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RESUMEN

Introducciéon: Mycobacterium tuberculosis (MTB) y las micobacterias no
tuberculosas (MNT) desafian la salud publica en el Pert por su carga y complejidad
diagnostica. Los métodos convencionales son limitados en rapidez, especificidad y
costo. La espectrometria de masas MALDI Biotyper Sirius y la secuenciacion por
Oxford Nanopore podrian optimizar la identificacion de Mycobacterium spp.
Objetivo: Evaluar el desempefio de MALDI Biotyper sirius y la secuenciacion por
Oxford Nanopore para la identificacion de especies de Mycobacterium spp.
Métodos: Estudio comparativo, observacional y descriptivo. Se procesaron 186
aislados criopreservados del Laboratorio de Micobacterias (UPCH). Tras cultivo e
inactivacion, se procesaron por MALDI Biotyper Sirius; en paralelo se extrajo
ADN para Nanopore (estandar de referencia). Se estimaron sensibilidad,
especificidad, concordancia (x), curvas ROC/AUC y métricas de ensamblaje
genomico (completitud y N50).
Resultados: MALDI Biotyper Sirius identificé 177/186 como Mycobacterium
tuberculosis complex y 9/186 como grupo M. chimaera/intracellulare; solo 4/9 se
subtipificaron como M. intracellulare. El score promedio fue 2,018. La
secuenciacion de genoma completo o Whole genome sequencing (WGS) asign6
177 como M. tuberculosis y 9 como M. intracellulare, con ensamblajes de alta
calidad (un contig o secuencia continua de ADN generada por ensamblaje de
lecturas; N50 ~4,3—4,4 Mbp; contaminacion 0,02—0,91%). En la clasificacion de
aislamientos como MTB o MNT, MALDI Biotyper Sirius present6 una sensibilidad
y especificidad de 100%, con k=1,000 y AUC=1,000. Para especie exacta, la
sensibilidad relativa de MALDI Biotyper Sirius fue 2,15% (IC95% 0,59-5,41).
Conclusiones: MALDI Biotyper Sirius presentd desempefio y concordancia
excelentes para diferenciar MTB vs MNT (sensibilidad/especificidades cercanas al
100%, k=1,000; AUC=1,000). Sin embargo, a nivel de especie su concordancia fue
limitada por la baja/nula subtipificacion, con una sensibilidad relativa frente a

Nanopore de 2,15%.

Palabras claves: M. tuberculosis, MALDI-TOF, Secuenciacion, Micobacterias no

tuberculosas, Evaluacion.



ABSTRACT

Introduction: Mycobacterium tuberculosis (MTB) and nontuberculous
mycobacteria (NTM) challenge public health in Peru due to their burden and
diagnostic complexity. Conventional methods are limited in terms of speed,
specificity, and cost. MALDI Biotyper Sirius mass spectrometry and Oxford
Nanopore sequencing could optimize the identification of Mycobacterium spp.

Objective: To evaluate the performance of MALDI Biotyper Sirius and Oxford
Nanopore sequencing for the identification of Mycobacterium spp. species.

Methods: Comparative, observational, and descriptive study. A total of 186
cryopreserved isolates from the Mycobacteria Laboratory (UPCH) were processed.
After culture and inactivation, they were processed by MALDI Biotyper Sirius; in
parallel, DNA was extracted for Nanopore sequencing (reference standard).
Sensitivity, specificity, agreement (k), ROC/AUC curves, and genomic assembly
metrics (completeness and N50) were estimated.

Results: MALDI Biotyper Sirius identified 177/186 as Mycobacterium
tuberculosis complex and 9/186 as the M. chimaera/intracellulare group; only 4/9
were subtyped as M. intracellulare. The mean score was 2.018. Whole genome
sequencing (WGS) assigned 177 as M. tuberculosis and 9 as M. intracellulare, with
high-quality assemblies (one contig or continuous DNA sequence generated by read
assembly; N50 ~4.3—4.4 Mbp; contamination 0.02—-0.91%). In the classification of
isolates as MTB or NTM, MALDI Biotyper Sirius showed a sensitivity and
specificity of 100%, with xk=1.000 and AUC=1.000. For exact species
identification, the relative sensitivity of MALDI Biotyper Sirius was 2.15% (95%
CI0.59-5.41).

Conclusions: MALDI Biotyper Sirius showed excellent performance and
agreement for differentiating MTBC vs NTM (sensitivities/specificities close to
100%, k=1.000; AUC=1.000). However, at the species level, its agreement was
limited by the low/null subtyping, with a relative sensitivity of 2.15% compared
with Nanopore.

Keywords: M. tuberculosis, MALDI-TOF, Sequencing, Nontuberculous
mycobacteria, Evaluation.



I. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) en humanos es una enfermedad causada principalmente por el
bacilo acido-acohol resistente Mycobacterium tuberculosis, que se transmite a
través de aerosoles liberados al toser por individuos infectados, esto lo hace
pertenecer al grupo 3 de agentes patogenos. Esta via de transmision ha llevado a
estimar que alrededor de una cuarta parte de la poblacion mundial alberga infeccion
latente y que entre el 5 % y el 10 % de las personas infectadas desarrollard
enfermedad a lo largo de su vida [1]. La TB es la primera causa de muerte por un
agente infeccioso en el mundo por encima del Virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) y la malaria [2]. El Pert histéricamente ha sido un pais endémico de
M.tuberculosis, actualmente se reportan entre 100 a 299 casos nuevos por 100 000
hab/afio [1].

Las micobacterias no tuberculosas (MNT) son un agente patdgeno emergente en
personas inmunocomprometidas, su diferenciacion clinica con la tuberculosis
puede llegar a ser confusa, ademas la identificacion por laboratorio, mediante el
flujo de trabajo rutinario, puede llegar a ser compleja [3].

Tradicionalmente, inmediatamente después de identificar al paciente sospechoso de
tuberculosis se debe proceder a la correcta recoleccion de la muestra de esputo, la
cual permitira la realizacion de la baciloscopia donde se aprecia bacilos acido-
alcohol resistentes (BAAR) de color fucsia, vistos asi debido a la penetracion de la
fucsina fenicada en la pared celular de dacidos micolicos. Mycobacterium
tuberculosis es un tipo de BAAR, por lo que la técnica no es discriminante [4]. Sin

embargo, debido a su bajo costo esta es predilecta para tamizaje.



