saber a qué muestra se le afiadié que nimero de bardcode ya que éste
sirve como una “etiqueta” para la muestra. Por lo tanto, permite que luego las muestras se junten
en un mismo tubo porque ya fueron etiquetadas. Luego, a cada tubo se le anadio 4.5 pL de la
mezcla de reaccion de la blunt/TA ligasa, la enzima encargada de ligar los bardcodes a los extremos
romos fosforilados del amplicon. Ya con la ligasa y los bardcodes en cada tubo, se incub6 en
termociclador (2720 Thermal Cycler de Applied Biosystem™) a 25 °C durante 25 minutos. Una

vez pasados los 25 minutos, se agregd 2 uL. de EDTA a cada tubo para parar la reaccion de ligacion.

En este punto cada muestra se encontraba asociada a su bardcode, por lo tanto, ya fue posible
juntar 11 pL de cada tubo en un tubo eppendorf de 1,5 mL. Con todas las muestras en un mismo
tubo, se realizd la segunda limpieza. Para ello, se agregan 5 veces de bolitas magnéticas por
muestras en la mezcla (24x5) y se agregaron al tubo. Mientras se incubaba 10 minutos a
temperatura ambiente, se preparé 1mL de etanol al 80%. Ya pasados los minutos, se colocd el tubo
en el iman, se esperd que aclare y se descarto el sobrenadante. Sobre el pellet, se agregé 800 puL

de etanol 80%, se aspird de arriba a abajo 10 veces y se descarto el sobrenadante.

Luego se les dio un spin a las muestras para que los restos de etanol queden abajo y aspirarlos.
Con el tubo fuera del iman se agregaron 21 uL de agua free y se incubd 10 minutos a 37 °C en
termociclador (2720 Thermal Cycler de Applied Biosystem™). Una vez terminado, se coloco en

el iman y se recuperd 20 pL del eluido.

4.5.3. Ligacion de los adaptadores v limpieza.

Sobre el tubo con 20 pL del pool del paso 4.5.2 se agregd 4 uL del native adapter, 8§ pL de la
mezcla de ligacion con el buffer para que actlie la ligasa y 4 puL de la ligasa de ADN T4 quick. El
native adapter se une a los bardcodes que se encuentran en los extremos de cada amplicon. La
funcion de este adaptador es unir cada amplicon al poro que se encuentra en la celda de flujo del
MinlON. Estos adaptadores son proteinas que se unen al amplicon y al poro. La unién del

adaptador al barcode lo realiza la ligasa T4.
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Para catalizar esta reaccion de unidn se debid incubar esta mezcla en un termociclador 25 minutos
a temperatura ambiente (25°C). Una vez pasados estos minutos, se realizo la tercera y tltima
limpieza. Sobre los 36 puL anteriores se agregd 13 uL de AMPure beads y se dejé 10 minutos a
temperatura ambiente. Luego se coloco el tubo en el imén, se esperd a que aclare y luego se
descart6 el sobrenadante. Sobre el pellet se agregd 125 pulL de Buffer de Fragmentos Largos (LFB),
buffer que se encarga de beneficiar la presencia de amplicones largos en el eluido y que se
descarten los cortos. En este caso no se utiliza etanol y se utiliza el LFB porque es la tltima
limpieza previa a la secuenciacion. No es posible utilizar etanol debido a que este dafiara tanto los
adaptadores como el poro de la proteina que se encuentra en la celda de flujo. Se dispenso el buffer
y se aspir6 de arriba abajo 10 veces y luego se descart6 el sobrenadante. Se le di6 un spin al tubo

y se descartaron los restos del LFB.

Finalmente se quito el tubo del iman, se agregaron 7 uL del buffer de elucion (incluido en el kit de
secuenciacion) y se incubo a 37 °C durante 10 minutos en termociclador (2720 Thermal Cycler de
Applied Biosystem). Ya pasados esos minutos se coloco el tubo en el iméan y se recuperaron 6 pL

del eluido en un nuevo tubo.

De esos 6 puL se tomd 1 pL y se cuantifico en el fluorémetro Qubit 4 (Thermo Fisher Sciemtific®)
con el protocolo “Broad Range”. Para ello se debid preparar los dos estandares de ADN que vienen

con el kit, como se explico en el apartado 4.4.

4.5.4. Preparado e inyeccion de la muestra en la celda de flujo.

Como paso previo a cargar la mezcla de preparado y la muestra en la celda de flujo, se debe
atemperar la celda de flujo y hacer un chequeo de poros de la misma, la cual debe tener como

minimo 50 poros para obtener un nimero aceptable de lecturas.

La celda de flujo se colocd en el MinlON y se despego la pegatina negra, de esta manera se deja
descubierto el puerto de carga. Siempre tener en cuenta que no se puede generar presion alguna

sobre la celda ya que se pueden danar los poros.

