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RESUMEN

La secuenciaciéon de lectura larga por Oxford Nanopore Technologies aplicada a
Mycobacterium tuberculosis ofrece ventajas para resolver regiones repetitivas y
estructuralmente complejas, aunque su desempefio depende criticamente de
decisiones pre-analiticas. Este estudio evalud el impacto de (i) la inactivacion
térmica — 95 °C/1 h; 80 °C/20 min —, (ii) cuatro métodos de extraccion de ADN
gendémico (ADNg) vy (iii) la fragmentacion del ADNg a ~10 kpb sobre métricas
clave del secuenciamiento (N50, cobertura, profundidad y precision) y sobre el
ensamblaje con lecturas diplex. Los resultados mostraron que la inactivacion a 95
°C/1 h degrada el ADNg y reduce la proporcion de lecturas largas. En contraste, la
condicion sin inactivacion térmica combinada con el método de extraccion de
ADNg M3b con purificacion reforzada mejoro el rendimiento del secuenciamiento.
Ademas, la fragmentacion controlada del ADN aumentd el rendimiento en
gigabases y la profundidad genomica a 214.7 X, con un N50 menor de valor
7.33 kb, manteniendo la cobertura gendémica completa. Con el método M3b
fragmentado a ~10 kpb, el ensamblaje con lecturas duplex alcanzé coberturas casi
totales del genoma y precisiones comparables a los valores de referencia de ONT,
con bajas tasas de errores e indels. En conclusion: (1) debe evitarse la inactivacion
a 95 °C/1 h si se busca maximizar lecturas largas; (2) los métodos de extraccion
como M3b con purificacion adicional optimizan las razones 260/280 y 260/230 y
el rendimiento del secuenciamiento; (3) el método M3b fragmentado a ~10 kpb + 2
kpb es recomendable cuando se prioriza profundidad y rendimiento total,

asumiendo un N50 menor y (4) las lecturas diplex permiten ensamblajes de alta



precision cuando la cobertura lo permite. Estas decisiones definen un flujo de
trabajo que equilibra rendimiento y calidad, adecuado para vigilancia gendémica y

aplicaciones de investigacion.

Palabras clave: Secuenciacion de lectura larga, Mycobacterium tuberculosis,
Inactivacion térmica, Método de extraccion de ADNg, Fragmentacion del ADNg a

10 kpb



ABSTRACT

Long-read sequencing by Oxford Nanopore Technologies applied to
Mycobacterium tuberculosis offers advantages for resolving repetitive and
structurally complex genomic regions, although its performance depends critically
on pre-analytical decisions. This study evaluated the impact of (i) heat inactivation
—95°C/1 h; 80 °C/20 min —, (ii) four genomic DNA (gDNA) extraction methods,
and (iii)) gDNA fragmentation to ~10 kbp on key sequencing metrics (N50,
coverage, depth, and accuracy) and on duplex-read assembly. The results showed
that inactivation at 95 °C/1 h degrades gDNA and reduces the proportion of long
reads. In contrast, the non-heat-treated condition combined with the M3b gDNA
extraction method with reinforced purification improved sequencing performance.
In addition, controlled DNA fragmentation increased gigabase output and genomic
depth to 214.7%, with an N50 of 7.33 kb while maintaining full genome coverage.
With the fragmented M3b method to ~10 kbp, duplex-read assemblies achieved
near-complete genome coverage and accuracies comparable to ONT reference
values, with low error and indel rates. In conclusion: (1) heat inactivation at 95 °C/1
h should be avoided when maximizing long-read yield; (2) extraction methods such
as M3b with additional purification optimize 260/280 and 260/230 ratios and
sequencing performance; (3) the M3b method fragmented to ~10 kbp + 2 kbp is
recommended when depth and total output are prioritized, assuming a lower N50;
and (4) duplex reads enable high-accuracy assemblies when coverage permits.
These decisions define a workflow that balances yield and quality, suitable for

genomic surveillance and research applications.



Keywords: Long-read sequencing, Mycobacterium tuberculosis, Heat inactivation

,gDNA extraction method , gDNA fragmentation to ~10 kpb



1  INTRODUCCION

La tuberculosis (TB), una enfermedad infecciosa causada por la bacteria
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), sigue constituyendo una de las amenazas mas
graves para la salud humana, siendo considerada una de las principales causas de
muerte a nivel global (1,2). Segun el “Informe Global sobre Tuberculosis 2024” de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en 2023, se estima que 10,8 millones
de personas enfermaron de TB en todo el mundo, lo que resulté en 1,25 millones
de muertes (3). Los esfuerzos para controlar la TB se ven obstaculizados por el
aumento de cepas de Mtb resistentes y multirresistentes a los farmacos, asi como

por la falta de pruebas rapidas y precisas para clasificar sus perfiles de resistencia

(4).