En el Peru, las plataformas de identificacion microbioldgica de rutina basadas en
perfiles bioquimicos no permiten la identificacion de Mycobacterium spp. ; por ello,
la mayoria de establecimientos de salud emplea plataformas moleculares como
GeneXpert para la identificacion rapida de Mycobacterium tuberculosis, sin
embargo, no pueden diferenciar si se trata de otro tipo de micobacteria u otro agente
patogeno.[4] Ademas los consumibles como los cartuchos tienen un costo alto por
paciente, sumando a eso la deficiente gestion puede incurrir en desabastecimiento
de los mismos lo que conlleva a retrasos en el diagnostico.

Los laboratorios de referencia poseen los ensayos Additional Species(AS) y
Common Mycobacterium (CM), basadas en la hibridacién por sonda, la cual son
tecnologias capaces de identificar género y especie. Por un lado, AS es capaz de
diferenciar algunas micobacterias no tuberculosas y el Complejo Mycobacterium
tuberculosis (MTBC), sin embargo, no puede dilucidar algunas especies de las
MNT ni las especies dentro del MTBC, para esto es necesario el ensayo Non-
Tuberculous Mycobacteria Drug Resistance (NTM-DR), la cual incluye mas sondas
de identificacion para Micobacterias no tuberculosas y el ensayo Common
Mycobacterium (CM) respectivamente, los cuales incluyen sondas especificas para
la diferenciacion [3, 11].

La espectrometria de masas MALDI Biotyper Sirius no se usa ampliamente en el
Pert. Permite identificar microorganismos mediante el perfil de masas de sus
proteinas y, por su bajo costo por muestra (consumibles asequibles), representa una
alternativa frente a otras tecnologias. [8]. La técnica consiste en mezclar la muestra
directa o las proteinas extraidas con una matriz que absorbe luz ultravioleta,

comunmente 4cido a-ciano-4-hidroxicindmico (HCCA). Luego, esta mezcla es



irradiada con un laser, lo que provoca la desorcidn e ionizacion de las moléculas de
la muestra. Los iones generados son acelerados en un tubo de vuelo y su masa es
determinada en funcidén del tiempo que tardan en alcanzar el detector. La
identificacion se realiza comparando el espectro de masas obtenido con una base de
datos de espectros conocidos [5, 6].

La secuenciacion de ADN y sobre todo en particular la del genoma completo
(WGS) de un organismo es una técnica robusta y precisa para la identificacion de
patdgenos y es aplicable a micobacterias, los estudios de epidemiologia molecular
han demostrado cémo la informacién gendmica puede complementar la
epidemiologia tradicional. En este marco, la tecnologia Nanopore ha cobrado
relevancia por su capacidad de generar lecturas largas en tiempo real a partir de
cambios en la corriente eléctrica producidos durante el paso del ADN por un
nanoporo. En los ultimos afios, la calidad de los datos obtenidos mediante esta
plataforma ha mejorado de forma continua y significativa. Estas lecturas largas
brindan una mejor resolucién de regiones complejas y disminuyen los sesgos en
genomas ricos en GC, limitacion ain presente en la tecnologia de lecturas cortas.
Se ha reportado que en un mismo estudio que con el pasar de los afios, los resultados
mejoraron progresivamente con cada actualizacion del software de basecalling y de
las herramientas bioinformaticas [7]. Debido a esto la secuenciacion de genoma
completo mediante Oxford Nanopore es una metodologia confirmatoria de alta
resolucion, ya que resuelve las limitaciones de otras técnicas moleculares
confirmatorias, sobre todo en el contexto del diagnodstico de tuberculosis. Sin
embargo, esta no es considerada para su implementacion en los laboratorios de

referencia del pais. Ademas, a pesar de ser una metodologia robusta, no hay



bibliografia disponible que utilice la secuenciaciéon por Oxford Nanopore como
metodologia de referencia en estudios comparativos en los que se emplea
espectrometria de masas para la identificacion de Mycobacterium spp [9,10].

La problematica actual reside en la necesidad de contar con métodos de diagndstico
que sean realmente muy precisos en el contexto de la salud publica peruana. Evaluar
tecnologias emergentes como el MALDI Biotyper Sirius y la secuenciacion de
genoma completo es fundamental para optimizar el diagndstico de MTB y MNT,
reduciendo tiempos y permitiendo una toma de decisiones a nivel epidemioldgico
de estas infecciones. En este sentido, estudios realizados en la regiéon han
evidenciado el potencial de tecnologias como MALDI-TOF para fortalecer la
identificacion de micobacterias en el laboratorio. Por ejemplo, Contreras et al.
reportaron la experiencia de identificacion de especies de micobacterias mediante
espectrometria de masas (MALDI-TOF) en un centro de referencia en Chile.
Asimismo, Viasquez et al. evaluaron la identificacion de micobacterias no
tuberculosas en muestras de agua potable domiciliaria, utilizando MALDI-TOF y
métodos moleculares complementarios para la resolucion de aislamientos [12,13].
Estos resultados refuerzan la importancia de incorporar tales herramientas en los
laboratorios de rutina y de referencia en el Pert, lo que podria transformar la
respuesta del sistema de salud ante estas infecciones.

En la presente tesis se evaluo si el sistema MALDI Biotyper Sirius de la empresa
Bruker, el cual esta basado en la tecnologia MALDI-TOF, puede proporcionar una
identificacion de especies de micobacterias que sean tanto precisas, esto sobre 186
aislados clinicos disponibles. Se realizd una evaluacion de los pardmetros de

calidad operacionales frente a la secuenciacion por Oxford Nanopore. La



evaluacion de estas tecnologias emergentes no solo aporta evidencia cientifica, sino
que también sientan las bases para la toma de decisiones en la incorporacion de
innovaciones diagnosticas en los laboratorios de referencia del Pert, fortaleciendo
asi la capacidad de respuesta del sistema de salud ante la MTB y las MNT, al igual

que otras enfermedades infecciosas.

1.1. Justificacion

Este estudio compar6 MALDI Biotyper Sirius y la secuenciacion de genoma
completo por Oxford Nanopore porque son enfoques complementarios para
identificar Mycobacterium spp. MALDI Biotyper sirius es una herramienta
protedmica rapida y con menor costo por muestra, mientras que la WGS permite
observar el genoma completo del aislado, lo que brinda mayor detalle para la
identificacion, aunque requiere mas recursos y tiempo de procesamiento. Por ello,
en este trabajo la secuenciacion de genoma completo por Oxford Nanopore se
empled como método de referencia, ya que ofrece una base més completa para
contrastar los resultados de una plataforma proteémica.

