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Resumen

Objetivos: Desarrollar un pipeline de bioinformatica utilizando los sistemas
Nextflow y nf-core, que permiten crear flujos de trabajo automatizados, para analizar

genomas completos (secuencias fastq) de Staphylococcus aureus.

Materiales y Métodos: Se emplearon treinta secuencias de genoma de S. aureus,
obtenidas del Centro Nacional de Microbiologia (ISCIII). El pipeline fue disefiado usando
Nextflow y herramientas de nf-core, siguiendo las mejores practicas para garantizar la
reproducibilidad. Incluye mdédulos de control de calidad de lecturas (FastQC y FastP),
ensamblaje (Unicycler y Shovill) y anotacion (Prokka) de genomas bacterianos, y ademas
proporciona, un andlisis de genes de resistencia a antibidticos y genes de virulencia
(ARIBA, Abricate y Mykrobe). También se utilizd IQ-TREE y MASH para la construccién

de arboles filogenéticos.

Resultados: El pipeline StaPhyloRes mostré un desempefio eficiente en un
sistema de computacién de alto rendimiento (HPC, del inglés High-performance
computing), generando resultados reproducibles y de alta calidad en cada médulo. La
eleccion de Unicycler fue priorizada por una mayor calidad de los ensamblajes
resultantes. Los resultados de la tipificacion molecular (MLST, spa-tipo, SCCmec tipo y
agr tipo) se agruparon en un resumen local para una visualizacién tipo resumen, al igual
gue los resultados de andlisis de genes de resistencia a antibidticos y a virulencia que se
resumieron segun cada herramienta y base de datos utilizada. Finalmente, se logrd la
integracion y consolidacion de los datos de control de calidad de lecturas y ensamblaje

en un Unico informe visual mediante MultiQC.

Conclusiones: StaPhyloRes es una herramienta util y accesible para el estudio de
genomas de S. aureus, permitiendo identificar genes de resistencia a antibidticos y
virulencia, y proporcionando una base para estudios de vigilancia epidemioldgica. Su
disefio modular facilita la adaptacion para otros patdégenos y entornos de analisis
bioinformatico, aportando valor a la prevencién de infecciones bacterianas

hospitalarias.
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Abastract

Objectives: Develop a bioinformatics pipeline using Nextflow and nf-core systems,
which enables the creation of automated workflows to analyse complete genomes

(fastq sequences) of Staphylococcus aureus.

Materials and Methods: Thirty S. aureus genome sequences, obtained from the
National Center for Microbiology (ISCIII), were used. The pipeline was designed using
Nextflow and nf-core tools, adhering to best practices to ensure reproducibility. It
includes reading quality control modules (FastQC and FastP), genome assembly
(Unicycler and Shovill), and bacterial genome annotation (Prokka), as well as antibiotic
resistance gene and virulence gene analysis (ARIBA, Abricate, and Mykrobe). IQ-TREE

and MASH were also used for phylogenetic tree construction.

Results: StaPhyloRes’s pipeline demonstrated an efficient performance in a high-
performance computing system (HPC), generating reproducible and high-quality results
across each module. Unicycler was prioritized for its higher assembly quality. Results
from molecular typing (MLST, spa type, SCCmec type, and agr type) were compiled into
a local summary for streamlined visualization, and antibiotic resistance and virulence
gene analysis results were summarized by tool and database used. Finally, quality
control and assembly data were integrated and consolidated into a single visual report

via MultiQC.

Conclusions: StaPhyloRes is a valuable and accessible tool for studying S. aureus
genomes, enabling the identification of antibiotic resistance and virulence genes,
providing a foundation for epidemiological surveillance studies as well. Its modular
design eases the adaptation for other pathogens and bioinformatics analysis

environments, adding value to hospital bacterial infections prevention efforts.

Keywords: Staphylococcus aureus, antibiotic resistance, Nextflow, molecular

typing, phylogenetic analysis, bioinformatics.
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1. Introduccion

1.1.Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria que forma parte de las cocaceas Gram
positivas, inmavil, no esporulada y generalmente no encapsulada, aunque algunas cepas
pueden producir una cdpsula mucoide. Respecto a su metabolismo se caracteriza por
ser anaerobio facultativo con produccién de catalasa y coagulasa, pero negativo para
oxidasa, con un crecimiento éptimo entre 18 y 40°C y amplios rangos de pH [, Este
patdgeno origina un gran nimero de enfermedades y es uno de los principales agentes
causales de infecciones que van desde infecciones de piel y tejidos blandos, neumonias,
infecciones osteoarticulares, infecciones endovasculares y meningitis. Las infecciones
invasoras por Staphylococcus aureus se han asociado a una mayor mortalidad, mayor

estancia hospitalaria y mayores costes sanitarios [173],

1.2.Staphylococcus aureus resistente a meticilina

S. aureus tiene una notable capacidad para adaptarse ante la presencia de los
antibidticos usados para combatir las infecciones causados por este mismo. De modo
gue ya en la década los 40, con el uso de la penicilina para tratar infecciones por
estafilococos, en un afio de uso clinico ya se habian desarrollado e identificado cepas de
S. aureus resistentes a este antibidtico. Resistencia producida por penicilinasas, las
cuales corresponde a enzimas B-lactamasas codificadas por el gen blaZ, que pueden
hidrolizar la penicilina. En la actualidad, mas del 90% de las cepas de S. aureus poseen

este mecanismo de resistencia 4.

La resistencia a la meticilina en S. aureus se debe a la produccién de una proteina
de unién a penicilina (PBP2a) de baja afinidad para antimicrobianos B-lactamicos,
codificada por el gen mecA. Este gen se encuentra en una seccién mévil del cromosoma
de S. aureus llamada casete cromosdmico estafilococico mec (SCCmec), que es muy
diverso y tiene un tamafio variable (tipos | a XI), cuya longitud esta relacionada con el
origen clonal de las cepas 1. Las cepas de S. qureus que contienen el gen mecA son
resistentes a todos los B-lactdmicos, excepto a dos nuevas cefalosporinas: ceftobiprole

10
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y ceftarolina. Esto representa un importante desafio terapéutico sumado a la capacidad

de los estafilococos para adquirir resistencia a otros antibioticos 1.

1.3.Tipificacion Molecular

La tipificacion molecular de Staphylococcus aureus es realizada mediante
diferentes técnicas con la finalidad de entender la epidemiologia de Staphylococcus
aureus, conocer clones predominantes y/o transmisibilidad para poder mantener una

vigilancia y control frente a la diseminacion del microorganismo.

1.3.1. Multilocus Sequence Typing (MLST)

El andlisis consiste en examinar la secuencia de nucledtidos de fragmentos
internos de ciertos genes conservados "housekeeping" que codifican enzimas
metabdlicas. Este andlisis permite detectar variaciones neutras que definen lineas
clonales relativamente estables. En el caso de S. aureus, se identifican a lo menos siete
genes "housekeeping": arcC (carbamato quinasa), aroE (shikimato deshidrogenasa),
glpF (glicerol quinasa), gmk (guanilato quinasa), pta (fosfato acetiltransferasa), tpi
(triosafosfato isomerasa) y yqil (acetil coenzima A acetiltransferasa). La secuencia de
estos genes se compara con los alelos conocidos disponibles en la pagina web
www.mlist.net, y el perfil alélico obtenido permite determinar la secuencia tipo (ST) de

la cepa ®.

1.3.2. Spa-typing

La técnica de spa-typing utiliza la secuencia de un VNTR polimdrfico en la region X
codificante de la proteina A especifica (spa) de S. aureus. La regidn X se caracteriza por
un numero variable (entre 3 y 15) de pequefias repeticiones. Cada nueva composicidon
de base del repetido polimérfico encontrada en una cepa se asigna un cddigo Unico. La
secuencia de repeticién para una cepa determinada determina su spa-tipo. Aunque la
tipificacion spa es una técnica de tipificacion de locus Unico, ofrece una resolucion de
subtipo comparable a técnicas mas costosas y/o laboriosas como MLST y electroforesis
de campo pulsado (Pulse Field Gel Electrophoresis, PFGE. La tipificacion spa es

suficientemente estable para la tipificacion epidemiolégica de cepas de Staphylococcus
11
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aureus resistente a meticilina (SARM). Los resultados sugieren que los brotes
hospitalarios pueden ser causados por dos o mas cepas de SARM, haciendo de la
tipificacion spa una herramienta importante para entender la diseminacién de SARM

dentro y entre hospitales [>19],

1.3.3. SCCmec

El andlisis del polimorfismo del SCCmec, es una técnica basada en el analisis del

polimorfismo asociado al SCCmec que contiene al gen mecA.

La importancia de conocer la constitucion del SCCmec radica en que, a partir de
los eventos de recombinacién entre los genes ccr y mecA, se ha generado una variedad
de SCCmec que permite clasificar al Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(SARM) segun el tipo de SCCmec que posee. Inicialmente se describieron cinco tipos de
SCCmec (I-V). Sin embargo, actualmente ya se cuenta con cuatro tipos extra como

SCCmec VI-XI.