Pert es uno de los 30 paises con mayor carga de TB multidrogorresistente (TB-
MDR) (1,2). El diagnostico tradicional de drogo — resistencia (DR) de Mtb se basa
en pruebas fenotipicas, que pueden tardar hasta dos meses retrasando el tratamiento
(5). Para agilizar este proceso, se han implementado pruebas moleculares rapidas
como el Xpert MTB/RIF y el GenoType MTBDRplus que permiten la
identificacion temprana de resistencia a los farmacos de primera linea (6). No
obstante, estos métodos no detectan la resistencia a farmacos de segunda linea y
pasan por alto mutaciones fuera de las regiones “hot spots” seleccionadas, lo que

puede incurrir en resultados falsos negativos en la deteccion DR.

Para una estrategia eficaz de control epidemiologico de la TB es esencial conocer

los genomas completos de Mtb. En este contexto, el secuenciamiento del genoma
5



completo (WGS) emerge como una herramienta fundamental al facilitar un anélisis
exhaustivo del genoma de Mtb (7). Este enfoque no sélo ofrece perfiles mas
completos DR (7,8) que permite una prediccion rapida y precisa de la DR fenotipica
(8,9). Sino también permite la identificacion de brotes, seguimiento de cadenas de
transmision, deteccion de nuevas cepas, y evaluacion de la diversidad genética (10).
Por tanto, la integracion de WGS en el marco de gestion y control de la TB anuncia

nuevas vias para mejorar las modalidades de diagnoéstico y tratamiento.

El flujo de trabajo estandar para el analisis de WGS en cepas de Mtb ha considerado
la secuenciacion de tecnologias de lectura corta de alta precision como las
plataformas Illumina (10). Un desafio clave con la secuenciacion de lectura cortas
de Illumina en Mtb es la exclusion de alrededor del 10% del genoma debido a
errores de mapeo en regiones complejas como las familias de genes PE (prolina-
glutamato) y PPE (prolina-prolina-glutamato), exclusivas del complejo Mtb y
caracterizadas por secuencias ricas en GC, con multiples motivos repetitivos,
elevada similitud entre si y elementos genéticos moviles (10), . Esta arquitectura
dificulta la asignacion Unica de lecturas de 150-300 pb, lo que genera fallas de
alineamiento, pérdida de cobertura y una representacion incompleta de estos loci.
Asi mismo, desde una perspectiva logistica y financiera este tipo de
secuenciamiento implica un alto costo de reactivos, mantenimiento de cadena de
frio en el envio de estos y la necesidad de equipos y ambientes especializados. Todo

esto representa una barrera significativa en entornos con recursos limitados (5,11).

En este sentido la incorporacion de nuevas opciones de tecnologias de

secuenciamiento como la tecnologia de lectura larga de Oxford Nanopore ofrece



muchas ventajas, entre ellas: la longitud de lectura, el bajo costo de reactivos, el
envio de reactivos sin necesidad de cadena de frio, la portabilidad de equipos y
resultados rdpidos (11). Estas ventajas prometen hacer este analisis de
secuenciacion mas factible de realizar en todas las intalaciones y mads robusto,

permitiendo una cobertura mas completa del genoma (10,12,13).

La tecnologia de secuenciacion Oxford Nanopore (Oxford Nanopore Technology,
ONT) permite generar lecturas largas, facilitando la resolucion de regiones
genomicas complejas y la mejora del esamblaje del genoma de Mtb (13,14). Sin
embargo, su aplicacion requiere optimizar varios procesos, incluida la extraccion
de ADN (15). El éxito de la secuenciacion ONT en Mtb depende de obtener ADNg
de alto peso molecular (HMW), en cantidades de 400 - 1000 ng, y con indices de
pureza de 260/280 ~ 1.8 y 260/230 entre 2.0 - 2.2 (15,16). Actualmente, no existe
un flujo de trabajo que garantice datos de alta calidad como resultado del
secuenciamiento de ADNg de Mtb usando ONT . Los estudios realizados hasta la
fecha se han centrado principalmente en la identificacion y caracterizacion
gendmica de Mtb, con énfasis en la deteccion de variantes genéticas y prediccion
de resistencia a farmacos. Sin embargo, no hay estudios que se hayan centrado en
la optimizacion del secuenciamiento ONT de Mtb y que garanticen una data

detallada, rapida y precisa para los analisis gendmico.