En la literatura, es comln que las comparaciones se realicen usando secuenciacion
de genes diana y, cuando un solo gen no discrimina bien entre especies cercanas, se
recurre a esquemas multigénicos. Sin embargo, estos enfoques siguen siendo
parciales: dependen del marcador elegido y pueden no resolver adecuadamente
especies muy relacionadas o reportar resultados en distintos niveles taxondmicos.
En ese sentido, usar secuenciacion de genoma completo como referencia ayuda a
reducir el sesgo de comparar MALDI Biotyper Sirius contra confirmaciones

incompletas.



Finalmente, en nuestro contexto los laboratorios necesitan métodos sensibles y
especificos, con tiempos de respuesta cortos y costos sostenibles. Dado que la
evidencia local comparativa es limitada, este estudio estimé el desempefio
diagnostico (sensibilidad/especificidad y concordancia) y describié parametros de
calidad relevantes de ambas técnicas, aportando informacion util para su

implementacién y toma de decisiones en el flujo diagnostico.



II. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar el desempefio de la espectrometria de masas MALDI Biotyper Sirius y la
secuenciacion por Oxford Nanopore para la identificacion de especies de

Mycobacterium spp.

2.2. Objetivos secundarios

e Determinar la sensibilidad, especificidad y rendimiento diagnostico de la
espectrometria de masas MALDI Biotyper Sirius en la identificacion de
especies de Mycobacterium spp., utilizando la secuenciacion por Oxford

Nanopore como estandar de referencia.

e Analizar la concordancia entre ambos métodos en la identificacion de

especies de Mycobacterium spp.



III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Disefio del estudio

El estudio fue comparativo y observacional. Se emplearon dos métodos para la
identificacion de especies de Mycobacterium: la espectrometria de masas (MALDI
Biotyper Sirius) y la secuenciacion de genoma completo mediante plataforma
Oxford Nanopore. Se evaluaron la precision y la concordancia entre ambos métodos
en la identificacion de aislados de micobacterias criopreservados en el laboratorio.
La metodologia incluy6 la siembra de los aislados en medios de cultivo so6lidos,
seguida de la inactivacion y el procesamiento de estos para el analisis por MALDI
Biotyper Sirius. En paralelo, se realiz6 la extraccion de ADN y la secuenciacion de
genoma completo por Oxford Nanopore, utilizada como método de referencia
comparativo en el estudio, ademas del analisis bioinformatico para determinar la
especie bacteriana. Los resultados se compararon estadisticamente para estimar la

sensibilidad, la especificidad, la concordancia y el rendimiento de ambos métodos.

3.2. Poblacion y lugar de estudio

La poblacion esta constituida por aislados criopreservados de Mycobacterium spp.,
procedentes del Laboratorio de Enfermedades Infecciosas: Mycobacterium “Luz
Caviedes Rojas” (BSL-3) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH).

El estudio se realizd en el laboratorio de Bioinformatica, Biologia Molecular y

Desarrollos Tecnologicos (BSL-2) y BSL3 antes mencionado.



3.3. Criterios de inclusion

e Aislados, recuperados por subcultivo en agar 7H10 + OADC + Tween e
incubados a 37 °C por 21 dias, con crecimiento que permita su
procesamiento, consistentes con la morfologia de Mycobacterium spp en

medio de cultivo selectivo previamente aisladas y almacenadas.

3.4. Criterios de exclusion
e Contaminacion Evidente: Cualquier aislado que muestre signos de
contaminacion microbiologica cruzada durante el proceso de cultivo o en

cualquier fase preparatoria del estudio se excluyo.

3.5. Muestra

e Se utilizdé todas las aislados disponibles para este proyecto, de
Mycobacterium spp (n=186), proporcionadas por el criobanco del
Laboratorio de Micobacterias “Luz Caviedes Rojas” (LID-118) de la

Universidad Peruana Cayetano Heredia.

3.6. Procedimientos y técnicas

3.6.1. Siembra:

En el laboratorio de Micobacterias se sembraron los aislados criopreservados a —70
°C (80 ul de cada uno) en placas descartables con agar 7H10 + OADC + Tween, y
dichas placas fueron incubadas a 37 °C durante 21 dias. Al vigésimo primer dia,
momento aproximado de la fase logaritmica y de crecimiento 6ptimo con minimo

riesgo de contaminacion, se transfirid la biomasa micobacteriana, con un asa de



inoculacion de 1 pL, a un tubo Eppendorf Safe-Lock de 1,5 mL; tras pipetear 300
uL de agua MiliQ y realizar la inactivacion térmica a 95 °C durante 30 min en

termobloque, se afiadieron 900 puL de etanol y se mezcld en vortex.

3.6.2. MALDI Biotyper sirius:

En el Laboratorio de Bioinformatica, Biologia Molecular y Desarrollos
Tecnolodgicos, la suspension micobacteriana inactivada preparada previamente (300
pL de agua MilliQ y 900 pL de etanol) se centrifugd a 13 000 rpm durante 2 min.
Luego, se descartd el sobrenadante y se retird el liquido residual con puntas
estériles, dejando secar el pellet a temperatura ambiente durante unos minutos.
Posteriormente, en el mismo tubo se colocaron perlas de circonio/silice de 0,5 mm,
se afiadieron 25 pL de acetonitrilo puro y la mezcla se agitd en vortex a maxima
velocidad durante 1 min. A continuacidn, se agregdé un volumen igual de é4cido
formico al 70 % y se agitd nuevamente durante 5 s. Tras una segunda centrifugacion
a 13 000 rpm por 2 min, se depositd 1 pL del sobrenadante sobre la placa objetivo
del equipo y, una vez seco, se cubri6 de inmediato con 1 pL de matriz HCCA
(Bruker n.° 8255344), previamente preparada con el disolvente estandar compuesto

por 50 % de acetonitrilo, 47,5 % de agua 'y 2,5 % de TFA [33].

La libreria MBT Mycobacteria Library 5.0 (DB-912 MSP #1850766) de Bruker
contiene 912 Main Spectra Projections correspondientes a 164 especies de
Mycobacterium, generadas a partir de 438 cepas de referencia y 474 cepas clinicas
aportadas por 26 colaboradores de 10 paises. Debido a la alta similitud de los
perfiles entre algunos taxones, esta libreria incluye 13 matching hints descritos en

Anexos II. En estos casos, Bruker recomienda correlacionar el resultado con la
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informacion clinica, evaluar cuidadosamente el nivel de identificacion y, de ser

necesario, confirmar mediante pruebas complementarias.