Ademas, los SCCmec se diferencian entre si por sus determinantes de resistencia.
Los SCCmec |, IV, V, VI y VII codifican exclusivamente para resistencia a los antibidticos
betalactamicos, mientras que los SCCmec I, Ill y VIl poseen genes adicionales que
confieren resistencia a multiples clases de antibidticos, ademds de los antibidticos

betalactdmicos 11121,

1.3.4. Locus agr

El locus del regulador de genes accesorios (agr) de S. aureus es un grupo de genes
de quorum sensing compuesto por cinco genes (hld, agrB, agrD, agrC y agrA) que
aumenta la produccion de factores de virulencia secretados, incluyendo las hemolisinas

alfa, beta y delta, y reduce la produccidn de factores de virulencia asociados a la célula

[13,24]

Las cepas de S. aureus se pueden clasificar segun el tipo de locus agr que posean,

existiendo cuatro tipos diferentes en esta especie. Se ha observado que las cepas dentro

12
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de un mismo grupo pueden activar la respuesta agr en otras cepas del mismo grupo e

inhibir la respuesta en cepas de otros grupos >,

1.4.Factores de Virulencia

1.4.1. Leucocidina de Panton-Valentine

Una de las toxinas mas virulentas y conocidas es la Leucocidina de Panton-
Valentine (LPV). Solo el 2-3% de las cepas de S. aureus producen esta leucotoxina. Este
factor es una citotoxina que se une a los fosfolipidos de la membrana de los leucocitos
y macrdéfagos, induciendo la formacion de poros que alteran la permeabilidad celular,
provocando la destruccion de leucocitos y necrosis tisular 18, Se estipula que esta
citotoxina es la responsable de causar desde infecciones leves en la piel y tejidos blandos
hasta enfermedades invasivas como neumonia necrotizante, sepsis severa y fascitis

necrotizante, que ponen en riesgo la vida del individuo 171,

1.4.2. Toxinas Exfoliativas

Las toxinas exfoliativas (ET) de S. aureus son proteinas extracelulares responsables
en humanos (mediante toxinas A y B) de las manifestaciones cutaneas de la enfermedad

denominada impétigo bulloso y del sindrome estafilocdcico de la piel escaldada 18,

1.4.3. Hemolisinas

Se han descrito cinco hemolisinas: alfa, beta, gamma, delta y una variante de
gamma. Estas toxinas estan generalmente presentes en la mayoria de las cepas de S.

aureus 191,

13
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1.5.Importancia de la vigilancia activa de infecciones por Staphylococcus
aureus basada en secuenciacion genomica

Desde al afo 2021, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha definido una

serie de microrganismos con tres niveles de prioridad en salud publica, que va desde el

nivel Critico, Elevado y Medio, encontrando el patégeno Staphylococcus aureus

resistente a la meticilina, en el encuadre de prioridad elevada, motivo por el cual es un

patdégeno de interés en salud publica debido a su amplio espectro de asociaciones a

diferentes infecciones mencionadas anteriormente 129,

El ECDC (del inglés European Centre for Disease Prevention and Control) propone
la priorizacién en la implementacion la secuenciacidon de genoma completo para su uso
en las investigaciones de brotes y vigilancia de la salud publica, con tal de mejorar la

prevencion y control de las enfermedades 24,

Dentro de la lista de patégenos y enfermedades prioritarias para una integracion
a medio plazo (2019-2021) encontramos al Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina, priorizando su confirmacién temprana para brotes multinacionales,
identificacion de los vectores genéticos que pueda presentar, entre otras medidas

solicitadas (22!,

Manteniendo los objetivos tanto de la OMS, la ECDC y del plan nacional de Espaiia
frente a la resistencia a los antibiéticos (PRAN), se vio la necesidad de la implementacién
de una red de laboratorios para la vigilancia de microorganismos resistentes, iniciando
RedLabRA, la cual es una red de laboratorios de microbiologia en Espafia, coordinada e
interconectada a nivel nacional, que trabaja en el diagnéstico y estudio molecular de
microorganismos resistentes a antibidticos. Esta red responde a la necesidad de abordar
el creciente impacto clinico y epidemiolégico de los microorganismos multirresistentes,
entre ellos SARM, y quiere estandarizar los procedimientos de deteccién y

caracterizacion de los mecanismos de resistencial?3!,

14
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1.6.Secuenciacion de Genoma Completo

La secuenciacion del genoma completo (WGS, del inglés whole-genome
sequencing) es una tecnologia en rapida evolucion, en donde gracias a la tecnologia de
secuenciacion de segunda generacion ha podido reducir costos y acercar esta tecnologia
en los laboratorios clinicos de rutina 4. Es posible secuenciar muestras directamente
en pocas horas, lo que trae grandes mejoras en el diagndstico y trae consigo nuevos
retos en el manejo de la informacién de valor generada por estos mismos analisis.
Dentro de esa nueva informacién obtenida, trae el incremento de la rapidez en la
deteccion de resistencia a los antibidticos para diversos patégenos de importancia
sanitaria, ademas de poder ofrecer informacién valiosa para ser usada en vigilancia

epidemioldgica de los mismos [°],

1.7.NextFlow y nf-core

En andlisis de grandes volumenes de datos en bioinformatica ha impulsado el
desarrollo de herramientas capaces de manejar flujos de trabajo complejos de una
forma totalmente reproducible y escalable. Para dar respuesta a este desafio surge
nextflow, ofreciendo una plataforma flexible y escalable para manejar diversas tareas
computacionales en bioinformatica. Nextflow, basado en el modelo de flujo de datos,
permite a los usuarios disefiar pipelines mediante la composiciéon de procesos
individuales, que se pueden ejecutar en plataformas locales o en entornos distribuidos
como clusteres de computacién de alto rendimiento (HPC), servicios en la nube vy
herramientas de software como Docker y Conda, hace posible la creacién de pipelines
portatiles que pueden ser ejecutados en una amplia variedad de entornos sin necesidad

de reconfiguraciones complejas 26!,

Gracias a nextflow nace la comunidad de nf-core 1], el cual recopila un conjunto
curado de pipelines bioinformaticos construidos en nextflow, lo que les permite
ejecutarse en la mayoria de las infraestructuras computacionales actuales. La
comunidad nf-core ha desarrollado un conjunto de herramientas que automatizan la

creacidén, prueba, implementacién y sincronizacidn de pipelines. La comunidad nf-core
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se encarga de entregar el marco para las mejores practicas de desarrollo,
estandarizacion y documentacion de codigo. La naturaleza open source de esta
comunidad facilita el intercambio de ideas y colaboracidn sobre las mejores practicas e
implementacién de pipelines especificos, con la participacién de expertos de todo el

mundo.[28:29]

1.8.Finalidad y Producto Esperado

La finalidad de este TFM tiene como objetivo realizar el analisis bioinformatico y
obtener informacidn clinica relevante sobre los datos de genoma completo de cepas de
Staphylococcus aureus provenientes de infecciones invasoras en hospitales de Espana.
Esta informacidn, recogida a través del Programa de Vigilancia de Infecciones
Estafilococicas, coordinado desde el Centro Nacional de Microbiologia, del Instituto de
Salud Carlos lll, se analizara mediante la creacidn de un pipeline basado en Nextflow y
modulos de nf-core, que automatizara los analisis requeridos para la vigilancia y
diagndstico microbiolégico completo de infecciones y colonizaciones causadas por
Staphylococcus aureus especificamente y aplicable también a otras bacterias resistentes

a los antibiodticos.

El pipeline StaPhyloRes esta disefado para el analisis gendmico de secuencias
cortas de Staphylococcus aureus, abarcando desde el control de calidad hasta el andlisis
de los genes de resistencia a antibidticos, identificacion de factores de virulencia,
prediccién de resistencia a antibioticos, tipificacion molecular y la construcciéon de

arboles filogenéticos.
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2. Objetivos

2.1.0bjetivo General:

Desarrollar un pipeline de bioinformatica utilizando los sistemas Nextflow y nf-
core, que permiten crear flujos de trabajo automatizados, para analizar genomas
completos (secuencias fastq) de Staphylococcus aureus. Este pipeline incluye los
siguientes pasos: el analisis de calidad de las lecturas crudas, el trimado, el ensamblaje
del genoma y calidad del ensamblado, la identificacion de genes de resistencia a
antibidticos y de virulencia, la tipificacion molecular especifica del género bacteriano, el
analisis filogenético basado en polimorfismos de un solo nucledtido (SNP, de inglés
single-nucleotide polymorphisms) y generacion de informes detallados. Ademas, se

estudiard la prediccién fenotipica de la resistencia a antibidticos de interés clinico.

2.2.0bjetivos Especificos:

2.2.1. Desarrollar e implementar procesos de control de calidad para evaluar y
mejorar la calidad de las secuencias crudas y ensambladas. Permitiendo la
generacion de informes de calidad de las lecturas de manera eficiente y
sistematica, asegurando asi un control riguroso y continuo de la calidad de
los datos en todas las etapas del andlisis.

2.2.2. Integrar herramientas avanzadas de ensamblaje de genomas en el
pipeline para ensamblar de manera eficiente las secuencias cortas de ADN
de Staphylococcus aureus. Este enfoque permitird la obtenciéon de genomas
completos y precisos, facilitando el andlisis posterior de los genes de
resistencia y virulencia, asi como otros estudios gendmicos relevantes.

2.2.3. Tipificacion molecular para S. aureus incluyendo: secuencio tipo (ST, del
inglés Sequence Type) basado en el esquema de MLST (del inglés, Multilocus
Sequence Typing), spa-tipo, tipo de casete cromosémico estafilococico
(SCCmec, del inglés Staphylococcal Chromosomal Cassette mec) y agr locus.

2.2.4. Realizar una deteccién precisa de genes adquiridos, casetes de resistencia

a antibidticos y mutaciones cromosdémicas asociadas a la resistencia a
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antibidticos, asi como la identificacién factores de virulencia y de genes
plasmidicos (replicones) relevantes en las secuencias trimadas vy
ensambladas de Staphylococcus aureus.

2.2.5. Identificar y analizar distancia entre los ensamblados gendmicos y
variantes de SNPs en genomas de Staphylococcus aureus, previa
identificacion de un genoma de referencia, incluyendo la construccion de
arboles filogenéticos basados tanto en distancias contrastadas ante
genoma de referencia comun y SNPs.