Para establecer un flujo de trabajo que optimice el secuenciamiento de ADNg de
Mtb usando ONT es necesario evaluar tres puntos clave en relacion a su extraccion
del ADNg. El primero es encontrar el ajuste preciso de la temperatura de

inactivacion, buscando equilibrar la bioseguridad necesaria para manipular Mtb y



la integridad del ADNg (17), el segundo es evaluar el riesgo significativo que
implica el uso de fenol en la extraccion del ADN durante la corrida de secuenciacion
— ya que pequefias cantidades pueden dafiar los poros de secuenciacion, lo que
reduce el desempefio de la ejecucion (18), y el tercero es evaluar la condicion de
fragmentacion del ADNg - cuidando de mantener ain fragmentos largos y la
integridad de la muestra - para mitigar los desafios planteados por el alto contenido
de GC del genoma de Mtb y su propension a la formacion de estructuras secundarias

que podrian bloquear los poros (19,20).

La falta de estudios que aborden estos tres puntos clave subraya la necesidad de
establecer un flujo de trabajo que optimice la secuenciacion de Mtb mediante ONT;
abordando las complejidades de la extraccion y la secuenciacion que permitan
mejorar el rendimiento del secuenciamiento, al tiempo que garantiza la seguridad

del laboratorio.



1.1 Planteamiento del Problema

El WGS de Mtb esta actualmente dominado por la tecnologia de secuenciacion de
lecturas cortas de la plataforma Illumina, siendo considerada el gold estandar para
el secuenciamiento (21). Sin embargo, esta tecnologia enfrenta limitaciones
significativas como el alto costo de reactivos, mantenimiento de cadena de frio en
el envio de estos y la necesidad de equipos y ambientes especializados. Asi mismo,
esta tecnologia no logra caracterizar regiones genomicas complejas, como las
familias de genes PE/PPE vy las areas repetitivas del genoma de Mtb (10). Estas
limitaciones han restringido su uso en entornos con recursos limitados y han

dificultado la obtencion de ensamblajes completos y detallados del genoma (5,11).

En este contexto, la secuenciacion de lectura larga de ONT ofrece multiples
ventajas para los laboratorios de referencia y diagnostico como el bajo costo de
inversion, kits de secuenciaciamiento libres de cadena de frio para su traslado,
portabilidad del dispositivo de secuenciamiento, analisis en tiempo real, y la
capacidad de generar lecturas extensas (11,15,22-24). Este tltimo permite resolver
regiones complejas del genoma de Mtb, facilitando un ensamblaje mas completo
(10,12,13). La combinacion de su baja inversion de capital y la portabilidad de ONT
hace a esta tecnologia mas accesible para paises con recursos limitados y alta carga
de TB, acercando el diagndstico a los puntos de atencion y fortaleciendo la
vigilancia genomica (24). No obtante, no existe un protocolo estandarizado que

asegure un buen rendimiento y desempefio del secuenciamiento de Mtb por ONT.



Para disenar un flujo de trabajo optimizado de secuenciacion de Mtb utilizando
ONT es fundamental evaluar el efecto de la temperatura de inactivacion, la
extraccion y fragmentacion en el rendimiento del secuenciamiento. Esto con el fin
de identificar el mejor método que proporcione la mayor cantidad, calidad e
integridad de ADNg; asi como el mayor rendimiento en el secueciamiento.
Actualmente, no existen estudios que aborden de manera integral estos puntos
clave. Esto limita la implementacion de un flujo de trabajo optimizado que asegure

datos de alta calidad y maximice el rendimiento en la secuenciacion por ONT.