Respecto a la calificacion de las muestras, el equipo asigna a cada espectro un score
entre 0 y 3, el cual expresa la calidad de la coincidencia con la base de datos. Los
valores entre 1,80 y 3,00 (verde, simbolo “+++”) indican identificacion de alta
confianza; los valores entre 1,60 y 1,79 (amarillo, “+”) indican concordancia
moderada y requieren confirmacion; y los valores entre 0,00 y 1,59 (rojo, “—) no
permiten una identificacion fiable a nivel de especie. Con base en ello, cada muestra
se clasifico en tres categorias de consistencia. La categoria A (alta consistencia)
correspondid a muestras cuya mejor coincidencia fue de alta confianza a nivel de
especie y cuya segunda coincidencia concordd al menos a nivel de género, también
fue de alta confianza o no present6 identificacion alternativa. La categoria B (baja
consistencia) incluyd muestras en las que la primera coincidencia fue de alta o baja
confianza, pero la segunda no cumplio los criterios de la categoria A. Finalmente,
la categoria C (sin consistencia) agrupo los casos en los que no hubo una segunda
coincidencia coherente, lo que sugiere un resultado poco fiable [32]. Esta

clasificacion se presenta en tablas 5y 6 de TABLAS, GRAFICOS Y FIGURAS.
3.6.3. Secuenciacion de genoma:

Se extrajo el ADN a partir de la misma placa de cultivo en el Laboratorio de
Micobacterias de la UPCH (BLS3) empleando el ZymoBIOMICS™ DNA
Miniprep Kit (Zymo Research, ref. D4300) seglin las instrucciones del fabricante.
A continuacion, se aplico un paso controlado de fragmentacion para reducir la

longitud de los fragmentos de ADN,de mas de 60 kb a aproximadamente 16 kb
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mediante tubos g (Covaris, ref. 520079), utilizando 2 ug de ADN de entrada y
centrifugando a 4 200 rpm durante 1 minuto hasta que la muestra descendi6 al fondo
del tubo. El ADN fragmentado se purifico y concentré6 en un volumen menor

mediante columnas de unién del DNA Clean & Concentrator Kit (Zymo Research,

ref, D4004). [34] [35]

Posteriormente, se secuencié el ADN en cinco corridas usando tres celdas de flujo
MinION R10.4.1 instaladas en un dispositivo GridION y dos celdas de flujo en un
dispositivo P2 conectado al mismo GridION. Para cada corrida se prepararon
bibliotecas con el Native Barcoding Kit 96 (Oxford Nanopore, SQK-NBD114.96),
segin indicaciones del fabricante. Tras agrupar y normalizar las muestras, se
cargaron entre 18 y 85 fmol de cada grupo en las celdas de flujo y se secuenciaron
hasta que, en dos corridas, el porcentaje de poros activos alcanzod el 3 % y, en las
otras tres, hasta la estabilizacion de la produccion de datos, momento en que se
paus6 la corrida, se lavo la celda con nucleasas y se recargd la misma

biblioteca. [36]

Cada celda de flujo GridION contuvo entre 21 y 24 muestras multiplexadas
(promedio 23), mientras que las R10.4.1 agrupd entre 55 y 64 muestras,
incrementando progresivamente el volumen de entrada en corridas sucesivas para
optimizar el rendimiento. Los archivos FASTQ se generaron con Guppy basecaller
v.6.5.7 de Oxford Nanopore Technologies, aplicando un g-score minimo de 10 y

longitud minima de 200 pb.

El control de calidad inicial se realizé con NanoPlot v.1.41.3, el mapeo de lecturas

se efectué con Minimap2 v.2.26 contra el genoma de referencia M. tuberculosis
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H37Rv (NC 000962.3) y el analisis de cobertura y profundidad con Samtools
v.1.17. Para la clasificacion taxondmica a partir de la secuenciacion se utilizo la

herramienta Genome Taxonomy Database-toolkit (GTDB-Tk).

3.7. Aspectos éticos

Este proyecto se registrdé en el Sistema Descentralizado de Informaciéon y
Seguimiento a la Investigacion (SIDISI) de la Direccion Universitaria de
Investigacion, Ciencia y Tecnologia (DUICT) y, antes de su ejecucion, fue
evaluado por el Comité de Etica de la UPCH (CIE-UPCH). Ademas, se utilizo el
formato F3 de la Oficina de Regulacion y Valoracion Etica de la Investigacion
(ORVEI), destinado a proyectos que no involucraron humanos ni animales,para que
la revision se derive a la Direccion Universitaria de Asuntos Regulatorios en
Investigacion (DUARI). Durante la implementacion del estudio, se garantizo el
respeto a los principios éticos establecidos en la Declaracion de Helsinki y se
acataron estrictamente las recomendaciones del CIE-UPCH.

Se garantizo6 la seguridad del personal mediante el uso de equipos de proteccion
personal, cabinas de bioseguridad tanto en el ambiente de BSL-3 como BSL-2 , asi
mismo para el manejo de quimicos volatiles se realizo dentro de una campana

extractora.
3.8. Plan de analisis

Se aplic6 un analisis descriptivo en el que se calcularon las medias y desviaciones
estandar de variables cuantitativas como el score del espectro, asi como las

frecuencias y porcentajes de las variables cualitativas. Se evaluo la concordancia
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entre métodos mediante el indice Kappa, lo que permitié determinar el grado de

coincidencia entre las identificaciones realizadas por cada tecnologia.

Los parametros de calidad fueron evaluados mediante QUAST, BUSCO y
CheckM2 herramientas bioinformaticas empleadas para analizar métricas de
ensamblaje, completitud gendmica y contaminacion, respectivamente. En el caso

de la espectrometria de masas, se emple6 los datos generados por el sistema Bruker.

Se estim¢ el rendimiento bajo diferentes definiciones de caso positivo, se aplico
una normalizacidén taxondémica y recodificamos las salidas en binario (1=positivo;
O=negativo) en tres escenarios: (i) MTBC: se marcé como positivo cualquier
identificacion de Mycobacterium tuberculosis complex en MALDI Biotyper Sirius
y, en el estindar de referencia, cualquier etiqueta que contuviera
“s__Mpycobacterium tuberculosis”; (ii) NTM: se consider6 positivo toda
identificacion de micobacterias no tuberculosas en ambos métodos; y (iii) especie:
se defini6 como positivo la coincidencia exacta a nivel de especie entre
MALDI Biotyper Sirius y el estandar. Para cada escenario calculamos sensibilidad,
especificidad, intervalos de confianza al 95%, curvas ROC con su AUC, y la
concordancia mediante k de Cohen, reportando los valores correspondientes en la

seccion de Resultados.

La normalizacién taxonomica se ajusté al contexto peruano: la mayoria de los
aislamientos humanos del complejo M. tuberculosis corresponde a M. tuberculosis
sensu stricto (principalmente linaje 4 y, en menor medida, linaje 2). En Lima, M.

bovis y M. caprae solo se han reportado esporadicamente, y M. africanum no es
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endémica (restringida a Africa occidental). Por ello, el sesgo potencial de esta

asuncion seria limitado en nuestro entorno [30,31].