La mezcla de preparado (priming mix) que se encuentra en el kit de expansion (Oxford Nanopore)
sirve para preparar la celda antes de inyectar la muestra. Se mezclaron 117 puL de Flow Cell Flush

y 3 pL de Flow Cell Tether. Esos 120 pL se debe dispensar sobre el puerto de carga de la “Flonge
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Flow cell”, sin generar ningun tipo de burbuja ya que estas van a dafiar los poros de la membrana.
Para pipetear sin generar burbujas se aspir6 el volumen con una pipeta de 200 pL, la cual se seted
en 120 pL. Antes de apoyar la punta sobre la celda de flujo se aseguré que no habia aire en la
punta, para ello se gir6 la rueda de la pipeta hasta el liquido quede bien en el final de la punta. Ya
con esto asegurado, se colocd la pipeta perpendicularmente sobre el puerto de carga de la celda.
Una vez alli, se comenz6 a emitir el volumen sin presionar émbolo si no que girando la rueda de
manera tal que el volumen disminuya e ingrese el liquido a la celda. Al cargar esta solucion se

consiguid hacer vacio sobre el puerto de carga.

Por separado, en otro tubo, sobre los 5 pL de libreria de ADN obtenidos en el paso 4.5.3 se agrego
15 pL de buffer de secuenciacion y 10 pL de beads de libreria. Gracias al vacio que se generd en
el puerto de carga, estos 30 pL se inyectan a la celda pipeteando gota a gota. Ya con todo cargado
se debe tapar el puerto de carga con la pegatina que previamente se retird y se programo el

MinlION.

Se debe seleccionar correctamente el tipo de celda de flujo utilizada, el tipo de basecalling que se
quiere obtener en la secuenciacion y en qué valor de calidad realizar el corte. En este caso, el tipo
de celda es FLO-FLG114 y el tipo de basecalling se utilizdé “high sensitivity”, es decir, alta
sensibilidad y el valor de calidad el 9. Este valor es equivalente a 1 error en el basecalling por cada
1000 bases. Todas las lecturas que no entren en esta calidad alta van a entrar dentro de las lecturas

que el secuenciador identifica como failed.

4.6.Analisis bioinformatico.

Una vez finalizado el proceso de secuenciacion en el secuenciador MinlON, se descargaron los
archivos fastq. Este tipo de archivos los genera el propio secuenciador al realizar el basecalling,
convirtiendo las sefiales de cambio de electricidad en nucledtidos con valores de calidad asignando
a su vez mientras los fragmentos de ADN pasen por los poros en la celda. Es decir, que estos
archivos tienen datos de secuencia y calidad de cada lectura. Dentro de MinKnow, el programa del
secuenciador de Oxford Nanopore, se puede ver diferentes métricas del run analitico para evaluar
el desempefio de la misma. Entre estos parametros se pueden destacar el nimero de lecturas por

bardcode y el valor de calidad de las lecturas (Q).

17



Universidad

Europea
Las muestras se analizaron en la nube Galaxy (Galaxy Community, 2024), que es una interfase
que conecta un sistema operativo de Linux con Windows y es de acceso gratuito. Para poder llegar
a un resultado de clasificacion taxondmica y visualizacion de la composicion de cada muestra se
debieron seguir una serie de pasos, mencionados en la imagen 2. El flujo permite realizar los pasos
de manera secuencial. Por lo tanto, alli figuran todas las herramientas en orden donde los archivos

de salida del paso anterior son el archivo de entrada al siguiente.

Fe:Comvert O X >
Kraken

Choose dataset to convert

@ out file (taxonomy]

FERTIC O x >
Srot  © x e~

dataset collection

Sequencing dataset(s) - one Toput seqpinces

per sample

output (input; @ output (tabular

@ output (input

# Z:Koonaple © x 3
chart

Input file

current history @ output (html) >
© contaminant i
€ Adapter tist

© ‘@ 'v(r*u‘ue (html ©
© ©

0 @ text_file (b

Imagen 2. Flujo de trabajo realizado en Galaxy (Galaxy Community, 2024).

- Trimming: es el proceso por el cual se limpian las lecturas crudas obtenidas en el
secuenciador. Es decir, que se eliminan lecturas de baja calidad porque no son confiables,
y por el tamafo de las lecturas que no coinciden con lo del gen completo /6S ARNr. Los
archivos de entrada a este proceso son los que tienen formato fastq. Hay diferentes
herramientas para realizar esto en Galaxy (Galaxy Community, 2024) pero en este caso se
utilizé Artic Guppyplex (version 1.6.0) que esta optimizado para lecturas de nanopore. En
este caso, la calidad se determin6 en 8 y el largo de las lecturas maximo en 1800 pb y
minimo en 1200 pb ya que el gen completo de /6S es de apropiadamente 1500 pb. El
maximo se selecciond por encima de este valor ya que hay que considerar que en los
extremos del amplicon se encuentran tanto los bardcodes como los adaptadores.