2.2.6. Implementar una herramienta bioinformatica para predecir la resistencia

a antibidticos de interés clinico a partir de los genomas de Staphylococcus aureus.
2.2.7. Automatizar y optimizar el pipeline bioinformatico para garantizar que se
ejecute de manera eficiente y reproducible en diferentes entornos de computacion,
local y HPC. Incluir opciones configurables que permitan a los usuarios elegir entre
diferentes bases de datos y configuraciones de analisis mediante parametros
ajustables en el pipeline, facilitando asi su adaptabilidad y personalizacién para

diversas necesidades de investigacion.
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3. Materiales y Métodos

3.1.0rigen de los datos

Los datos gendmicos seudonimizados utilizados para la validacion del pipeline
provienen de cepas de S. aureus pertenecientes a la coleccidon del Programa de Vigilancia
Microbiolégica de Infecciones Estafilocdcicas del Centro Nacional de Microbiologia
(CNM) del Instituto de Salud Carlos 1l (ISCIII). Todo el proceso esta certificado por la
Asociacion Espafiola de Normalizacién y Certificacion (AENOR) con la norma de calidad

ISO 9001 desde 2012.

3.2.Software empleado en el TFM

El pipeline se ejecutd en una infraestructura de computo de alto rendimiento y
sigue las mejores practicas de la plataforma nf-core 7], lo que garantiza la
reproducibilidad y escalabilidad del analisis. El pipeline fue escrito en con el lenguaje
Nextflow mayoritariamente. La versién de nexflow utilizada fue 23.04.0 129 y se escribié

utilizando el software Visual Estudio Code 1.90.0 39,

Como herramienta de apoyo en la programacién y optimizacién del pipeline, se
utilizé la herramienta ChatGPTBY, en su versién 4o, Este modelo de inteligencia artificial
(IA) facilito el proceso de depuracion de cédigo y la identificaciéon de errores, asi como
la exploracién de alternativas de programacién para mejorar la eficiencia y funcionalidad

del pipeline.

El desarrollo basico de este pipeline fue adaptado para ser usado tanto en
computadores convencionales como cluster de computacién, tomando los siguientes
requerimientos como minimos: 16 CPU y 12 GB de memoria. Se ha configurado cada
proceso siguiendo las recomendaciones de nf-core definidas en su configuracion base,
siendo utilizado por cada proceso un maximo de 2 CPU y 12 GB de memoria excepto
maodulos de ensamblado, los cuales se ha definido un maximo de 6 CPU, 128 GB de
memoria y un tiempo limite de 78 horas para aquel modulo. Para el uso en cluster de

computacién se ha realizado modificaciones a los recursos maximos, definiendo una
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memoria maxima de 128 BG, 16 CPU y un tiempo de ejecucién maxima para el pipeline

de 120 horas.

El analisis bioinformatico se ejecutdé en un computador con las siguientes
especificaciones: dispositivo de escritorio, procesador AMD Ryzen 7 5800X 8-Core
Processor a 3.80 GHz, con 32 GB de RAM. El sistema operativo utilizado fue de 64 bits 'y
el procesador basado en arquitectura x64. Este equipo proporciond la capacidad
computacional necesaria para ejecutar los distintos modulos del pipeline, permitiendo

la paralelizacion eficiente de los procesos.

El uso de Nextflow permite escalar cualquier pipeline en un cluster de alta
computacién mediante la integracién de Slurm, una herramienta altamente
configurable que facilita la asignacion personalizada de recursos. Slurm, permite definir
pardametros como el nimero de nodos, la cantidad de tareas por nodo, y el nimero de
CPUs por tarea, de esta forma optimizando la paralelizaciéon y reduciendo
significativamente el tiempo en analisis complejos. Ademads, la memoria asignada puede
configurarse por CPU, ajustando dinamicamente este valor segun la cantidad de CPUs

disponibles, lo que permite un uso eficiente de los recursos.

Otro aspecto configurable es el tiempo maximo de ejecucién del pipeline en el
entorno HPC, el cual puede extenderse independientemente del tiempo
predeterminado en el pipeline, adaptandose a las necesidades especificas de cada etapa

del andlisis.

Esta capacidad de configuracion garantiza la flexibilidad necesaria para adaptarse
a distintas cargas de trabajo y permite realizar ajustes especificos en tareas individuales,
como incrementar la cantidad de CPUs en procesos intensivos, asegurando asi la

escalabilidad y estabilidad del pipeline en diversos escenarios de analisis.

3.3.Validacion del pipeline

Para la validacion del pipeline en cada proceso se ha realizado una seleccién de 30

secuencias de genoma completo provenientes de cepas de S. aureus pertenecientes a
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la coleccion del Programa de Vigilancia Microbioldgica de Infecciones Estafilocdcicas del
Centro Nacional de Microbiologia (CNM) del Instituto de Salud Carlos I (ISCIII),

comprimidas en formato FASTQ (.fastq).
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3.4.Preparacion de datos

La preparacion de los datos fue un paso clave en el proceso de analisis, y consistio
en la creacién de un archivo separado por comas (.csv) siguiendo las recomendaciones
establecidas por la comunidad de nf-core 12°! para garantizar la correcta ejecucion de los
pipelines bioinformaticos. Este archivo debe adoptar el formato estipulado por nf-core,
en el que cada separacion contiene los siguientes campos: sample, fastq_1y fastq_2. La
columna “sample” contiene la informacién de identificacién Unica para cada genoma,
mientras que las columnas fastg_1 y fastq_2 corresponden a las secuencias obtenidas
de la secuenciacion de ADN en formato FASTQ, representando las lecturas R1 y R2,
respectivamente, que derivan de la secuenciacion de extremos emparejados (paired-

end sequencing).

3.5.Pre-procesamiento de lecturas crudas

El subworkflow encargado de realizar este paso se encuentra disponible en la
comunidad nf-core ?°! bajo el nombre de “fastq_trim_fastp_fastqc”, y fue utilizado
como inicio del pipeline al contener los pasos necesarios ya establecidos para el analisis
requerido. Este subworkflow integra herramientas para el control de calidad vy
procesamiento de las lecturas crudas (fastq), optimizando el pre-procesamiento de

datos de secuenciacion.

Como input se ha utilizado el archivo CSV preparado con anterioridad, el cual
contiene las rutas absolutas a las lecturas crudas (fastq) que se van a analizar. Este
analisis inicial consistid en evaluar parametros de calidad de secuenciacidn utilizando la
herramienta FastQC v0.12.1 32! con sus pardmetros predeterminados. En este paso es
generado un informe de calidad individualizado para cada lectura cruda (forward y

reverse) para luego ser analizado.

Posteriormente, se realizo el trimado de las lecturas para eliminar adaptadores y
bases de baja calidad mismas mediante la herramienta FastP v0.23.4 3334 mejorando

de esta forma la calidad de las lecturas crudas al eliminar regiones no deseadas. Ademas,
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se realizé un filtrado adicional de las secuencias trimadas para evitar fallos en los

procesos posteriores.

Luego, cada lectura es evaluada nuevamente mediante herramienta FastQC para
comprar métricas pre y post trimado de secuencias. Esta segunda evaluacién permitio
verificar la mejora de las lecturas en términos de calidad y la eliminacién exitosa de

regiones problematicas.

Finalmente, las lecturas preprocesadas fueron almacenadas en un canal
denominado ch_trim_fastp, el cual luego fue transformado y reasignado al canal

ch_unicycler para ser utilizados en el siguiente nodo.

3.6.Ensamblaje y anotacion de genomas bacterianos

Para el médulo de ensamblado de genomas se ha utilizado Unicycler v0.5.0 35y
Shovill v1.1.0 B8], ejecutado con sus pardmetros por defecto y sin utilizar un genoma de
referencia, lo que permite un ensamblaje de novo adecuado para genomas bacterianos

obtenidos a partir de secuencias cortas de Illlumina.

Se realizaron pruebas locales comparativas entre Unicycler y la alternativa Shovill,
para de esta forma definir la herramienta principal necesaria para la ejecucion de este
modulo. Shovill también utiliza SPAdes B7) en su nucleo, pero optimiza el
preprocesamiento y la paralelizacidn para obtener ensamblajes mas rapidos, por lo cual
era imperativo realizar una comparativa antes de definir el uso de alguna de estas

herramientas.

Los ensamblajes generados fueron almacenados en un canal denominado
ch_assembly_read el cual es utilizado dentro del pipeline para proveer el genoma

ensamblado a los nodos siguientes que requieren este input.

Finalmente en paralelo se procede a realizar la anotacién del genoma ensamblado
utilizando Prokka v1.14.6 138, generando archivos de anotacién en formato GFF y
GenBank, listos para ser utilizados en posteriores analisis comparativos o estudios de

funcionalidad gendmica.
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Prokka se ejecutd con parametros predeterminados, y se logré una anotacidn
completa de las secuencias ensambladas, proporcionando una vision detallada de los

genes presentes en las cepas de Staphylococcus aureus analizadas.

3.7.Prediccion fenotipica de resistencia a antibioticos

Este médulo se encontré conformado por la herramienta Mykrobe v0.11.0 B9 |3
cual cuenta con una base de datos especifica para Staphylococcus aureus. Mykrobe
permite predecir la resistencia a antibidticos a partir de secuencias cortas de ADN,
generando predicciones sobre la susceptibilidad o resistencia a los farmacos mas
comunmente utilizados en la practica clinica. Entre los antibidticos evaluados se
encuentran: ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina, acido fusidico, gentamicina,

meticilina, mupirocina, penicilina, rifampicina, tetraciclina, trimetoprima y vancomicina.