1.2 Pregunta de investigacion

El presente estudio plantea abordar los vacidos de conocimiento previamente
expuestos para proponer un flujo de trabajo optimizado para secuenciar muestras
de ADNg de Mtb usando la tecnologia Oxford Nanopore. Por ello planteamos la
siguiente pregunta de investigacion: ;La temperatura de inactivacion, las técnicas
de extraccion y fragmentacion del ADNg de M. tuberculosis afectan el rendimeinto

del secuenciamiento usando la tecnologia Oxford Nanopore?
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1.3 Justificacion

Este estudio busca explorar de manera integral el efecto de la inactivacion térmica,
el método de extraccion, con y sin fenol, y la fragmentacion del ADNg en el
rendimiento de la secuenciacion de Mtb con ONT. Estas 3 variables son
determinantes para definir un flujo de trabajo optimizado que permita maximizar el

rendimiento del secuenciamiento

Evaluar métodos de extraccion de ADNg que emplean o no fenol-cloroformo es
fundamental para obtener indicios experimentales sobre su impacto potencial en el
rendimiento de la secuenciacion por la tecnologia ONT. Los métodos basados en
fenol-cloroformo representan una alternativa mas econémica ($2.6/muestra) (25)
en comparacion con los kits comerciales como ZymoBiomics DNA miniprep

($7.6/muestra).

En base a lo expuesto, este estudio es necesario para explorar y llenar los vacios de
conocimiento sobre el impacto que tienen la temperatura de inactivacion, los
métodos de extraccion y la fragmentacion del ADNg en el rendimiento de la
secuenciacion ONT. Estos analisis exploratorios del efecto de estas 3 variables
proporcionaran indicios clave para identificar las condiciones ideales del ADNg
que aseguren un secuenciamiento eficiente y la generacion de datos de alta calidad.
La optimizacion de estas variables permitiria disefiar un flujo de trabajo eficiente y
de facil implementacion para secuenciar de manera precisa el ADNg de Mtb

mejorando asi las capacidades diagndsticas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar del efecto de la temperatura de inactivacion, métodos de extraccion y
fragmentacion del ADNg de Mycobacterium tuberculosis (Mtb) en el

secuenciamiento empleando la tecnologia Oxford Nanopore.

2.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de la temperatura de inactivacion (80°C por 20 min y
95°C por 1 hora) en la cantidad, calidad e integridad del ADNg de Mtb.

e Evaluar el efecto de cuatro métodos de extraccion en la cantidad, calidad
e integridad del ADNg de Mtb.

e Evaluar el efecto de la temperatura de inactivacion (80°C por 20 min) de
Mtb en el rendimiento del secuenciamiento ONT del ADNg de Mtb.

e Evaluar el efecto de cuatro métodos de extraccion de ADNg de Mtb en el
rendimiento del secuenciamiento ONT.

e Evaluar el efecto de la fragmentacion a 10 kpb del ADNg de Mtb en el

rendimiento del secuenciamiento ONT.
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3 MARCO TEORICO

3.1 Tuberculosis y su impacto en la salud publica

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa antigua y ain prevalente. Esta
es causada por el bacilo Mycobacterium tuberculosis (Mtb) y considerada como la
principal causa de muerte por agente infeccioso unico (3,26). La TB sigue
constituyendo una de las amenazas mas graves para la salud publica, siendo
considerada una de las 10 principales causas de muerte a nivel mundial (1,2).
Aproximadamente mas de 10 millones de personas siguen enfermando de TB cada
afio; segun el “Informe mundial sobre la tuberculosis 2024 de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), en 2023, aproximadamente 10.8 millones de personas
enfermaron de TBen todo el mundo, lo que provoco 1.25 millones de muertes (3).
Ademas, se estima que una cuarta parte de la poblacion mundial ha sido infectada
con Mtb (27), y que el riesgo de desarrollar TB es mayor en los primeros dos afios

luego de la infeccion (aproximadamente el 5 %) (28).

Mtb es un bacilo gram positivo, aerobio y de lento crecimiento, que se divide cada
18 a 20 horas a diferencia de la mayoria de las bacterias que se dividen cada 20
min (29). Por ello, su cultivo en medios solido tarda aproximadamente 3 semanas
(30). Esta bacteria se esparce cuando la persona que estd enferma con TB expele
bacterias dentro del aire (3). Su pared celular contiene una gran cantidad de lipidos,
y acidos micolicos, que le otorgan acido-alcohol resistencia en las tinciones
impidiendo el ingreso de colorantes en la tincion de Gram, siendo la tincion de Ziehl

Neelsen la adecuada para la identificacion de esta (30). Por ello, su pared celular es
13



considerada un mecanismo distintivo de resistencia a numerosos antibioticos, ya

que su impermeabilidad dificulta el acceso de estos a su diana bacteriana (31).