Los analisis se realizaron en Stata Now/SE 19.5 (StataCorp, TX, EE. UU.) y los

datos se almacenaron en Excel 365 (Microsoft, Redmond, WA, EE. UU.).
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IV. RESULTADOS

Se utilizaron las 186 aislados criopreservados disponibles de Mycobacterium
tuberculosis 'y otras especies de Mycobacterium spp del Laboratorio de
Micobacterias. Estos fueron analizados por MALDI Biotyper Sirius y, en paralelo,
por secuenciacion de genoma completo mediante Oxford Nanopore, el cual se
utilizé como método de referencia comparativo en el estudio, para la identificacion
Mycobacterium tuberculosis.

Mediante MALDI Biotyper Sirius, 177 aislados se identificaron como
M.tuberculosis ~ complex 'y 9 aislados se  identificaron  como
M.chimaera_intracellulare group, de estas ltimas, 4 fueron identificadas a nivel
de especie como M.intracellulare. El score promedio de identificacion fue de 2,018.
En contraste mediante secuenciacion por Oxford Nanopore se identificaron todas
los aislados a nivel de especie, 177 como M.tuberculosis y 9 como M.intracellulare.
En el caso de la secuenciacion con Oxford Nanopore, se reporta mediante QUAST
que los aislados presentaron ensamblajes compuestos por un Unico contig, con un
valor de N50 equivalente al tamafio total del genoma de micobacterias
(aproximadamente 4.3 a 4.4 Mbp) (Figura 1). Los niveles de contaminacion
oscilaron entre 0.02% y 0.91%. (Figura 2). El contenido de GC se mantuvo
constante entre los aislados, con un valor aproximado del 66% (Figura 3). El
porcentaje de completitud (completeness) fue practicamente del 100% en todos los
aislados (Figura 4). La evaluacion mediante Benchmarking Universal Single-Copy
Orthologs(BUSCO) evidencié que la mayoria de los aislados recuperaron 354 a 355
de los 356 genes BUSCO esperados, asimismo, la mayoria present6 entre 0 y 1

genes clasificados como 'Complete and Duplicated' o 'Fragmented', y un tnico
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grupo como 'Missing' (Figura 5). Asi mismo se reporta que el 90% del genoma es
codificantes, con un promedio de 900 genes por megabase (Figura 6).

Los aislados clasificados como Mycobacterium tuberculosis _complex (n=177) por
MALDI Biotyper Sirius, un 82.5% (146) de los aislados fueron clasificadas con alta
consistencia “A”, un 13.6% (24) de los aislados fueron clasificadas con baja
consistencia “B”, y un 4% (7) de los aislados no cumpli6 con los requisitos de
consistencia, siendo clasificadas como sin consistencia “C”. En el caso de
Mycobacterium chimaera_intracellulare _group (n=9), un 33.33% (3) de los
aislados fueron identificadas con alta consistencia “A”, un 44.44% (4) con “B” y
un 22.22% (2) de los aislados no cumplieron con los requisitos de consistencia,
clasificandose como sin consistencia “C” (Figura 7).

En cuanto al pardmetro de confianza, un 90.45% (161) de los aislados de
Mycobacterium tuberculosis_complex fueron identificadas con alta confianza,
mientras que 9.04% (16) de los aislados fueron clasificadas con baja confianza. En
cuanto a la confianza en las identificaciones de Mycobacterium
chimaera_intracellulare group, un 55.56% (5) de los aislados fueron identificadas
con alta confianza, mientras que el 44.44% (4) de los aislados mostraron baja
confianza, lo que indica que la certeza en la identificacion de estos aislados fue
limitada (Figura 8).

En cuanto a los 4 aislados del grupo M. chimaera/intracellulare que alcanzaron el
modulo de subtipificacion a nivel de especie y fueron clasificados como M.
intracellulare, el 100 % (4/4) present6 alta confianza; sin embargo, el 75 % (3/4)
mostro consistencia “A” y el 25 % (1/4) consistencia “C”. Del resto de los aislados

del grupo M. chimaera/intracellulare que no alcanzaron el moédulo de
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subtipificacion, el 20 % (1/5) alcanzo alta confianza, mientras que el 80 % (4/5)
alcanzo baja confianza; asimismo, el 80 % (4/5) presento consistencia “B” y el 20
% (1/5) consistencia “C” (Figura 9).

Considerando que se buscaba identificar solo Mycobacterium tuberculosis y
teniendo en cuenta la normalizacion taxondmica descrita en la seccion de analisis
estadistico, se alcanzd una sensibilidad del 100 % (IC 95 %: 97.9-100 %), una
especificidad del 100 % (IC 95 %: 66.4%—100 %), un coeficiente de concordancia
de Cohen (k) de 1.000 y un area bajo la curva ROC (AUC) de 1.000 (IC 95% 1.0—
1.0).

Al considerar identificar solo Micobacterias no tuberculosas y al aplicar la
normalizacidon taxonomica descrita en plan de analisis, se alcanza una sensibilidad
del 100% (IC 95%: 66.4%-100%), una especificidad del 100% (IC 95%: 97.9% -
100%) , un coeficiente de concordancia de Cohen(k) de 1 y un area bajo la curva
ROC (AUC) de 1 (IC 1.0-1.0).

Considerando como criterio positivo la identificacion a nivel de especie, la
sensibilidad relativa del MALDI Biotyper Sirius frente al estandar de referencia fue

de 2,15% (1C95% 0.59-5.41)
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V. DISCUSION

La concordancia entre MALDI Biotyper Sirius y la secuenciacion de genoma
completo mediante Oxford Nanopore fue completa a nivel de complejo/grupo para
Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC; 177/177) y para el grupo M.
chimaera/intracellulare (9/9). Sin embargo, estos resultados no deben interpretarse
como un desempeio alto a nivel de especie. En este estudio,
MALDI Biotyper Sirius resolvioé Ginicamente 4/186 (2.2%) aislamientos a nivel de
especie, mientras que la secuenciacion asignd 186/186 aislamientos a nivel de
especie. En conjunto, estos hallazgos indican que MALDI Biotyper Sirius es util
como cribado rapido para diferenciar MTBC vs MNT, mientras que la

identificacion taxonomica fina dependio de la secuenciacion.