3.8.Identificacion de genes de resistencia a antibioticos y virulencia

Para el desarrollo de este mdédulo se ha implementado el uso de tres herramientas
qgue, en conjunto, permiten realizar una identificacion exhaustiva de genes de

resistencia a antibiéticos y factores de virulencia.

En primera instancia, se ha utilizado la herramienta ARIBA v2.14.6 4% que realiza
el andlisis de secuencias cortas preprocesadas y trimadas para la busqueda de genes de
resistencia a antibidticos y factores de virulencia en bases de datos especializadas, tales
como ResFinder %, PlasmidFinder 2, CARD 3]y VFDB 4, Esta herramienta no solo
identifica la presencia de genes asociados a resistencia y virulencia, sino que también
localiza los contigs en los cuales se encuentran estos genes, lo cual es crucial para
conocer el entorno genético de estos genes en estudios de epidemiologia molecular y

vigilancia de la resistencia a antibidticos.

La segunda herramienta utilizada es Abricate v1.0.1 4°], la cual se emplea para
contrastar los hallazgos obtenidos a partir de los ensamblados generados en etapas
previas. Abricate utiliza las mismas bases de datos, ResFinder y VFDB, para realizar una
verificacion adicional de los genes de resistencia a antibidticos y virulencia. Esta

herramienta permite ademds crear bases de datos propias para el screening de genes
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de interés. De forma complementaria, se ha utilizado una base de datos personalizada,
denominada "Staph", que contiene informacion mas especifica sobre los factores de
virulencia en Staphylococcus aureus, en comparacién con la base de datos estandar

VFDB.

Finalmente, como complemento al analisis basado en ensamblados, se ha
utilizado STARAMR v0.10.0 ¢l Esta herramienta realiza un andlisis adicional utilizando
bases de datos faltantes como PointFinder 4”1 y PlasmidFinder, ademas de identificar
variantes puntuales que podrian estar relacionadas con la resistencia. Adicionalmente,
STARAMR ofrece un analisis de tipificacion molecular mediante MLST (Multilocus
Sequence Typing) 8, proporcionando informacidn valiosa sobre los linajes bacterianos

y la posible diseminacidn de clones resistentes.

3.9.Andlisis filogenético
Para el médulo de analisis filogenético, se ha implementado un enfoque
escalonado que comienza con la identificacion de las especies y continla con la seleccién
automatica de un genoma de referencia adecuado, seguido de un analisis de las

distancias filogenéticas basado en SNP.

En primer lugar, se ha utilizado MASH v2.3 9 para comparar nuestras secuencias
ensambladas de Staphylococcus aureus con una base de referencia proporcionada por
los desarrolladores de la herramienta. Este paso nos permite confirmar la identificacion
de la especie y detectar posibles contaminaciones con otras especies bacterianas

presentes en las muestras.

En segundo lugar, se realiza una busqueda y recuento de los genomas de
referencia que concuerdan con cada secuencia ensamblada, permitiendo seleccionar
automaticamente el genoma de referencia mas representativo para el conjunto de
secuencias de la corrida. Este genoma de referencia se descarga de manera
automatizada mediante la herramienta NCBIGENOMEDOWNLOAD v0.3.3 B9,

seleccionando el archivo en formato GeneBank para su posterior uso en el andlisis de
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variaciones de nucledtido unico (SNP) con Snippy v4.6.0. En este analisis, se emplean las

secuencias trimadas para identificar variaciones genéticas precisas entre las cepas.

El andlisis de Snippy se enfoca en el "core" del genoma, lo que permite realizar la
busqueda de distancias filogenéticas basadas en SNPs. Para una visualizacién mas clara
y personalizable de los resultados, se utiliza la herramienta IQ-TREE v2.3.0 BY, que
permite generar arboles filogenéticos al alineamiento de las secuencias con SNPs
identificados para cada genoma, proporcionando una representacién visual del

parentesco filogenético entre las diferentes cepas analizadas.

Opcionalmente, se puede utilizar la herramienta Gubbins v.3.0.0 52 para un
analisis filogenético mas detallado basado en SNPs, con el fin de corregir posibles
recombinaciones genéticas, lo que puede mejorar la precision del arbol filogenético en
determinadas especies bacterianas y segun la heterogeneidad de la poblacién de

estudio.

Finalmente, se puede realizar un analisis complementario de la distancia
filogenética sin la inclusién de un genoma de referencia, utilizando la herramienta
MASHTREE v1.2.0 31 |a cual construye arboles filogenéticos basados en distancias de
MASH, permitiendo explorar relaciones evolutivas directamente entre las secuencias

ensambladas.
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3.10. Tipificacion molecular

En el médulo de tipificacion molecular se ha implementado la identificacién de
marcadores genéticos especificos en Staphylococcus aureus, utilizando varias

herramientas especializadas que permiten el analisis de diferentes loci asociados.

En primer lugar, se ha empleado la herramienta MLST v2.23.0 “8 para llevar a cabo
la tipificacidn por Multilocus Sequence Typing (MLST). Este método permite clasificar las
cepas bacterianas en funcion de las variaciones en un conjunto de siete genes de
referencia altamente conservados, proporcionando una asignacion de los diferentes

linajes o secuencias tipo (ST) de Staphylococcus aureus.

Seguidamente, se utilizé Spatyper v0.3.3 ¥, una herramienta especializada en la
identificacion del spa-tipo. El spa typing es un método que se enfoca en la presencia de

secuencias cortas repetitivas en la region spa del genoma de Staphylococcus aureus.

Asimismo, se incluyd el analisis de la regién SCCmec mediante la herramienta
Spathopia-sccmec v1.0.0 %1 |a cual permite detectar y clasificar los distintos tipos de
SCCmec presentes en las cepas de Staphylococcus aureus para identificar variantes del
genoma relacionadas con la resistencia a meticilina y de esta forma realizar una

caracterizacion de cepas MRSA.

Ademas, se ha utilizado Agrvate v1.0.2 B8 para analizar el locus AGR, el cual regula
la virulencia en Staphylococcus aureus. Esta herramienta permite determinar el tipo de
agr (I, I, 11, IV) presente en cada cepa, proporcionando informacién relevante sobre la

capacidad de las cepas para causar infecciones severas.

3.11. Informe de calidad

En el médulo final del pipeline, se ha implementado la herramienta MultiQC v1.16
1371 cuya funcion es consolidar en un Unico informe en formato HTML todos los informes
de calidad generados a lo largo del andlisis. MultiQC recopila y resume los resultados de
las evaluaciones de calidad de las secuencias crudas, las secuencias trimadas y los

ensamblados genémicos. Este enfoque permite visualizar de manera centralizada todos
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los parametros de calidad de estos tres procesos sin necesidad de cambiar de pantalla

o analizar multiples archivos individualmente.

4. Resultados y Discusion

Como resultado de este trabajo, se desarrollé un pipeline bioinformatico modular
y flexible denominado StaPhyloRes, disefiado en Nextflow para facilitar la deteccion de
factores de virulencia, resistencia a antibidticos, construccién de arboles filogenéticos y
otros analisis moleculares, en cepas de Staphylococcus aureus. Este pipeline, disponible
en un repositorio publico de GitHub, garantiza su accesibilidad y reproducibilidad,
permitiendo que otros investigadores puedan implementarlo y adaptarlo facilmente

para sus propios estudios.

En la actualidad, existe un desarrollo continuo de pipelines que integran diversas
tareas y procesos bioinformaticos, tanto generales como especificos para diferentes
tipos de organismos, tales como genomas bacterianos, deteccién de plasmidos, y
analisis de secuencias virales. En este contexto, existen herramientas como BACTOPIA
1381 un pipeline completo para andlisis de genomas bacterianos que sirvié como fuente
de inspiracidn para la construccidon de StaPhyloRes. Al igual que BACTOPIA, StaPhyloRes
ofrece una arquitectura modular y permite abordar diferentes aspectos genéticos y
biolégicos de S. aureus, proporcionando una base sélida para realizar estudios de

epidemiologia molecular, filogenia y vigilancia genética.

El cédigo de StaPhyloRes esta documentado y organizado siguiendo las mejores
practicas recomendadas por la comunidad nf-core, lo cual asegura una estructura de alta
calidad, facil mantenimiento y adaptabilidad. Esta organizacidon permite su uso tanto en
infraestructuras de cdOmputo convencionales como en plataformas de alto rendimiento
(HPC), donde puede aprovechar al maximo los recursos computacionales para procesar

grandes volumenes de datos.

El repositorio, disponible en https://github.com/VictorPizarroR/StaPhyloRes,

incluye documentacidon completa sobre la instalacion, configuraciéon y uso del pipeline.

Esta documentacion facilita su implementacién y asegura que los usuarios dispongan de
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la informacidn necesaria para realizar un analisis genédmico detallado de

Staphylococcus aureus.

4.1.Requerimientos Bdsicos

Para ejecutar StaPhyloRes de manera 6ptima, se deben cumplir los siguientes

requisitos de software y hardware:

Sistema Operativo: Linux o macOS son recomendados, especialmente en

entornos de alta computacién (HPC) donde el rendimiento es crucial.

Gestor de flujo de trabajo: Nextflow, version 20.10.0 o superior, que coordina la

ejecucion y administracion de los procesos del pipeline.

Conda o Docker: Herramientas para la instalacién y administracion de entornos
aislados. Conda permite la creacion de entornos virtuales segun las
dependencias especificadas en el archivo YML, mientras que Docker facilita la

ejecucién en contenedores para mejorar la portabilidad.

Slurm: Requerido si el pipeline se ejecuta en un cluster HPC que utiliza Slurm

como gestor de recursos.