Los antibioticos utilizados en el tratamiento contra la TB se dividen generalmente
en dos grupos principales: los de primera y segunda linea. Los farmacos de primera
linea son considerados esenciales debido a su alta eficacia, buena tolerancia y
menor toxicidad, e incluyen isoniazida (INH), rifampicina (RIF), pirazinamida
(PZA) y etambutol (EMB), utilizados en un régimen de 6 meses (los cuatro
farmacos durante los primeros dos, seguidos de I y R durante los cuatro meses
restantes) (3). Cuando se presenta resistencia a estos medicamentos, se requieren
antibioticos de segunda linea, tales como las fluoroquinolonas (FQ, levofloxacino
o moxifloxacino), aminoglucésidos (AMG) (amikacina (AMK) o estreptomicina
(STR)), bedaquilina (BDQ), cicloserina (CS), clofazimina (CLF) y linezolid (LZD)
(32). Estos ultimos presentan mayor toxicidad, efectos adversos mas frecuentes y
son generalmente menos eficaces, por lo que se reservan para casos especificos de

tuberculosis resistente a multiples medicamentos (33).

La TB resistente a medicamentos (TB-DR) se ha convertido nuevamente en una
grave amenaza y reto para la salud publica mundial debido a la aparicion de cepas
resistentes a los farmacos (34). La OMS usa 5 categorias para clasificar los casos
de TB — DR.: La TB con resistencia a la rifampicina (TB-RR), la TB resistente a la
rifampicina e isoniazida que se define como TB multidrogo resistente (TB-MDR),
la TB pre-XDR resistente (TB pre-XDR) definida como TB resistente a la

rifampicina y a cualquier fluoroquinolona, y la XDR-TB, definida como TB
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resistente a la rifampicina, mas cualquier fluoroquinolona y al menos uno de los

siguientes farmacos: bedaquilina o linezolid (3).

En el caso de la TB-MDR o TB-XDR, el tratamiento requiere combinaciones mas
complejas y prolongadas de farmacos de segunda linea, tales como
fluoroquinolonas  (levofloxacino, moxifloxacino), bedaquilina, linezolid,
cicloserina y clofazimina, extendiéndose generalmente entre 6 y 20 meses (3,32).
Esto ultimo depende del perfil especifico de resistencia, la tolerancia del paciente y
la evolucién clinica, haciendo necesario un monitoreo riguroso y frecuente para

asegurar la eficacia terapéutica y evitar efectos adversos significativos.

Globalmente en el 2023, 175 923 personas fueron diagnosticadas y tratadas para
para TB - MDR/RR. Esto representa solo el 44% de las 400 000 personas (95% IC:
360 000—440 000) que fueron estimadas por la OMS (3). Asi mismo, en el 2022 en
la Region de las Américas se estimaron 11 600 casos de TB-RR/MDR vy soélo se
diagnosticaron 5 428, con un incremento del 12% en comparacion con el 2021, y
de estos el 100% inicid tratamiento (35). En la region de las Américas, El Pert en
conjunto con Brasil, concentra el 50 % de los casos estimados de TB-RR/MDR,
siendo a nivel nacional Lima Metropolitana y el Callao las ciudades con mayor
carga (36). En el 2023, en el Peru se han identificado 33 113 casos de TB, de los

cuales 1424 fueron TB-MDR, 635 TB-RR y 5 TB-XDR (37).

La tasa de éxito del tratamiento contra la TB sensible a los medicamentos sigue

siendo alta (88%) y ha mejorado al 68% para los casos de TB-MDR/RR. Sin
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embargo, a pesar de los esfuerzos, persisten desafios en la deteccion y tratamiento
de la TB, TB-MDR, TB-RR y TB-XDR que atin necesitan ser mejorados (3). La
brecha entre los casos estimados y los efectivamente diagnosticados y tratados
evidencian deficiencias en la deteccion temprana y acceso limitado a pruebas

diagnosticas y barreras en la provision de tratamientos adecuados.

Para abordar esta problematica, es esencial el fortalecimiento de la deteccion y el
diagnéstico de la TB en los sistemas de salud de primer nivel de atencion con el fin
de mejorar la busqueda de casos de manera temprana y cortar la cadena de
transmision en la comunidad. Para ello se requiere la implementacion de pruebas
rapidas de deteccion molecular, asegurar el acceso a regimenes terapéuticos

efectivos y robustecer los programas de vigilancia epidemiologica .