Estos hallazgos son consistentes con reportes previos que muestran un alto
rendimiento de MALDI-TOF para distinguir MTBC de micobacterias no
tuberculosas (MNT) [13]. Por ejemplo, un estudio chileno reporté 100% de
identificacion correcta de MTBC mediante MALDI-TOF [13]. De manera similar,
una evaluacion multicéntrica en Europa observo identificacion correcta a nivel de
complejo en el 100% de los casos analizados en 12 de 15 laboratorios [14]. En
nuestro analisis, todos los aislamientos del complejo MTBC fueron reconocidos
correctamente por MALDI Biotyper Sirius, lo que respalda su confiabilidad para el
diagnostico a nivel de complejo. Este punto tiene relevancia clinica, ya que la
identificacion rapida de MTBC facilita el inicio oportuno de medidas de control y

prevencion epidemiologica.
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No obstante, MALDI Biotyper Sirius mostré limitaciones para la resolucion de
especies estrechamente relacionadas dentro de las MNT. En particular, solo 4 de 9
aislamientos del grupo M. chimaera/intracellulare fueron identificados a nivel de
especie mediante el modulo de subtipificacion. Este comportamiento concuerda con
reportes que describen la dificultad de MALDI-TOF para distinguir M.
intracellulare de M. chimaera debido a perfiles proteicos altamente similares. En
linea con ello, la calidad interna del resultado (consistencia) también difiri6 entre
grupos: la mayoria de los aislados de MTBC mostré consistencia A (82.49%,
146/177), mientras que el grupo M. chimaera/intracellulare presentd mayor
incertidumbre, con consistencia A en 33.33% (3/9). En conjunto, estos datos
sugieren que MTBC es mas identificable de forma consistente por

MALDI Biotyper Sirius que especies cercanas dentro de MAC.

Una explicacién plausible para esta diferencia es la variabilidad operacional
asociada al momento de procesamiento y a la edad fisiologica de la colonia. El
disefio experimental contemplé el procesamiento al dia 21, con énfasis en
micobacterias de crecimiento lento; sin embargo, las cepas del grupo M.
chimaera/intracellulare  corresponden a micobacterias de crecimiento
relativamente mas rapido, y para el dia 21 podrian encontrarse en fase estacionaria.
En esta fase se reportan cambios en la sintesis de proteinas ribosomales y en la
composicion de la membrana, lo que puede afectar el espectro obtenido y, por tanto,
la capacidad del sistema para activar la subtipificacion, la cual depende de picos
biomarcadores especificos. Esta interpretacion es concordante con Cuenod et al.,
2021, donde se sefiala la edad de la colonia como un factor asociado a la calidad del

espectro [15]. En este sentido, los resultados resaltan que la resolucion a nivel de
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especie por MALDI Biotyper Sirius puede ser sensible a condiciones preanaliticas
y de procesamiento, especialmente cuando se evaltan especies estrechamente

relacionadas.

Adicionalmente, se observd que el modulo de subtipificacion identifico M.
intracellulare en cuatro aislados con scores entre 1.86—1.96, todos con alta
confianza; en uno de estos casos se registrd consistencia C. Esto sugiere que la
presencia de picos biomarcadores permitio la asignacion de especie aun cuando el
espectro global no alcanzd criterios de consistencia maxima. Por otro lado, se
registré un aislado con score 2.02 en el que no se logrd la subtipificacion, lo que
indica que un puntaje elevado no garantiza la resolucion a nivel de especie si faltan
picos discriminantes. En conjunto, estos hallazgos refuerzan que el desempefio del
modulo de subtipificacion puede variar segin la calidad y composicion del

espectro, y no depende unicamente del score.

En contraste, Oxford Nanopore permiti6 asignacion a nivel de especie en el 100%
de los aislados y mostr6 parametros de calidad gendmica altos en todos los casos.
Los genomas ensamblados consistieron en un solo contig, con tamafios entre 4.3—
5.7 Mbp (compatibles con cromosomas bacterianos completos), valores de N50
equivalentes al tamafio genémico (indicando ensamblajes continuos) y contenido
GC cercano a 66%, concordante con lo reportado para Mycobacterium spp.,
particularmente M. tuberculosis, en estudios con Nanopore [16—-19]. Asimismo,
resultados previos con PacBio han reportado ensamblajes completos de M.

tuberculosis en un solo contig (~4.41 Mbp) y GC ~65.6% [19], lo cual respalda que
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los ensamblajes obtenidos en este trabajo son consistentes con referencias

publicadas.

De manera similar, los genomas del grupo M. intracellulare mostraron tamanos
mayores que los de M. tuberculosis, lo cual es esperado para especies de MAC
[Imagen 6]. Estudios de secuenciacion completa han reportado, por ejemplo, el
genoma de M. intracellulare ATCC 13950 (5,402,402 pb; GC ~68.1%) y la cepa
clinica MOTT-02 (5,409,696 pb), dentro del rango de ~5.3-5.4 Mb y ~68-69% GC
descrito en distintas cepas [20—22]. Estas cifras son concordantes con lo observado
en este estudio y respaldan la adecuada calidad del procesamiento y ensamblaje de

estos aislados.

Desde el punto de vista clinico y epidemioldgico, la imposibilidad de distinguir
entre M. chimaera y M. intracellulare puede ser relevante, especialmente en el
contexto de vigilancia de infecciones asociadas a atencion de salud. M. chimaera
se ha asociado a infecciones nosocomiales vinculadas a cirugias cardiacas con
circulacion extracorpdrea [23,24]. No diferenciar entre ambas especies dificulta
establecer si un caso corresponde a un evento asociado a brote hospitalario o a una
fuente ambiental. Este problema se agrava considerando la latencia prolongada
reportada para M. chimaera, con intervalos de hasta mas de 6 afios desde la cirugia
hasta la presentacion clinica [23]. Asimismo, se han reportado tasas de mortalidad
elevadas en series clinicas, por ejemplo 50% en un estudio europeo (n=10) y 60%
en un estudio del Reino Unido (n=30) [25,26]. Por ello, la identificacion a nivel de
especie puede ser clave para decisiones de control epidemioldgico y seguimiento

de casos.
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Finalmente, la diferenciacion a nivel de especie también puede aportar informacion
para la optimizacidn terapéutica. Se ha descrito que algunas cepas de M. chimaera
presentan mayor resistencia a macrolidos en comparacion con M. intracellulare, y
los macrolidos forman parte del esquema estandar para infecciones por MAC
(macrolido + rifampicina + etambutol). En ese contexto, la identificacion especifica
podria ser clinicamente relevante, especialmente ante falla terapéutica [27,28]. En
cuanto a perspectivas de mejora, la identificacion microbiana por espectrometria de
masas aun enfrenta retos por la necesidad de cultivo aislado para resultados
confiables; sin embargo, se han propuesto estrategias para avanzar hacia
identificaciéon mas rapida. Por ejemplo, se ha evaluado MALDI-TOF MS en esputo
directo junto con examen microscopico, con sensibilidad de 97% y especificidad de
77% para diferenciar tuberculosis pulmonar de controles no TB [29], lo que sugiere
que futuras optimizaciones podrian ampliar la aplicabilidad clinica de MALDI-