Dependencias del Pipeline: Todas las herramientas necesarias estan
especificadas en el archivo YML para Conda y en los archivos Dockerfile incluidos
en el repositorio, asegurando que el pipeline pueda instalarse y ejecutarse en

diversos entornos sin conflictos de dependencias.
CPU:
Minimo: 4 nucleos (para pruebas o conjuntos de datos pequefios).

Recomendado: 16 nucleos o mas en sistemas de HPC para optimizar el tiempo de

procesamiento de grandes conjuntos de datos.

Memoria RAM:

Minimo: 16 GB.
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Recomendado: 64 GB o mas, especialmente para tareas de ensamblaje y andlisis

filogenético, que pueden consumir grandes cantidades de memoria.
e Espacio para procesamiento y salida:
Minimo: 100 GB para ejecuciones pequenas.

Recomendado: 500 GB o mas para conjuntos de datos grandes, debido a la

creacion de archivos temporales, ensamblajes intermedios y resultados finales.

e Archivos temporales: Durante la ejecucién, el pipeline generdé archivos
temporales de gran tamafio, por lo que se recomienda un espacio adicional de al

menos 100 GB en el directorio de trabajo (workdir).
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4.2.Flujo de Trabajo

phylogeny molecular multiqc

unicycler quast

prokka

fastqc fastp fastqc

i =

analysis typing
mash best

- @
abricate
stararm @
genome genome

» o O O Oo g o 1fm) c%SizaPhqloRes

mash ncbi snippy  snippy Pipeline for the detection of antibiotic resistance genes, virulence,

molecular typing, phylogenetic analysis and phenotypic prediction

screen  genome run core gubbins of antibiotic sensitivity in Staphylococcus aureus strains.
download
. _ Processes
p ylogeny analysm 1. Analysis of raw and trimmed sequences, including

trimming of low-quality regions.
2. Genome assembly & annotation
3. Antibiotic resistance prediction based on genome

Legend analysis.
% B Process uses FASTQs 4. Identification of resistance and virulence genes in both

short reads and assembled genomes.

sccmec  agrvate
mist spatyper 9 EEENES Process uses FASTP 5. Phylogenetic analysis against the best-matching
processed reads reference genome and creation of phylogenetic trees
I Process uses Assembled based on SNPs.
. genome 6. Molecular typing analysis (MLST, Spa-type, SCCmec,
molecular typing Opcional process agr Locus).

7. Consolidated quality report.

Figura 1. Diagrama del pipeline bioinformatico StaPhyloRes para la deteccidon de genes de
resistencia a antibidticos, factores de virulencia, tipificacion molecular, y andlisis filogenético en
cepas de Staphylococcus aureus. El flujo de trabajo se divide en siete modulos principales: (1)
anadlisis de secuencias crudas y trimadas, (2) ensamblaje y anotacion del genoma, (3) prediccion
de resistencia a antibidticos, (4) identificacion de genes de resistencia a antibidticos y de
virulencia, (5) analisis filogenético, (6) tipificacién molecular, y (7) consolidacion de informes de
calidad. Las lineas de colores indican los diferentes tipos de procesos utilizados: secuencias

FASTQ, secuencias trimadas, secuencias ensambladas y procesos opcionales.
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4.3.Desarrollo y pruebas

Para facilitar la etapa de creacién del archivo de entrada, se desarrolld el script en
Bash “Crear_CSV.bash”, el cual toma como argumento el directorio que contiene los
archivos FASTQ comprimidos. El script genera automaticamente un archivo CSV en el
directorio de ejecucién, llamado “prepared_input.csv”. El funcionamiento del script
consta de la extraccion del sample ID contenido en el nombre del archivo y

posteriormente emparejando las lecturas R1 y R2 de cada muestra.

El script fue disenado especificamente para secuencias que cumplen con el
siguiente formato de nombre de archivo: “ID_SXX_R1 XXX.fastq” vy
“ID_SXX_R2_XXX.fastq”. Esto garantiza que los archivos estén correctamente

identificados y organizados en el archivo CSV, que servird como entrada en el pipeline.

A continuacién, se muestra el comando de ejecucién utilizado (Comando de
Ejecucion 1), en el cual se especifica la ruta al directorio de secuencias mediante
inputdir/. Esta automatizacion en la generacién del archivo de entrada optimiza el flujo
de trabajo y minimiza los errores derivados del manejo manual de grandes voliumenes
de datos de secuenciacion.
bash
./Crear_CSV.bash inputdir/

Comando de Ejecucion 1: Ejemplo de ejecucién del script "Crear_CSV.bash" con el directorio de
entrada.

Una vez finalizado el preprocesamiento, el siguiente paso es el ensamblado de
secuencias. Dada la variedad de herramientas disponibles para este propdsito, se

decidié realizar una comparacion entre las opciones seleccionadas.

Los resultados del analisis mostraron que Shovill redujo considerablemente el
tiempo de analisis en un 83.75% en comparacion con Unicycler (Tabla 1). Esta reduccién
en el tiempo de ejecucidn convierte a Shovill en una opcién atractiva para estudios en
los que la rapidez es una variable crucial, especialmente cuando se manejan grandes

volumenes de datos o cuando se requieren resultados rapidos para aplicaciones clinicas.
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Sin embargo, tras evaluar la calidad de los ensamblajes mediante QUAST v5.2.0
1391 se observé una notable diferencia en las métricas de calidad entre los ensamblajes
generados por Shovill y Unicycler (Tabla 1). Los resultados indicaron que Shovill genera
ensamblajes mas contiguos con un mayor N50, lo que sugiere un ensamblaje mas rapido
y compacto, mientras que Unicycler presenta un mayor numero de contigs grandes, lo
gue puede reflejar una mayor capacidad para ensamblar regiones gendmicas complejas,
las cuales son aquellas con secuencias repetidas y comunmente relacionadas con la

diseminacion de genes, por ejemplo, pldsmidos o casetes cromosémicos.

Considerando que la calidad del ensamblaje es importante para los objetivos de
este trabajo, como es la deteccion de genes y estudio filogenético, se decidié mantener

Unicycler en el flujo de trabajo, priorizando de esta forma la calidad sobre el tiempo de

ejecucion.

Métrica Shovill v1.1.0 Unicycler v0.5.0
Tiempo de ejecucion 3'15" 20' 00"
# contigs (>= 1000 bp) 28 33
# contigs (>= 5000 bp) 23 25
# contigs (>= 50000 bp) 13 14
Contig mas grande (bp) 710,547 710,324
Longitud total (bp) 2,829,276 2,820,945
N50 (bp) 243,770 164,468
auN (tamafio promedio de contig) 308,463.70 292,256.60
L50 (numero de contigs en el 50% del 4 4
genoma)
% GC 32.77% 32.75%
N's por 100 kbp 0 0

Tabla 1: Comparacién de métricas de ensamblaje y tiempo requerido entre Shovill v1.1.0
y Unicycler v0.5.0.

Dado que la eleccidon de un genoma de referencia adecuado es fundamental para
los andlisis filogenéticos, se presentd el desafio de determinar cual secuencia utilizar

para este propdsito. Para resolverlo, se decidid realizar una busqueda comparativa
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basada en distancias mash entre cada aislado en estudio y la base de datos de MASH.
Con esta finalidad, se adapté el script “common_mash_reference.py” (% el cual permite
automatizar la busqueda del genoma de referencia mas representativo entre todas las

cepas analizadas.

Este proceso se basa en un filtro que selecciona Unicamente aquellos resultados
que corresponden a genomas completos, excluyendo la presencia de secuencias
relacionadas con fagos o secuencias obtenidas por secuenciacion del tipo shotgun. Los
resultados son ordenados en forma descendente segun el porcentaje de concordancia,
y se selecciona la primera linea, que corresponde al genoma con la mayor similitud

respecto a las secuencias analizadas.

Simultdneamente, se genera un segundo archivo que incluye resultados sin aplicar
el filtro de genoma completo, lo que permite obtener una lista mas amplia de posibles
candidatos a genoma de referencia. Al final de este paso, se generan dos archivos, cada
uno con los posibles genomas candidatos a ser seleccionados como referencia para cada

secuencia en estudio.

Posteriormente, todos los archivos generados se procesan para crear un ranking
gue cuantifica la frecuencia de coincidencia de cada genoma en las comparaciones,
seleccionando finalmente el genoma mas recurrente como el genoma de referencia.
Este genoma es almacenado en el canal ch_final genome y, a continuacion, descargado
en formato GeneBank (gbk) mediante la herramienta NCBIGENOMEDOWNLOAD,

guedando listo para ser utilizado en las siguientes etapas del analisis.

4.4.Estructura de carpeta de resultados

La estructura de la carpeta de resultados generada durante la ejecucion del
pipeline se presenta en un formato organizado, donde cada herramienta y proceso
cuenta con un directorio dedicado. Esta organizacién facilita el acceso a los archivos de
salida de cada etapa del analisis y mejora la trazabilidad y gestion de datos en proyectos

de gran escala. A continuacion, se detalla la estructura de carpetas:
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bash

F—— abricate
F—— agrvate

F—— ariba

— fastp

fastqc

genome

iqtree

mash

mashtree

mlst

multiqc

mykrobe
ncbigenomedownload
pipeline_info
prokka

quast

snippy

spatyper
staphopiasccmec
staramr

summary
unicycler

[TTTTTTTTTTTTITTTT]

Estructura de carpetas obtenido mediante herramienta tree.