- FASTQC (version 0.12.1) (Andrews, n.d.): es otra herramienta de Galaxy que permite tener
un reporte de la calidad de las lecturas. En este caso se utilizo tanto antes como después
del proceso de limpieza de lecturas, lo que permite comparar y sacar conclusiones de si esa

limpieza elimina muchas lecturas y de la calidad de los resultados.
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- Kraken2 (version 2.1.3) (Wood, 2014): es el programa que se encarga de clasificar las

lecturas en etiquetas taxonomicas. El archivo de entrada de esta herramienta debe ser el
archivo de salida del Artic Guppyplex. La funcidén entonces es tomar las secuencias de
ADN y le asigna etiquetas taxonomicas. Para realizar la clasificacion es necesario que el
programa cuente con una base de datos de referencia para poder mapear las lecturas.
Kraken2 entonces incluye una base de datos predeterminada basada en el RefSeq del
“National Center Of Biotechnology Information” (NCBI) de Estados Unidos (Wood,
2014). La herramienta “Basic Local Aligment Search Tool” (BLAST) creada por el
Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (Zhang, 2000), funciona de manera de
similar al alinear datos de secuencias con bases de datos. Una de las ventajas novedosas de
Kraken2 es que gracias a su algoritmo realiza esta clasificacion de manera mas rapida
(Wood, 2014).
En este caso se selecciond la base de datos “Prebuilt Refseq indexes: PlusPF (standard plus
protozoa and fungi) (Version: 2022-06-07 — Downloaded: 2022-09-04T165121Z7)”. Es una
de las bases de datos en BLAST mas completas donde hay genomas de referencia de
bacterias, arqueas, humanos, virales, plasmidos, hongos y protozoos. La herramienta no
corrige errores, todas las lecturas que encuentra las clasifica. Por eso, es importante que el
archivo de entrada sea el archivo de salida del Artic Guppyplex. Lo que hace es clasificarlas
en documentos de hoja de calculo, pero no permite visualizarlos, para ello se usa Krona.

- Convert Kraken (version 5.1.0) (Wood, 2014) (Kosakovsky Pond, 2009): el archivo de
salida del Kraken2 no es compatible con la entrada de la version de Krona del Galaxy. Por
lo tanto, se utiliza esta herramienta intermedia entre un paso y otro. Todos los archivos de
Kraken2 pasan por esta herramienta y quedan en formando “taxonomy”.

- Krona (version 2.7.1) (Ondov, 2011) (Cuccuru, 2014): con esos archivos en formato
taxonomy, la herramienta Krona genera graficos y permite visualizar los datos. En este

caso se selecciono que la herramienta clasifique desde raiz hasta especie.

4.7. Analisis por Excel.

A pesar de utilizar Galaxy y finalizar con los datos visualizados en Krona, se realizé posteriormente
una limpieza de lecturas y se agruparon con el resto de los datos que se habia recolectado durante

su seleccion. Para ello, con los archivos de hojas de calculo que generd Krona, se descargaron y
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se analizaron manualmente. Para el andlisis se siguieron varios pasos, primero sobre la hoja de
calculo de cada muestra se contaron (formula contar de Excel) las lecturas totales de la muestra y
luego se contaron (formula contar.si de Excel) condicionalmente cuantas lecturas tenian la misma
etiqueta de identificacion sobre las lecturas totales. Una vez con estos dos datos, se borraron las
formulas y se dejaron los valores, de tal manera de eliminar los duplicados de esas etiquetas
taxonomicas. Debido a que Krona clasifica las lecturas haciendo un BLAST de cada una, las
especies en la clasificacion se repiten ya que el programa utiliza bases de datos que no estan al
100% curadas. Para solucionar esto, se realizoé una tabla dinamica de cada muestra utilizando los
datos de especies en la muestra y el numero de lecturas. A partir de cada una de las tablas que se
realizaron para todas las muestras, se extrajeron las especies mayoritarias de cada una y se juntaron
todos los datos en una sola tabla. De manera de hacer un resumen del run, las lecturas que eran
menor al nimero de lecturas de la especie mayoritaria del agua se catalogaron como “otros”.
Mientras que las mayores a ese nimero de lecturas, si se dejaron descritas, tanto con su nimero de

lecturas y el nimero total de lecturas de la muestra.

De tal manera, que el resultado final fue una hoja de calculo con cada una de las muestras con
todos los datos relevantes agrupados. Dentro de ellos, las especies que conformaban la muestra
acompanados de datos como sexo del paciente, edad, nimero de lecturas. Para el caso de las
muestras que eran positivas para alguno de los genes de resistencia se agregaron los datos de la
carga intestinal relativa. A su vez, se calculo el indice de Shannon utilizando las ecuaciones

mencionadas a continuacion.
Indice de Shannon = Y(InPi x Pi)

Siendo:

n° de lecturas por especie

I =

n° total de lecturas

Es relevante resaltar que, para este calculo no se consideraron las lecturas que Kraken2 no pudo
clasificar hasta especies. Es decir, que habia lecturas que quedaban clasificadas como “n” para
especies porque la herramienta solo llegaba a una clasificacion a nivel de género o incluso, solo
hasta familia. El criterio que se tomo fue que para esas lecturas que eran una suma de “n” a nivel

especie, solo se les anotd que tipo de Familia era la mayoritaria acompanada del porcentaje.
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4.8.Analisis estadistico.

Como se menciond en el punto 4.1 se calcularon las cargas intestinales relativas. En funcion del
valor de la misma, las muestras se clasificaron en 3 categorias: carga alta (0 a -2), carga media
(menor a -2) y negativos para muestras que no presentaron amplificacion para ningin gen de

carbapenemasas. A su vez, se recolectaron datos como el sexo y la edad de los pacientes.