TOF.
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VI. LIMITACIONES

Una limitacion del estudio fue el uso de aislados criopreservados disponibles (186)
para la presente tesis, lo que limita la generalizacion de los hallazgos a otros
laboratorios o periodos. Ademas, el desempefio de MALDI Biotyper Sirius depende
de la calidad del espectro y de la cobertura de la base de datos, por lo que especies
poco representadas o taxondomicamente cercanas pueden presentar identificaciones
con menor confianza o discrepancias. En cuanto a la secuenciacion por Oxford
Nanopore, la asignacion de especie se realizd mediante un pipeline bioinforméatico

especifico; por ello, este aspecto debe considerarse al extrapolar la concordancia.
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VII. CONCLUSIONES

Objetivo 1: Bajo la normalizacion taxonémica, MALDI Biotyper Sirius mostré un
desempefio muy alto para clasificar entre el complejo M. tuberculosis (MTBC) y
las micobacterias no tuberculosas (MNT), con estimaciones compatibles con
sensibilidad y especificidad cercanas al 100%. Asimismo, mostrdé un alto poder
discriminante para diferenciar MTBC frente a MNT (AUC=1,000). En cambio, al
exigir la identificacion de la especie exacta, la sensibilidad relativa de MALDI

Biotyper Sirius frente a Nanopore fue de 2,15%.

Objetivo 2: La concordancia a nivel de complejo/grupo entre ambas técnicas fue
plena (k =1,000), lo que indica que MALDI Biotyper Sirius y Oxford Nanopore son
intercambiables para diferenciar entre MTBC y MNT. A nivel de especie, la
concordancia se reduce por la nula tasa de subtipificacion de MALDI Biotyper

Sirius en MTBC y baja en MNT.
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Figura 1. Distribucion del N50 por intervalos y especie.

El grafico presenta el nimero de aislados en cada intervalo de N50 (Mbp),
agrupados segun la especie identificada: M. tuberculosis (azul) y M. intracellulare
(rojo). Los valores sobre las barras indican la frecuencia de aislados por intervalo.
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Figura 2. Distribucion de los niveles de contaminacion en los genomas
ensamblados.

Se muestra la frecuencia de los aislados en funcion del porcentaje de contaminacion
estimado, mientras que el boxplot inferior resume su distribucion estadistica. La
gran mayoria de los genomas presentan valores de contaminacion entre 0.02% y
0.91%, con una mediana cercana a 0.6%, sin presencia de outliers significativos.
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Figura 3. Distribucion del contenido de Guanina y Citocina (GC) y densidad
génica en los genomas ensamblados.

Los histogramas muestran la frecuencia de los aislados segun el porcentaje de GC
(izquierda) y la densidad génica expresada como numero de genes por megabase
(derecha). En el caso del contenido de GC, practicamente todas los aislados se
concentran estrechamente alrededor del 66%, sin variacion significativa entre
genomas. De manera similar, la densidad génica se distribuye en torno a 900
genes/Mb.
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Figura 4. Distribucion del porcentaje de completitud en los genomas
ensamblados.

Se muestra la frecuencia de los aislados en funcion de su porcentaje de completitud,
mientras que el boxplot inferior resume su distribucién. La gran mayoria de los
genomas presentan valores de completitud cercanos al 100%, sin presencia de
valores atipicos ni dispersion significativa.
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Figura 5. Evaluacion de la completitud genémica
mediante Benchmarking Universal Single-Copy
Orthologs(BUSCO).

El grafico de barras horizontales apiladas muestra el
niumero de genes BUSCO identificados en cada
genoma ensamblado.La mayoria de los genomas
presentan entre 354 y 355 de los 356 genes BUSCO
esperados en copia unica (verde, Complete-Single),
mientras que un numero reducido aparece como
duplicados (azul, Complete-Duplicated),
fragmentados (naranja, Fragmented) o ausentes
(rojo, Missing).
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Figura 6. Comparacion del tamario genomico y numero de genes codificantes entre
M. tuberculosis y M. intracellulare.

El grafico de dispersion muestra la relacion entre el tamafio del genoma (Mbp) y el
nimero total de genes codificantes predichos para cada muestra. Las cepas de M.
tuberculosis (azul) se agrupan de manera compacta en torno a ~4.3-4.4 Mbp y
~4000 genes, reflejando genomas mas reducidos y altamente conservados. En
contraste, los aislados clasificados como M. intracellulare (rojo) presentan
genomas considerablemente mas grandes (5.1-5.7 Mbp) y un mayor nimero de
genes (4800-5300).
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Distribucién de Consistencia (MALDI Biotyper Sirius)
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Figura 7. Distribucion porcentual de la consistencia por genero en el sistema
MALDI Biotyper sirius

La figura muestra un grafico de barras apiladas que compara dos grupos taxondmicos:
Mycobacterium tuberculosis complex y M. chimaera/intracellare group. Cada barra
estd segmentada segln el porcentaje de aislamientos clasificados en las categorias de
consistencia A (azul), B (anaranjado) y C (verde). Para M. tuberculosis complex se
obtuvieron 146 aislamientos en consistencia A, 24 en consistencia B y 7 en consistencia
C. En el caso de M. chimaera/intracellare group, 3 aislamientos correspondieron a
consistencia A, 4 a consistencia B y 2 a consistencia C.

Distribucion de Confianza (MALDI Biotyper Sirius)
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Figura 8. Distribucion porcentual del parametro de confianza en el sistema
MALDI Biotyper sirius

La figura muestra un grafico de barras apiladas que compara dos grupos
taxondmicos: Mycobacterium tuberculosis complex y M. chimaera/intracellare
group. Cada barra esta segmentada segin el porcentaje de aislamientos
clasificados en las categorias de confianza alta (azul) y confianza baja(anaranjado)
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Figura 9. A)Distribucion porcentual del parametro de confianza en el sistema MALDI
Biotyper sirius respecto a M.chiamaera/intracellulare group La figura muestra un grafico
de barras apiladas que compara dos grupos: M. intracellare, identificada a nivel de especie,
y las que no lograron ser identificadas a nivel de especie Cada barra estd segmentada segin
el porcentaje de aislamientos clasificados en las categorias de confianza alta (verde) y
confianza baja(roja). B)Distribucion porcentual del parametro de consistencia en el
sistema MALDI Biotyper sirius respecto a M.chimaera/intracellulare group. La figura
muestra un grafico de barras apiladas que compara dos grupos: M. intracellare, identificada
a nivel de especie, y las que no lograron ser identificadas a nivel de especie. Cada barra esta
segmentada seglin el porcentaje de aislamientos clasificados en las categorias de consistencia
A (azul), B (anaranjado) y C (morado)

Tabla 1.