4.5.Revision de resultados obtenidos

Durante la revisidn de los archivos generados, se corroboré que estos siguen una
estructura organizada en el formato: “Nombre de Herramienta > SamplelD > Outputs”.
Este orden es util para la mayoria de los analisis y para la visualizacién de resultados. Sin
embargo, en los analisis de tipificacion molecular, y en las comparativas de resistencia y
virulencia, mantener los resultados de forma aislada presenta un desafio a la hora de
tabular los datos, especialmente cuando los identificadores tienen pequefias

variaciones.

Para abordar esta problematica, se realizaron modificaciones en los scripts de los
modulos de ARIBA, ABRICATE y STARARM, ademas de la implementaciéon de la
herramienta CSVTK_CONKAT v0.30.0 [®1. Estas adaptaciones permiten que cada

herramienta mantenga una estructura de salida homogénea, facilitando asi las
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comparaciones entre los outputs de cada herramienta y asegurando una organizacién
uniforme de los resultados. Esto garantiza una mayor facilidad en el proceso de

integracion y tabulacién de los datos.

Para reducir la cantidad de cddigo y mantener las configuraciones de cada
herramienta bien organizadas, se han definido subworkflows locales, en los cuales la
estructura de cada uno se enfoca en tres etapas: ejecucion de la herramienta,
generacion de un resumen de resultados y consolidacion de estos en un archivo Unico.
A continuacion, se presenta el flujo de trabajo disefiado especificamente para ARIBA y

ABRICATE, que incluye los pasos principales:

nextflow

workflow ARIBA {
take:
input_reads // channel: trimreads from fastp
db_name // string: db version to use
main:

ch_versions = Channel.empty()

//OBTENER BASE DE DATOS
ARIBA_GETREF(db_name)

ch_ariba _db = ARIBA GETREF.out.db.dump(tag:
"Ariba_db")

//RUN ARIBA
ARIBA RUN(input_reads, ch_ariba_db)

ARIBA RUN.out.report.collect{meta, report -> report}
.map{ report -> [[id:"ariba-${db _name}-report"], report]}
.set{ ch_merge_report }

ARIBA_RUN.out.summary.collect{meta, summary -> summary}
.map{ summary -> [[id:"ariba-${db_name}-summary"], summary]}

.set{ ch_merge summary }

SUMMARY_REPORT (ch_merge report, ‘tsv', 'tsv', '-C "$" --lazy-
guotes')

SUMMARY_ARIBA(ch_merge_summary, ‘'csv', 'csv', '--lazy-quotes')
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Workflow Local 1. Flujo de trabajo del subworkflow ARIBA: se realiza la obtencién de la
base de datos especificada y la ejecucion de ARIBA con las lecturas de entrada procesadas. Los
resultados se agrupan en un reporte y un resumen, que luego son consolidados en archivos
Unicos en formatos TSV y CSV, respectivamente, mediante la herramienta CSVTK, para facilitar

la visualizacidn y comparacion de los resultados.

nextflow

workflow ABRICATE {
take:
input_reads // channel: trimreads from fastp
db_name // string: db version to use
main:

ch_versions = Channel.empty()

//RUN ABRICATE
ABRICATE_RUN (input_reads, db_name)

ABRICATE_RUN.out.summary.collect{meta, summary -> summary}
.map{ summary -> [[id:"abricate-${db_name}-summary"],
summary ]}
.set{ ch_merge_ summary }

//RUN SUMMARY CSVTK
SUMMARY_REPORT(ch_merge summary, 'tsv', 'tsv', '--lazy-quotes')

Workflow Local 2. Flujo de trabajo del subworkflow ABRICATE: el proceso consiste en
ejecutar ABRICATE con las lecturas de entraday la base de datos especificada. Los resultados se
recopilan y agrupan en un canal de resumen, que se consolida en un archivo TSV mediante la

herramienta CSVTK, optimizando la organizacidn y visualizacidn de los datos obtenidos.

Como parte del analisis de tipificacion molecular en Staphylococcus aureus, se
desarrollé un subworkflow de consolidaciéon, denominado spatypes, que integra todos
los resultados de tipificacion molecular obtenidos para cada genoma analizado. Este
subworkflow fue disefiado para facilitar la clasificacidon e identificacion de cepas en
funcién de sus caracteristicas moleculares, optimizando el flujo de trabajo para la
identificacidon de patrones de resistencia, virulencia y variantes clonales en las muestras

analizadas.
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4.6.Ejecucion del pipeline y opciones configurables

Para la ejecucidn del pipeline, se siguieron una serie de pasos que comenzaron con
la preparacion del entorno de trabajo, pasando por la ejecucidon del andlisis y la
configuracidon de opciones avanzadas y complementarias, adaptando el pipeline a los

objetivos especificos del estudio.

4.6.1. Preparacion del Entorno

Se realizo una copia del repositorio de Git disponible en

https://github.com/VictorPizarroR/StaPhyloRes, este directorio fue copiado en la ruta

local o HPC, segun corresponda:

Bash
git clone https://github.com/VictorPizarroR/StaPhyloRes.git

Una vez clonado el repositorio, se cred un entorno de Conda a partir del archivo
YML proporcionado al interior de la carpeta “resorces”, que contiene todas las

dependencias necesarias para ejecutar el pipeline:

bash
conda env create -f StaPhyloRes/resources/resvirpredictor.yml --name
env_name
Una vez creado el entorno, este se activo con el siguiente comando:
bash

conda activate env_name
4.6.2. Ejecucion Bdsica del Pipeline

La ejecucién estandar del pipeline se realiza con el siguiente comando:

bash
nextflow run StaPhyloRes/ --input prepared_input.csv --outdir
outdirpath/

Este comando ejecuta los mddulos principales del pipeline, que incluyen control
de calidad, ensamblaje, analisis de resistencia y virulencia, tipificacion molecular y

generacion de informes.
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Los pipelines creados con Nextflow ofrecen una gran versatilidad al permitir la
continuacion de trabajos previamente iniciados que se hayan detenido por cualquier
motivo. Esto se logra mediante el comando -resume, que indexa los datos en la carpeta
definida como workdir y aprovecha el almacenamiento en caché para evitar la repeticidn

de analisis ya realizados, optimizando asi el tiempo y los recursos computacionales.

bash
nextflow run StaPhyloRes/ --input prepared_input.csv --outdir
outdirpath/ -resume

4.6.3. Entornos de ejecucion disponibles

El pipeline puede ejecutarse en distintos entornos mediante profiles que permiten
la creacién de entornos Conda o Docker aislados para cada herramienta utilizada,
proporcionando todas las dependencias necesarias automaticamente y sin necesidad de

utilizar el archivo YML. Los profiles se activan con los siguientes comandos:
1. Conda

bash
nextflow run StaPhyloRes/ --input prepared input.csv --outdir
outdirpath/ -profile conda

2. Docker

bash
nextflow run StaPhyloRes/ --input prepared_input.csv --outdir
outdirpath/ -profile docker

Ambos profiles incluyen tanto los médulos de Ejecucion Basica (control de calidad,
ensamblaje, analisis de resistencia y virulencia, entre otros) como el mddulo de
Ejecucion de Filogenia, permitiendo realizar un analisis integral que cubre todas las fases

de procesamiento.
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4.6.4. Uso de una Base de Datos Personalizada

El pipeline permite la integracién de una base de datos personalizada para el

analisis con Abricate, segun los pasos descritos en la pagina del autor. Esta base de datos

fue denominada “staph”, al momento de su configuracién y se encuentra en el

directorio resources de GitHub del TFM.

La ejecucidn con una base de datos personalizada se realiza mediante el siguiente

comando:

bash
nextflow run StaPhyloRes/ --input prepared_input.csv --outdir
outdirpath/ --abricate_db true

4.6.5. Andlisis de filogenia

Para realizar el analisis filogenético, primero se descarga la base de datos de

referencia de MASH desde el siguiente enlace: refseqg.genomes.k21s1000.msh. Luego,

se especifica su ruta en la ejecucion del pipeline:

bash

nextflow run StaPhyloRes/ --input prepared_input.csv --outdir
outdirpath/ --phylogeny true --mash_reference
/path/to/mash_reference.msh

4.6.6. Pardmetros configurables

La tabla a continuacién resume las opciones configurables para adaptar el pipeline

a diferentes necesidades de andlisis:

Categoria Opcion Descripcion
Opciones de Entrada . . .
p. y --input [string] Ruta al archivo CSV de muestras.
Salida
. . Directorio de salida para los
--outdir [string]
resultados.
--abricate_db Utiliza una base de datos
[boolean] personalizada.
. . Correo para notificaciones de
--email [string] e
finalizacion.
Omision de Analisis . . . . .
. --skip_unicycler Omite el ensamblaje con Unicycler.
Especificos
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Omite el andlisis de resistencia con

--skip_ariba ARIBA.
. ._._| Omite el analisis con Abricate y
--skip_assemblyanalisis
Staramr.

--skip_mykrobe Omite el andlisis con Mykrobe.

--skip_mlst Omite el andlisis de MLST.
Parametros de . e -

--phylogeny Activa el andlisis filogenético.

Filogenia

--mash_reference

. Ruta a la referencia MASH.
[string]

Numero maximo de CPUs (por
defecto 16).

Memoria maxima (por defecto 12
GB).

Tiempo maximo (por defecto 120
horas).

Tabla 3. Opciones configurables del pipeline StaPhyloRes. La tabla muestra las distintas

Solicitud de Recursos |--max_cpus [integer]

--max_memory [string]

--max_time [string]

categorias de parametros ajustables, que permiten adaptar el pipeline a necesidades especificas
de analisis. Incluye opciones para especificar rutas de entrada y salida, omitir etapas especificas
del andlisis, activar el analisis filogenético y gestionar la asignacién de recursos computacionales.
Estas configuraciones brindan flexibilidad para personalizar el pipeline seguin los requerimientos

del estudio.