La clasificacion se basa en que las muestras que se encuentran en una categoria de carga alta van
a tener entre un 100 y un 10 % de bacterias con genes de resistencia, carga media entre un 10 y un
1% mientras que carga baja seria entre un 1 y un 0,1%, en este caso no habia ninguna muestra que
cumpla con esta categoria. Lo que se espera en una persona adulta sana, con un microbioma

variado y sin enfermedad, es una carga entre media baja.

Se realiz6 aparte un archivo de Excel donde de cada muestra se contaba con el indice de Shannon
correspondiente y la categoria a la cual pertenecia esa muestra segiin su carga intestinal relativa.
También con el sexo y edad. Con este nuevo archivo se realizaron diferentes analisis utilizando la
herramienta R Studio® (R Core Team, 2024). Analisis mdas descriptivos como distribuciones de
los indices Shannon en las categorias de sexo y edad. Para ver distribuciones de ambos sexos se
realizd un violin-plot. Mientras que, con respecto a la edad, la division se realizo en 4 categorias y
se realizo un grafico de barras donde primero se debi6 calcular: media, deviacion y niamero de

datos por categoria.

Mientras que para realizar un analisis inferencial se comenzo6 con una prueba de Shapiro-Wilk
(Shapiro, 1965). Para ello también se utilizo R (R Core Team, 2024). Una vez que se confirmo
normalidad, se realiz6 una prueba de Levene para evaluar homogeneidad de las varianzas (Levene,
1960). De tal manera con la prueba de normalidad y de andlisis de las varianzas, se pudo realizar
una prueba de Student para comparar las medias entre los distintos grupos (Student, 1908). Esta
prueba estadistica permiti6 analizar si habia cambios significativos entre las diferentes categorias
de cargas intestinales y los indices de Shannon calculados. Es decir, analizar si habia diferencias
entre la diversidad del microbioma de las muestras dependiendo de las diferentes categorias a la

cual pertenecian.

Por tltimo, utilizando R se realiz6 una imagen de resumen con la composicion de especies de cada

muestra. Se dividio el grafico en las categorias teniendo en cuenta carga intestinal relativa. El

21



Universidad
Europea

grafico de barras apiladas tuvo en cuenta las lecturas de cada especie dentro de cada muestra. Es
importante destacar que las lecturas clasificadas como “n” donde no se logra clasificar hasta

especie, no se consideraron para este grafico.

5. Resultados.

5.1. Seleccion de muestras vy extraccion del ADN.

Dentro de las 46 muestras de torundas rectales seleccionadas, 22 eran positivas para genes de
resistencia a carbapenémicos y 24 eran negativas para dichos genes. Cada run de secuenciacion
constaba de 24 muestras y en cada uno hubo una posicion de muestra que se ocupd con agua. Agua
la cual se extrajo de la misma manera que las muestras. En a tabla 1 del anexo, se detallan los

codigos de cada muestra y la categoria a la cual pertenecen.

5.2. Reaccion de qPCR.

A las 48 muestras se les realizo la reaccion de qPCR para detectar el gen /6S ARNr y la region
ITS2. En la tabla 7 se ven los resultados y cuantas muestras amplificaron en cada reaccion.
Teniendo en cuenta que un Ct mayor a 35 se considero negativo, ya que valores por encima de este
umbral suelen asociarse a amplificaciones inespecificos o cantidades de ADN por debajo del limite
de deteccion confiables.

Tabla n°7. Resultados qPCR.

Categoria muestras Cantidad de positivas qPCR | Cantidad de positivas qPCR
165 ARNr ITS2

Muestras positivas para genes de | 22 5

resistencia a carbapenémicos

Muestras negativas para genes de | 23 3

resistencia a carbapenemicos

Agua 0 0

Por lo tanto, como se indica en la tabla 7 todas las muestras que provenian de torundas rectales
amplificaron para el gen caracteristico de bacterias menos una de ellas. Dicha muestra (Mb358)
con un Ct por encima de 35, negativa, provenia de un paciente neonato y se consideraron dos
hipotesis: un error en la toma de la muestra porque al diluirla no mejoro la amplificacion y otra
opcion, seria que por consumo de antibidticos y al ser un paciente neonato, el antibidtico haya
erradicado a las bacterias que se podian detectar del recién nacido.

Como se esperaba, ambas muestras de agua no amplificaron en ningtn caso.
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5.3. Reaccion de PCR punto final.

Para los resultados de la PCR punto final se realizaron dos geles de agarosa al 1%. En la imagen
1 del anexo se puede observar ambas fotos de los geles. Como detalle se menciona que la muestra
proveniente de neonato que no amplifico en la qPCR tampoco lo hizo para este caso. Razon por lo
cual en esa posicion (marcada con flecha roja en la imagen 1 del anexo) en el gel se ve sin

amplificacion.

5.4.Secuenciacion NGS.

A partir de los reportes realizados por el MiKNOW se consider6 que ambos runs pasaron los
parametros de calidad del programa. En la imagen 2 del anexo, se puede observar el grafico que
realiza el programa para presentar si la mayoria de las lecturas estan cerca de lo estimado o si

fallaron.