Distribucion de identificaciones por MALDI Biotyper Sirius en 186 aislados

Resultado s‘iln\llgl Biotyper Frecasncla Porcentaje  Porcentaje acumulado
Mycobacterium chimaera/intracellulare group 9 484 484
Mycobacterium tuberculosis complex 177 95.16 100
Total 186 100
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Tabla 2.

Consistencia de la identificacion por MALDI Biotyper Sirius segun especie

Especie identificada por Consistencia  Consistencia  Consistencia Total
MALDI Biotyper sirius A B C
Mycobacterium "
chimaerufitracellulare 3(33.33%) 4 (44.4%) 2(22.22%) 9(100%)
Mycobacterium G i doae - o
tuberculosis comple 146 (82.49%) 24 (13.56%) 7 (3.95%) 177 (100%)
Total 149(80.11%)  28(15.05%) 9(4.84%) 186 (100%)
Tabla 3.

Nivel de confianza del resultado MALDI Biotyper Sirius por grupo taxonomico.

Especie identificada Confianza High Confianza Low Total
Mycobacterium aaa
chimaera intraceliulare group 5(35.56%) 444 4%) 9(100%)
Mycobacterium 2 = 3
tuberculosis: comph 161 (90.45%) 16 (9.04%) 177(100%)
Total 166(88.77%) 2X10.75%) 186{100%)
Tabla 4.

Métricas Diagnosticas IC 95%

Métrica Estimacion IC Lower IC Upper
Sensibilidad 1 0.97 0.99
Especificidad 1 0.7 0.99
Kappa de Cohen 1 1 1

ROC AUC 1 1 1
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Tabla 5.

Interpretacion de log(score) en MALDI Biotyper sirius para micobacterias

Rango de Interpretacion Seial en reporte
log(score) (referencial)
1,80 — 3,00 Identificacion de alta confianza Verde / “+++7
1,60 - 1,79 Identificacion de baja confianza (requiere Amarillo / “+”
confirmacion)
0,00 -1,59 No es posible una identificacion fiable Rojo / “=>
Tabla 6.

Definicion de categorias de consistencia (A—C) en MALDI Biotyper

Categoria Criterio operativo (como se asigna) Lectura practica
A (alta La mejor coincidencia es una El ranking respalda
consistencia) identificacion de alta confianza. La fuertemente al

segunda mejor es: (1) alta confianza con  primer hit (resultado
misma especie, o (2) baja confianza con  robusto).
misma especie 0 mismo género, o (3) sin
identificacion.
B (baja No cumple criterios de A. La mejor Hay coherencia
consistencia)  coincidencia puede ser de alta o baja parcial (al menos a
confianza. La segunda mejor es: (1) alta  nivel de género),
o0 baja confianza con mismo género, o pero menor solidez.
(2) sin identificacion.
C (sin No cumple criterios de A ni de B. Coherencia
consistencia) insuficiente entre
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ANEXOS

I. Agrupaciones de micobacterias con espectros MALDI Biotyper
Sirius similares:

(1) M. austroafricanum con M. vanbaallenii; (2) M. canariasense con M.
cosmeticum; (3) M. chubuense, M. chlorophenolicum y M. psychrotolerans; (4) M.
crocinum con M. pallens; (5) miembros del complejo M. fortuitum (especialmente
M. farcinogenes, M. fortuitum subsp. fortuitum, M. porcinum y M. senegalense);
(6) M. gadium con M. tusciae; (7) M. intracellulare con M. chimaera; (8) M.
mucogenicum con M. phocaicum; (9) M. murale con M. tokaiense; (10) M. sherrisii
con M. simiae; (11) miembros del complejo M. tuberculosis; (12) M. chelonae con
M. salmoniphilum (posibles coincidencias de alta confianza en casos muy raros,
distinguibles por pruebas fisioldgicas o secuenciacion); y (13) M. aichiense con M.
aromaticivorans.

II. Glosario de Términos

e MALDI Biotyper sirius: Plataforma de espectrometria de masas MALDI-
TOF (desorcion/ionizacion laser asistida por matriz—tiempo de vuelo)
utilizada para la identificacion de microorganismos.

e OXFORD NANOPORE:Tecnologia de secuenciacion de ADN de “lectura
larga” que determina la secuencia al hacer pasar moléculas individuales por
un nanoporo y medir cambios en la corriente eléctrica; permite obtener
lecturas extensas y realizar secuenciacion de genoma completo para
identificacion taxondmica

e WGS (Whole Genome Sequencing / secuenciacion de genoma completo):
M¢étodo que obtiene la secuencia del genoma completo de un
microorganismo, permitiendo identificarlo con alta resolucion.

e BAAR (bacilo 4cido-alcohol resistente): Bacteria cuya pared rica en acidos
micolicos resiste la decoloracion con &cido-alcohol (por ejemplo M.
tuberculosis).

e Barcoding (etiquetado): Adicion de secuencias cortas (barcodes) a
bibliotecas para mezclar varias muestras y luego separar lecturas por
muestra (demultiplexacion).

e Basecalling: Conversion de sefiales crudas (eléctricas en ONT) a bases
A/C/G/T con un modelo (por ejemplo Dorado).

e BUSCO: Herramienta para estimar “completitud” de un
ensamblaje/genoma a partir de genes ortdélogos conservados.

o (CheckM2: Herramientas para estimar completitud y contaminacién de
genomas ensamblados a partir de marcadores.

e GTDB-Tk: Herramienta para clasificar taxondmicamente genomas
bacterianos/arqueanos segun la base GTDB.

e N50 (de ensamblaje): Longitud L tal que el 50 % de la suma total del
ensamblaje estd en contigs con longitud > L (contigs ordenados de mayor a
menor).



e Contig:Secuencia de ADN contigua reconstruida por el ensamblador a partir
de lecturas solapadas. y representa un fragmento continuo del genoma.

e Mbp (mega pares de bases): Unidad que equivale a un millén de pares de
bases (1 Mbp = 10° bp); se usa para expresar el tamafio de genomas o de
secuencias/ensamblajes