4.7.Resultados de validacion

Para la validacion final del pipeline, se generd un archivo CSV que contiene la
totalidad de secuencias a utilizar, el cual se ejecutd en un entorno Conda creado a partir
del archivo YML disponible en el repositorio de GitHub, en la carpeta resources. El

comando de ejecucion fue el siguiente:
bash
nextflow run StaPhyloRes/--input prepared_input.csv --outdir

/home/results --abricate_db true --phylogeny true --mash_reference
/home/refseq.genomes.k21s1000.msh --max_memory 12.GB --max_cpus 16
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Bajo los recursos especificados, el pipeline se completd con los siguientes

resultados:

bash

-[StaPhyloRes] Pipeline completed successfully, but with errored
process(es) -

Completed at: XX-XX-2024 XX:XX:XX

Duration : 19h 48m 30s

CPU hours : 89.9 (0.1% failed)

Succeeded : 658

Ignored : 1

Failed : 1

Durante esta ejecucion, se identifico una incapacidad para contrastar las
secuencias de un aislado con la base de datos de VFDB de Ariba. Sin embargo, el pipeline
ha sido configurado para que estos errores menores no detengan la ejecucion general,
permitiendo una mayor tolerancia a fallos y una finalizacion completa de los analisis en
caso de errores aislados. Esta configuracion mejora la robustez del pipeline frente a
posibles interrupciones y asegura la continuidad en el procesamiento de grandes

volumenes de datos.
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4.7.1. Informe de resultados de prediccion a los antibidticos
El output summary generado por Mykrobe proporciona un analisis detallado de
resistencia a antibidticos, basado en datos de secuenciacién gendmica. Entre los datos

obtenidos, se encuentran:

R

[1] "sample"
[2] "drug"
[3] "susceptibility"
[4]

"variants..dna_variant.AA variant.ref_kmer_count.alt_kmer_count.conf..
.use...format.json.for.more.info."

[5]
"genes..prot_mut.ref _mut.percent_covg.depth...use...format.json.for.mo
re.info."

[6] "mykrobe version"

[7] "files"

[8] "probe_sets"

[9] "genotype model"
[10] "kmer_size"

[11] "phylo_group™

[12] "species"

[13] "lineage"

[14] "phylo group per_ covg"
[15] "species_per_covg"
[16] "lineage per covg"
[17] "phylo_group_depth"
[18] "species_depth"
[19] "lineage depth"

Este summary proporciona informacién detallada sobre cada muestra, incluyendo
la prediccion de la sensibilidad o resistencia a diferentes antibidticos, el linaje bacteriano
y la identificacion de genes de resistencia, entre otros. Esta versatilidad permite un
analisis exhaustivo de las caracteristicas de las cepas de Staphylococcus aureus
estudiadas. Para este TFM, se ha seleccionado un subconjunto de las columnas

generadas, en particular sample, drug y susceptibility, con el objetivo de realizar un
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andlisis exploratorio de la susceptibilidad a antibidticos en las muestras obtenidas

durante la validacion del pipeline.

Resistencia y Sensibilidad por Antibidtico

3

0
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Prediccion de Suceptibilidad
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Figura 2: Grafico de barras apiladas que muestra la cantidad de muestras de
Staphylococcus aureus clasificadas como resistentes (R) o sensibles (S) a distintos antibidticos,

de acuerdo con los datos obtenidos mediante Mykrobe.
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4.7.2. Visualizacion del drbol filogenético de distancias

El analisis filogenético de los aislados de Staphylococcus aureus mediante la
construccion de un arbol basado en core-SNPs (Figura 3) permitié identificar las
relaciones genéticas y posibles agrupaciones evolutivas entre los diferentes aislados y
una secuencia de referencia. Este enfoque aporta informaciéon valiosa sobre Ia
diversidad genética y la cercania evolutiva de los aislados estudiados. A su v es estos
resultados pueden ser utilizados por otras herramientas de analisis para poder obtener
la matriz de distancias gendmicas, la cual se basa en la comparacién de los SNPs
presentes en los genomas de los aislados, proporcionando asi una medida cuantitativa

de la similitud o divergencia genética.

La secuencia de referencia utilizada en este analisis corresponde al genoma de
Staphylococcus aureus subsp. aureus USA300 TCH1516 (GCF_000253135.1). El analisis
de distancias de SNPs entre los distintos nodos revela subgrupos con alta similitud
genética, como el formado por los aislados 24Sau021, 24Sau006 y 24Sau022, que
presentan distancias de SNPs minimas entre ellos. Esta proximidad genética sugiere una
evolucidn reciente compartida o la posibilidad de un brote comun. Otros grupos, como
el de los aislados 24Sau010, 24Sau018 y 24Sau007, también presentan distancias cortas

entre si, lo que indica relaciones evolutivas cercanas.

Por otro lado, las mayores distancias observadas en ramas largas, especialmente
en aislados como 24Sau039 y 24Sau002, sugieren una mayor variabilidad genética, lo
gue podria representar linajes divergentes o adaptaciones a condiciones distintas. Estos
aislados mas distantes podrian corresponder a variantes genéticas mas antiguas o a

linajes mas diferenciados dentro de Staphylococcus aureus.
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Figura 3. Arbol filogenético basado en SNPs de aislados de Staphylococcus aureus. El arbol

muestra las relaciones evolutivas entre los diferentes aislados, con base en las variaciones de

SNPs.
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4.7.3. Informes consolidados de virulencia y resistencia

Para este apartado, se ha elegido la base de datos de CARD analizada por Ariba. El
analisis consolidado de los genes de virulencia y resistencia antimicrobiana reveld la
presencia de varios genes de alta relevancia clinica, los cuales fueron visualizados
mediante un heatmap (figura 4), que resume su distribucién y prevalencia entre las

cepas analizadas.

Entre los genes identificados, destacan blaZ y fosB, los cuales estan asociados a
resistencia a antibidticos comunmente utilizados. El gen blaZ es responsable de conferir
resistencia a antibioticos betalactdmicos, una clase fundamental en el tratamiento de
infecciones bacterianas, mientras que fosB se asocia con resistencia a fosfomicina, un
antibidtico que suele usarse en casos de infecciones resistentes. Estos genes son
particularmente relevantes en infecciones invasivas causadas por S. aureus, donde las

opciones de tratamiento son limitadas.
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Mapa de calor de porcentajes de identidad genética por muestra
(Enfocado en 90-100%)
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Figura 4. Heatmap que representa los porcentajes de identidad genética para
diversos genes en cepas de Staphylococcus aureus. El mapa se centra en un rango de
identidad del 90-100%, mostrando variaciones en la presencia de genes de resistencia y
virulencia. Los colores van de azul (baja identidad) a rojo (alta identidad), indicando la

variabilidad en la concordancia genética entre las muestras y los genes analizados.

4.7.4. Informe de resultados tipificacion molecular

El subworkflow spatypes ejecuta de manera secuencial cada herramienta de
tipificacion molecular seleccionada, generando archivos de salida especificos y
resimenes detallados para cada muestra. Posteriormente, estos resultados se
consolidan en un archivo final, que organiza los datos de manera uniforme, tal como se

presenta en la Tabla 3. Este archivo integrado permite una comparacidn directa de los
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resultados de tipificacién molecular, estandarizando la disposicidn de la informacién y

facilitando el andlisis comparativo entre diferentes cepas.

Esta estructura de consolidacién automatizada permite que el proceso de
tipificacion molecular sea mas rapido y eficiente, minimizando los posibles errores de
integracion y reduciendo el tiempo dedicado a la tabulacién manual de resultados.
Ademas, al centralizar los resultados en un solo archivo, se mejora la visualizacion y
analisis de los datos, lo que resulta particularmente util para estudios epidemiolégicos

y la caracterizacion de cepas en funcidn de sus perfiles genéticos y fenotipicos.

‘ Sample mlst spatyper agr_group scc_mec
24Sau017 398 t1451 gpl
24Sau021 398 t1451 gpl
24Sau004 15 t084 gp2
245au008 8 t008 gpl meca-IVc

07-23-12-21-12-17-
24Sau011 72 21-12-17-20-17-12- gpl meca-IVc
12-17
245au007 72 16685 gpl meca-IVc
24Sau006 398 117617 gpl
24S5au009 125 1837 gp2 IV-meca-IVc
24Sau003 45 t706 gpl
24Sau002 5 t002 gp2
04-44-24-16-34-16-

24Sau020 34 12-25-22-34 gp3
24Sau018 15 t084 gp2
24Sau022 45 t505 gpl
24Sau005 45 1230 gpl
24Sau019 45 t230 gpl
24Sau010 8 t008 gpl IV-meca-IVc
24Sau023 8 1024 gpl
24Sau038 125 11084 gp2 IV-meca-1Vc
245au036 72 1148 gpl IV-meca-IVa
24Sau042 8 1024 gpl
24Sau024 30 t012 gp3
24Sau045 5 1002 gp2 IV-meca-1Vc
245au039 5 1002 gp2 IV-meca-IVc
24Sau025 59 1216 gpl
24Sau041 30 1342 gp3
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24Sau047 - 1002 gp2 IV-meca-I1Vc

24Sau044 8 t008 gpl

245au046 5 1002 gp2 IV-meca-IVc
09-02-13-17-34-34-

24Sau037 45 247-34 gpl meca

245au026 125 1067 gp2 IV-meca-IVc

Tabla 3. Resultados de tipificacion molecular de cepas de Staphylococcus aureus
obtenidos mediante el mddulo spatypes. La tabla muestra los resultados de identificacién de
secuencias multilocus (mlst), tipificacion de spa (spatyper), grupo agr (agr_group) y el tipo de

SCCmec (scc_mec) para cada muestra de validacion.