A su vez, con los reportes de cada run se decidio que 3 muestras negativas para genes de resistencia
a carbapenémicos (del »un 2) se iban a dejar fuera de los andlisis. Esto se debe a que el nimero de
lecturas por muestra era considerablemente menor al resto. En el run 2, la media de las lecturas
totales de cada muestra fue de aproximadamente 1900 lecturas. Sin embargo, las muestras que se
dejaron por fuera de los analisis tenian 389 lecturas (Mb358), 1218 lecturas (Mb365), y 1062
lecturas (Mb375).

5.5.Analisis bioinformatico.

Con el andlisis realizado con Galaxy se obtienen como resultado final, de cada muestra de cada
run, un grafico que realiza la herramienta Krona. Esos graficos interactivos que se generan tienen
la composicion de especies de cada muestra. A modo de ejemplo se adjuntan 4 imagenes en el

anexo (imagenes 3, 4, 5 y 6 del anexo).

Dos de las muestras adjuntadas en el anexo son Mb4 y Mbl4 (imagenes 3 y 4 del anexo,
respectivamente) pertenecen a la categoria de muestras que tenia una carga alta para genes de
resistencia a carbapenémicos. Mientras que Mb355 y Mb373 (imagenes 5 y 6 del anexo,
respectivamente) pertenecen a la categoria de muestras negativas para dichos genes. A pesar de las

categorias a la cual pertenece cada una, observando los graficos generados por Krona se puede
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destacar que la diversidad de especies es mayor en los casos de Mb14 y Mb373 comparado con

las otras dos.

5.6.Analisis en Excel v analisis estadistico.

En la tabla 2 del anexo se puede ver todas las muestras analizadas con la categoria a la cual
pertenecen, indice de Shannon calculado, sexo y edad.

Como parte de un andlisis estadistico inferencial, se comenzo realizando la prueba de Shapiro-
Wilk donde se contaba con 3 categorias: alta, media y negativos. Con los resultados de la prueba
no se puedo rechazar la hipdtesis nula, que sugiere que las muestras siguen una distribucion
normal. Esto se debe a que los valores de p valor eran mayores a 0,05 y los valores de las
estadisticas w son cercanas a 1 (resultados adjuntados en la tabla 3 del anexo). Por lo tanto, la
distribucion de los indices de Shannon se considera normal en las 3 categorias. En la imagen 7 del

anexo se puede observar la distribucion de los indices de Shannon en cada una de las categorias.

Una vez confirmada la distribucion normal, con la prueba de Levenne se confirmo la
homogeneidad de las varianzas. Ya que el p valor obtenido era de 0,1756, valor mayor a 0,05.
Por lo tanto, se pudieron considerar que las varianzas de las 3 categorias son homogéneas entre

Si.

Gracias a la normalidad de los datos y la homogeneidad de las varianzas, fue posible realizar las
pruebas de Student para comparar las 3 categorias entre si (resultados en la tabla 4 del anexo).
Por los resultados obtenidos no se pudo considerar que haya diferencias significativas entre los
indices de Shannon de cada categoria. Esto se debe a que las medias son muy similares entre si 'y
por lo tanto, la diferencia entre ellas es casi nula. Siendo la media de la categoria alta 1.86, la

media de la categoria media 1.84 y de los negativos 1.92.

Como parte de un analisis descriptivo con los datos de la tabla 2 del anexo se realizaron graficos
con R para mostrar las distribuciones de los indices de Shannon en ambos sexos. Del total de
muestras, habia 25 masculinos y 21 femeninos. Se realiz6 un violin-plot (imagen 4) donde se ve la
distribucion para ambos sexos. Esta sugiere que en ambos sexos las medianas de los indices de
Shannon son muy similares entre si, para femenino esta aproximadamente entre 1.9-2 y para

masculino en 2.0. No obstante, la forma de los graficos sugiere que para el grupo femenino hay
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mayor heterogeneidad en la distribucion que en el caso de los masculino donde los datos estan mas

centrados en su mediana.

Distribucién del indice de Shannon por Sexo
’ ’

Sexo

Br
M

indice de Shannon
o

Sexo
Imagen 4. Violin-plot para la distribucion de los indices de Shannon segun el sexo de los pacientes.

También de manera descriptiva se realizd un grafico de barras para las distribuciones de los indices
de Shannon en los diferentes grupos etarios (imagen 5). Neonatos (menores de 1 afio) con un n=15
muestras, entre 1 y 4 anos (n=19). Mientras que, entre 5 y 11 afios, n=5 y mayores a 12 afios
solamente n=4. Teniendo en cuenta el grafico de la imagen 5, se observa que la variacion del indice
de Shannon no es lineal con el aumento de la edad. Para el grupo entre 5 y 11 aflos se observa una
mayor diversidad que para los otros grupos, pero también la barra de error es mayor, sugiriendo
heterogeneidad en los datos. Mientras que, para el grupo de mayores de 12 afios, la diversidad se
observa disminuida. A pesar de estas observaciones que sugieren los graficos, las diferencias en la
cantidad de muestras de cada grupo no permite establecer que estas distribuciones se deban a una
razon concreta entre las edades de los pacientes y la diversidad del microbioma, y no a una

aleatoriedad de los datos.

indice de Shannon promedio por grupo etario

T1F

indice de Shannon (media + SD)

0
<A 708 f08 50
(\3\05\ v SANE 222

Grupo etario

Imagen 5. Grafico de barras con la distribucion del indice de Shannon por grupos etarios.
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Para analizar la estructura de la comunidad microbioma a nivel de especie, se generaron graficos
de barras apiladas (imagen 6) utilizando RStudio, una forma de resumir la composicién
taxondmica de cada muestra. En todos los casos (A, B y C), las muestras tienen lecturas

indicadas como “Otros” (especies que por si solas tenian muy pocas lecturas).