El analisis de la tabla revela que algunas cepas presentan el gen de resistencia
mecA, asociado a diferentes variantes de SCCmec (como meca-IVc y meca), lo cual es
indicativo de cepas resistentes a la meticilina (MRSA). Por otro lado, la tipificacion spa
muestra diversidad, con variantes como t084, t002 y t1451, lo que sugiere una variedad
de linajes en las muestras. El grupo agr, que regula factores de virulencia en S. aureus,
también varia entre cepas, destacandose los grupos gpl1y gp2, lo que puede influir en

la patogenicidad de las cepas.

4.7.5. Informe de calidad de secuencias crudas, trimadas y
ensamblados
En este analisis, se utilizaron los datos de secuenciacidon crudos de multiples
aislados de Staphylococcus aureus, los cuales fueron evaluados con FastQC. La grafica
generada mediante MultiQC muestra el conteo de lecturas Unicas y duplicadas para cada
aislado, permitiendo observar la proporcidn de duplicacién en las secuencias y evaluar

la calidad del conjunto de datos para el analisis posterior.

En la figura 5 se presenta el nimero de lecturas Unicas (en azul) y duplicadas (en
gris) para cada aislado de Staphylococcus aureus. Se puede observar una variabilidad en
el conteo de lecturas Unicas y duplicadas entre los diferentes aislados. Aislados como
245au017 y 24Sau046 muestran una alta proporcién de lecturas duplicadas en
comparacion con otras muestras, lo que podria sugerir sobre-secuenciacion o

redundancia en los datos. Esta alta proporcién de lecturas duplicadas puede afectar la
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calidad del ensamblaje gendmico y los andlisis de diversidad genética, ya que la

duplicacién puede influir en la cobertura y precisién del ensamblaje. Por otro lado,

muestras con un balance entre lecturas Unicas y duplicadas, como 24Sau021 y

24Sau023, representan un conjunto de datos mas equilibrado para el andlisis.

245au002_1
245au004_1
245au006_1
245au008_1
245au010_1
245au0l7_1
245au019_1
245au021_1
245au023_1
245au025_1
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245au038_1
245au041_1
245au044_1
245au046_1

500k

FastQC: Sequence Counts

1000k

Unique Reads

1500k 2000k

Number of reads

@ Duplicate Reads

2500k

3000k

3500k

Created with MultiQC

Figura 5. Conteo de secuencias Unicas y duplicadas por aislado de Staphylococcus aureus.

La grafica muestra el nimero de lecturas Unicas (en azul) y duplicadas (en gris) para cada

muestra, evaluadas con FastQC y visualizadas mediante MultiQC. La proporcion de lecturas

duplicadas puede impactar la calidad del analisis gendmico, influyendo en la cobertura y

precisidon del ensamblaje.

Posteriormente el analisis de secuencias mediante FastP Para este propdsito, se utilizé

Fastp en el andlisis de multiples aislados de Staphylococcus aureus, con el objetivo de identificar

y filtrar lecturas en funcién de criterios de calidad, longitud y composicidn. La grafica generada

con MultiQC muestra las lecturas que superaron el filtro de calidad y aquellas que fueron

descartadas por distintos motivos.

51



H H Madster Universitario en Bioinformdtica

U n Ive rs' dq d Autor: Victor Pizarro Riveros
Eu ropea Tutoras: Silvia Garcia Cobos / Maria Pérez Vdzquez
Curso:2023-2024

En la figura 6, se presenta el nimero de lecturas filtradas para cada aislado de
Staphylococcus aureus. La mayoria de los aislados muestran una alta proporcion de

lecturas que pasaron el filtro, lo cual indica un buen estado general de los datos.

Fastp: Filtered Reads
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2 4511008
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# Reads
@ Passed Filter @ Low Quality TooManyN @ Too Short @ Too Long

Created with MultiQC
Figura 6. Lecturas filtradas por Fastp para cada aislado de Staphylococcus aureus. La

grafica muestra el nimero de lecturas que superaron el filtro de calidad (en azul) y las lecturas
eliminadas debido a baja calidad (en negro), exceso de bases N (en verde), longitud inadecuada

(en naranja y morado).

Finalmente, la evaluacion de la calidad de ensamblaje permite determinar la
integridad y continuidad de los contigs obtenidos. La grafica generada por MultiQC
muestra la distribucion de contigs en distintas categorias de tamafo para cada aislado,
lo cual permite identificar la calidad del ensamblaje y la fragmentacién de las secuencias

obtenidas.

En la figura 7. Podemos identificar aislados como 24Sau021 y 24Sau023 muestran

una proporcidn equilibrada de contigs en varias categorias, lo cual podria sugerir un
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ensamblaje moderadamente fragmentado, pero relativamente completo. En contraste,
aislados como 24Sau017 y 24Sau010 tienen un mayor numero de contigs cortos (rojo y
morado), lo que sugiere una mayor fragmentacion y posiblemente una calidad de

ensamblaje mas baja.

QUAST: Number of Contigs
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2452102 1 e ————— e —
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245au036  ————— | —
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245aU04 T — e—————— e ——————
2450U044 e ———————————
2453U046  m—— ————
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® 1000-5000bp @ 0-1000 bp

Created with MultiQC
Figura 7. Numero de contigs en diferentes categorias de tamafio para cada aislado de

Staphylococcus aureus, evaluado con QUAST y visualizado mediante MultiQC. La grafica muestra
la distribucién de contigs segun su longitud: 250,000 bp (en azul), 25,000-50,000 bp (en negro),
10,000-25,000 bp (en verde), 5,000—10,000 bp (en naranja), 1,000-5,000 bp (en morado), y 0—
1,000 bp (en rojo). La cantidad de contigs largos indica un ensamblaje de mayor calidad,

mientras que un alto nimero de contigs cortos sugiere mayor fragmentacion del ensamblaje.
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5. Principales conclusiones

Este proyecto ha culminado en el disefio y desarrollo exitoso de un pipeline
bioinformatico modular y flexible, denominado StaPhyloRes, especificamente orientado
a la caracterizacion molecular de cepas de Staphylococcus aureus. StaPhyloRes esta
basado en Nextflow, lo cual permite su escalabilidad y adaptabilidad en infraestructuras
de alto rendimiento (HPC) y sistemas convencionales, lo que facilita su uso en entornos

de investigacion y clinicos donde la eficiencia y reproducibilidad son esenciales.

Este pipeline permite un entendimiento detallado de los mecanismos genéticos
subyacentes en la resistencia a antibidticos como la meticilina, macrélidos y
fluoroquinolonas. La presencia de genes como blaZ, FosB, ermA, y ermC, entre otros,
resalta la capacidad de adaptacién de estas cepas y subraya la importancia de un

monitoreo constante en contextos clinicos para optimizar estrategias de tratamiento.

La inclusidon de herramientas de tipificacion molecular y andlisis filogenético
proporciona una vision integral de la diversidad genética y las relaciones evolutivas
entre las cepas de S. aureus. La identificacion de variantes en los grupos agr, tipos de
spa, y SCCmec, junto con el analisis filogenético basado en SNPs, permite la
identificacion de linajes clonales y la evaluacién de la dispersidn genética en diferentes

entornos.

StaPhyloRes ha demostrado ser eficaz en la identificacion de genes clave de
resistencia antimicrobiana y factores de virulencia en cepas de S. aureus. A comparacién
de BACTOPIA, StaPhyloRes se centra en un andlisis automatizado siguiendo un flujo
definido, el cual es capaz de optimizar tiempo de ejecucion al enfocarse en tareas
prioritarias en la practica clinica y la vigilancia epidemioldgica, por ejemplo, en el caso
de enfermedades invasoras producidas por Staphylococcus aureus. Esta ventaja permite
generar informes rapidos y consolidados para clara visualizacidén., aunque también
define una limitacion frente a estudios especificos, evidenciando la necesidad de
continuar desarrollando nuevos mddulos y subworkflows que puedan adaptarse a

entornos clinicos y de investigacién mas complejos.
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Finalmente, como perspectiva a futuro, la adaptabilidad de StaPhyloRes permite
su expansion a otros patdgenos de interés clinico, ampliando su utilidad y contribucién
en el campo de la bioinformatica aplicada a la salud publica. Ademas, al estar disponible
en un repositorio publico en GitHub, StaPhyloRes ofrece a la comunidad cientifica una
herramienta accesible y reproducible, fomentando la colaboracién y el avance en el

estudio de la resistencia antimicrobiana y la vigilancia epidemioldgica.

6. Declaracion obligatoria del uso de herramientas de
inteligencia artificial

Se declara que se ha utilizado y se mantendra el uso de una herramienta de
inteligencia artificial como asistente de redaccién de este Trabajo de Fin de Master
(TFM). Adicionalmente, se ha utilizado una herramienta de inteligencia artificial
explicativa para las secciones de cédigo y verificacion de errores de programacién,
apoyando en la resolucién de errores, optimizacion de cédigo y en la implementacion
de buenas practicas de programacién y documentacion. Este enfoque permitié un
avance eficiente en el desarrollo de StaPhyloRes, incrementando la calidad y

reproducibilidad del pipeline.

Estas herramientas se emplean con el objetivo de mejorar la estructura del texto,
la identificaciéon de entidades nombradas (Ej, nombre de genes y bacterias), con la

finalidad de asegurar el correcto formato del documento.

Todo contenido generado y/o explicado mediante las herramientas de IA, han sido
y serda revisado a detalle para garantizar su precision, coherencia y cohesidn,

manteniendo la alineacidn con los objetivos de este TFM.
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