A.Muestras con carga intestinal relativa alta

Lecturas por espocie

“Muostia

B. Muestras con carga intestinal relativa media

Lecturas por especie

— . .

Muestra

C. Muestras sin carga intestinal relativa (negativas)

Lecturas por especie

Imagen 6. Grafico de barras apiladas para representar la composicion de cada muestra con sus
lecturas por especie. Eje X, cddigo de identificacion de cada muestra. Eje Y, lecturas por especie.
A. Muestras con carga intestinal alta para genes de resistencia a carbapenémicos. B. Muestras con
carga intestinal media para genes de resistencia a carbapenémicos. C. Muestras negativas para

genes de resistencia a carbapenémicos.

A partir del grafico de barras apiladas (imagen 6) se observan diferencias en los patrones de
composicion segun la categoria a la cual pertenecen las muestras. De manera general, para las

categorias, hay muchas lecturas ocupadas por “Otros” (color gris). En las tablas 5, 6 y 7 del
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anexo se encuentra cuantas especies se encuentran agrupadas en “Otros” de cada una de las

muestras en las imagenes 6 A, B y C, respectivamente.

Para el caso de las muestras con carga intestinal alta (A), se destacan que en la mayoria hay
presencia de especies como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Salmonella enterica. Las
muestras con carga intestinal media (B) también hay en la mayoria presencia de E. coli y K.
pneumoniae pero sugiere una menor diversidad de especies que para el caso A. Con respecto al
caso de muestras negativas para genes de resistencia (C), también la mayoria presentan E. coli y

K. pneumoniae con la diferencia que tienen muchas lecturas ocupadas por “Otros”.

6. Discusion.
En este trabajo, se propuso explorar el microbioma intestinal en 46 muestras provenientes de
pacientes pedidtricos a través de la secuenciacion del gen /65 ARNr completo. A su vez, como
criterios de clasificacion de las muestras se utilizaron los resultados de una qPCR para genes de
resistencia a carbapenémicos (blavim, blaoxaas, blakpc y blanpm). Resultados a partir de los cuales
se clasificaron en 3 categorias basadas en las cargas intestinales relativas. La hipotesis planteada
en este trabajo consistia en que cargas intestinales relativas altas se verian asociados a una menor
diversidad alfa. Diversidad asociada en este caso con el calculo del indice de Shannon, es decir, a

mayor indice, mayor diversidad del microbioma.

A partir de los resultados obtenidos en la secuenciacion existirian diferencias con la hipdtesis
inicial. En el grafico de barras apiladas de la imagen 6 se puede ver un buen resumen de los
resultados. A simple vista, la cantidad de lecturas varian bastante de muestra a muestra y esto
podria estar relacionado con las diferentes concentraciones de ADN con la cual se inicia el proceso
de secuenciacion. Otra observacion importante es que, indiferente de la categoria de las muestras
representadas, hay muchas lecturas ocupadas por la categoria “Otros”, lecturas de especies que por
si solas eran bajas, pero al tomarlas en conjunto tienen impacto. Lo que en la imagen 6 no se
representa es cuantas especies hay agrupadas en “Otros”, informacion que se encuentra en el anexo
(tablas 5, 6 y 7). Este dato no es menor, ya que al guiarse al visualmente, sugiere que la mayor
diversidad se encuentra en las muestras con carga intestinal relativa alta (A). Sin embargo, en las
muestras negativas para genes de resistencia (C) y en las muestras con carga intestinal relativa

media (B), la media de especies incluidas en “Otros” es mayor que para el caso A.
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A su vez, otra observacion importante es que la mayoria de las muestras tiene muchas lecturas
identificadas como Escherichia coli. Al momento de hacer un estudio de microbioma de este tipo
y querer sacar conclusiones, es importante contextualizar la epidemiologia local. En este caso, las
muestras fueron tomadas del HULP, Hospital ubicado en la cuidad de Madrid, Espaa. El estudio
se centrd6 en enzimas carbapenemasas, pero existen muchas otras como las B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) que son prevalentes en esta region y en la poblacion de estudio (Villa,
2014). Especialmente E. coli productora de BLEE con el gen blactx-Mm-1-Family €n tanto entonos
hospitalarios como comunitarios en Espafna (Lopez-Siles, 2023). Por lo tanto, la estrategia
planteada no encuentra lo que no busca, es una limitacion de detectar genes de resistencia a

antibidticos con una qPCR.

Adicionalmente, dejando de lado lo que visualmente se observa en la imagen 6, resultados
relevantes fueron los obtenidos con la prueba de Student. Ya que un visualmente puede relacionar
las alturas de la imagen 6 y la cantidad de colores con la diversidad, pero con la prueba se buscaron
diferencias significativas entre las categorias y lo indices de Shannon. Si la hipoétesis inicial se
cumpliria, deberia haber diferencias significativas entre los 3 grupos. De hecho, la media de los
indices de Shannon deberia ser menor en el caso de muestras con carga intestinal alta y la media
de las muestras negativas para genes de resistencia a carbapenemasas deberia ser la mayor. Esto
no solo no ocurre si no que no hay diferencias significativas, ya que las medias son muy similares
entre si. Una posible explicacion es la toma de antibidticos por parte de los pacientes que ha
resultado en la dominancia intestinal por pocas especies resistentes a estos antibioticos, resultando
en poca diversidad, aunque estas no tienen genes de carbapenemasas (pero esto no tiene que decir

que no tendran otros genes de resistencia a antibioticos).

A su vez, la disparidad de la cantidad muestras en los diferentes grupos etarios es una limitacién
de la estrategia de trabajo. Siendo los grupos por encima de 5 afos (de 5 a 11 y mayores de 12)

con una baja representatividad.

En conclusion, este estudio exploratorio y descriptivo no se ha detectado diferencias significativas
entre las cargas intestinales de carbapenemasas y la diversidad del microbioma intestinal. Pero, ha
sido un estudio que da lugar a futuras investigaciones, donde seria interesante adicionar una
deteccion por qPCR para genes de resistencia a otros tipos de antibioticos, teniendo en cuenta la

epidemiologia local. Como sumar una deteccion del gen blactx-Mm-1-Family considerando que la
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mayoria de las muestras analizadas presentan muchas lecturas dominadas por E. coli. También
seria interesante aumentar el nimero de muestras analizadas con distribuciones equitativas entre
los diferentes grupos etarios. Esto permitiria aumentar la complejidad de los analisis estadisticos

a realizar y conclusiones del estudio mas contundentes.

Este trabajo se alinea con la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible de las Naciones Unidas.
Especificamente con el Objetivo de Desarrollo Sostenible (ODS) 3 de Salud y Bienestar. El trabajo
contribuye conocimiento y experiencia para a futuro poder predecir cambios y efectos en el
microbioma producidos, por ejemplo, por el consumo de antibidticos. El consumo de antibidticos
y su efecto en el microbioma intestinal de pediatricos tiene impacto crucial en la salud y bienestar

de esta poblacion.

7. Conclusiones.

En base a los objetivos del presente estudio y los resultados obtenidos se concluye que:

- Larelacion entre la diversidad microbiana y las cargas intestinales relativas no coincidieron
con la hipotesis planteada por la bibliografia en 46 muestras de torundas rectales obtenidos
de pacientes pediatricos.

- Lapresencia de Escherichia coli en conjunto con el contexto de la epidemiologia local de
BLEE podria sugerir que la diversidad del microbioma esta influenciada por otros genes
de resistencia a antibidticos no cuantificados en este estudio.

- Las limitaciones en el tamafio muestral por grupo etario impiden establecer correlaciones
conclusivas entre los grupos etarios y la diversidad del microbioma.

- Para poder implementar a futuro estrategias que predigan cambios precisos en el
microbioma seria interesante aumentar el tamafio de muestras y analizar otros genes de

resistencia a antibioticos.
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9. Anexo.

Tabla n°1 Anexo. Listado de las muestras procesadas y a que

clasificacién realizada.

categoria pertenecen segun la

Muestras con carga alta para
para genes de resistencia a

carbapenémicos

Muestras con carga media para para

genes de resistencia a

carbapenémicos

Muestras negativas para para

genes de resistencia  a

carbapenémicos

Mb4, MbS5, Mbl3, Mbl4,
Mb15, Mb76, Mb79, Mb130,
Mbl136, Mbl93, Mb254,
Mb308, Mb389 y Mb390.

Mbl, Mb77, Mb84, Mb85, Mbl18S,
Mb190, Mb256 y Mb257.

Mb82, Mb355, Mb356, Mb357,
Mb358, Mb359, Mb360, Mb361,
Mb362, Mb363, Mb364, Mb365,
Mb366, Mb367, Mb368, Mb369,
Mb370, Mb371, Mb372, Mb373,
Mb374, Mb375, Mb376 y
Mb378.

Total de muestras con carga: 22

Total negativas: 24

--ew

- NN

Imagen 1 Anexo. Geles de agarosa. En ambos geles, tanto en la parte superior como inferior se
encuentra el marcador de peso molecular (marcado como “M PM”). En el resto de los pocillos se
observa un solo producto del tamafio deseado (flecha azul, 1500pb), excepto en el control
negativo (ltima posicidon de ambos geles). A. Muestras negativas para genes de resistencia a
carbapenémicos, la flecha roja marca una muestra que no amplifico. B. Muestras positivas para

genes de resistencia a carbapenémicos. Vale aclarar que no se sembraron en estos geles todas las
muestras procesadas ya que hay 24 posiciones en ambos, pero 4 de ellas se ocuparon con los

marcadores de peso molecular.
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Imagen 2 Anexo. Grafica de las lecturas que han pasado y no han pasado el filtro de calidad. A.
Gréfico para el run 1. B. Grafico para el run 2.

Imagen 3 Anexo. Resultado de la representacion de la composicion taxondmica con Krona de la
muestra Mb4 (categoria: carga alta para genes de resistencia a carbapenémicos).
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Imagen 4 Anexo. Resultado de la representacion de la composicion taxondmica con Krona de la
muestra Mb14 (categoria: carga alta para genes de resistencia a carbapenémicos).

o) oo enpyeuds3

Eukaryota 0% .

Imagen 5 Anexo. Resultado de la representacion de la composicion taxondmica con Krona de la
muestra Mb355 (categoria: negativa para genes de resistencia a carbapenémicos).
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Imagen 6 Anexo. Resultado de la representacion de la composicion taxondémica con Krona de la
muestra Mb373 (categoria: negativa para genes de resistencia a carbapenémicos).

Tabla n°2 Anexo. Listado de cada muestra con la categoria a la cual pertenecen, indice de
Shannon, sexo y edad.

Cédigo muestra Indice de Categoria a la Sexo Edad
Shannon cual pertenece
Mb4 1.33 alta M 3
Mb5 1.73 alta F 1
Mb13 1.76 alta F 1
Mb14 2.37 alta M 3
Mb15 1.49 alta M 1
Mb76 1.88 alta F 0
Mb79 2.59 alta M 3
Mb 130 1.88 alta F 1
Mb 136 1.55 alta M 14
Mb 193 1.78 alta M 2
Mb 254 1.96 alta F 0
Mb 308 1.74 alta M 3
Mb389 2 alta M 17
Mb390 1.94 alta M 0
Mbl 1.84 media M 1
Mb77 1.63 media M 2
Mbg4 1.09 media M 0
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Mb85 1.74 media M 17
Mb 188 1.95 media M 0
Mb 190 2 media M 1
Mb 256 2.33 media M 1
Mb 257 2.14 media M 0

MbS§2 2.27 negativo M 0
Mb355 1.05 negativo F 1
Mb356 2.23 negativo F 0
Mb357 1.1 negativo M 0
Mb359 1.13 negativo F 15
Mb360 1.7 negativo F 0
Mb361 2.11 negativo M 9
Mb362 2.67 negativo M 4
Mb363 1.43 negativo F 1
Mb364 1.85 negativo F 0
Mb366 1.81 negativo F 2
Mb367 1.96 negativo M 4
Mb368 1.93 negativo F 0
Mb369 0.73 negativo F 11
Mb370 1.93 negativo M 0
Mb371 2.97 negativo F 6
Mb372 2.19 negativo M 0
Mb373 3.02 negativo F 9
Mb374 2.01 negativo F 9
Mb376 2.33 negativo F 0
Mb378 1.94 negativo F 1

Tabla n°3 Anexo. Resultados de la prueba Shapiro-Wilk.

Categoria n (total de muestras por | P_valor W _ statistic
categoria)

alta 14 0.379 0.937

media 8 0.638 0.943

negativo 21 0.519 0.960
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Imagen 7 Anexo. Distribucion de los indices de Shannon en las 3 categorias, alta, media y

negativo respectivamente.

Tabla n°4 Anexo. Resultados de la prueba de Student, realizado con RStudio.

Comparaciones | t df P wvalor Media Media IC 95 bajo | IC 95 alto
del grupo | del grupo
1 2
Alta vs Media | 0.11 20 0.91 1.86 1.84 -0.30 0.34
Alta vs | -0.37 33 0.71 1.86 1.92 -0.42 0.29
Negativo
Media vs | -0.36 27 0.72 1.84 1.92 -0.55 0.39
Negativo

Tabla n°S Anexo. Cantidad de especies que fueron agrupadas en “Otros” en cada muestra de la

imagen 5 A.

Muestras Cantidad de especies resumidas en “Otros”
Mb4 49
Mb5 65
Mb13 69
Mb14 91
Mb15 61
Mb76 60
Mb79 106

Mb130 76
Mb136 52
Mb193 68
Mb254 95
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Mb308 77
Mb389 73
Mb390 77

Tabla n°6 Anexo. Cantidad de especies que fueron agrupadas en “Otros” en cada muestra de la

imagen 5 B.
Muestras Cantidad de especies resumidas en “Otros”

Mbl 75

Mb77 77

Mb84 58

Mb85 92
Mb188 81
Mb190 75
Mb256 111
Mb257 97

Tabla n°7 Anexo. Cantidad de especies que fueron agrupadas en “Otros” en cada muestra de la

imagen 5 C.
Muestras Cantidad de especies resumidas en “Otros”
Mb8§2 99
Mb355 56
Mb356 110
Mb357 56
Mb359 69
Mb360 79
Mb361 74
Mb362 97
Mb363 79
Mb364 68
Mb366 68
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Mb367 110
Mb368 86
Mb369 51
Mb370 92
Mb371 113
Mb372 71
Mb373 142
Mb374 82
Mb376 151
Mb378 98
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