3.2 Diagnostico de M. tuberculosis

Personas que son diagnosticadas con TB haciendo uso de test moleculares rapidos
recomendados por la OMS, ensayos de lipoarabinomanano en orina de flujo lateral,
la baciloscopia, y el cultivo son definidas como casos de TB “bacteriologicamente
confirmados” (3). Esta deteccion microbioldgica no solo permite un diagndstico
correcto, sino que también asegura la seleccion temprana de un régimen de
tratamiento adecuado. En muchos paises con alta carga de TB, paises de bajos y
medianos recursos, la baciloscopia de esputo sigue siendo ain el método de
diagnoéstico principal en los niveles primarios de atencidon para evaluar a las
personas que presentan signos y sintomas de TB (38). Sin embargo, esta prueba

presenta una sensibilidad variable y baja (entre 20% - 80% dependiendo
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principalmente de la carga de micobacterias) (39,40) y ademas no permite distinguir
entre cepas drogosensibles (DS) y drogoresistentes (DR). La OMS recomienda que
los programas de TB sustituyan la baciloscopia como prueba diagnostica inicial por

pruebas moleculares rapidas que detecten el complejo Mtb.

El cultivo es el método de referencia (gold standard) para la confirmacion
bacteriologica de TB y para el diagnostico de susceptibilidad a farmacos (Drug
Susceptibility Testing , DST), excepto para etambutol, etionamida, protionamida,
acido para-aminosalicilico, imipenem-cilastatina y meropenem (38). Sin embargo,
este no es usado como una prueba de diagnoistico primaria en muchos paises con
alta carga de TB debido al costo, requerimientos de infraestrutura (nivel de
bioseguridad 3) y el crecimiento lento de Mtb que termina impactando en el largo
tiempo requerido para generar resultados (1 a 3 semanas para un resultado positivo
y hasta 6 semanas para un resultados negativo para el diagnostico de Mtb y de
semanas hasta 3 meses para generar un perfil de DR completo) (6,9,10,35,38). No
obstante, la baciloscopia y el cultivo siguen siendo necesarios para monitorear la

respuesta del paciente al tratamiento.

Con el proposito de obtener resultados precisos y rapidos para el diagndstico inicial
de la TB y la deteccion de resistencia a farmacos, la OMS ha recomendado el uso
de pruebas moleculares rapidas como Xpert® MTB/RIF Ultra (Cepheid), Truenat
MTB, MTB Plus y MTB-RIF Dx assays, que permiten detectar no s6lo Mtb sino
también la resistencia a la RIF en menos de dos horas (34). Asi mismo, sugiere

pruebas de amplifiacion de acidos nucleicos (Nucleic Acid Amplification Tests,
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NAATSs) automatizadas de moderada complejidad que permiten la deteccion
simultanea de Mtb y de mutaciones asociadas a la farmoresistencia tanto a la RIF e
INH: Abbott RealTime MTB, MTB RIF/INH, BD MAX MDR-TB, Bruker-Hain
FluoroType MTBDR, y Roche cobas MTB y MTB-RIF/INH (34,38). Con respecto
a la deteccion de Mtb, estas pruebas han demostrado una mayor sensibilidad y

especificidad en comparacion a la baciloscopia.

Para la deteccion de resistencia adicional a farmacos antituberculosos en personas
con TB bacteriologicamente confirmada, la OMS recomienda el uso de pruebas de
seguimiento que complementan el diagnéstico inicial. Entre ellas, los NAATs
automatizados de baja complejidad, como Xpert MTB/XDR, que permiten detectar
resistencia a INH y a farmacos de segunda linea, incluyendo fluoroquinolonas y
aminoglucosidos en menos de 90 minutos (38,41). Por otro lado, los NAATSs de
reversa hibridizacion y alta complejidad, como Genoscholar PZA-TB, estan
disefiados para la deteccion rapida de resistencia a la PZA, ofreciendo una

alternativa molecular méas rapida al DST fenotipico (38).

Las pruebas rapidas recomendadas por la OMS han mejorado la deteccion de Mtb
y la identificacion de resistencia a farmacos, permitiendo un inicio mas temprano
del tratamiento. No obstante, estas pruebas estan limitadas principalmente a RIF e
INH y so6lo permiten detectar mutaciones especificas en regiones génicas
preseleccionadas asociadas a resistencia (40). En este contexto, las tecnologias de
Secuenciacion de Proxima Generacion (Next-Generation Sequencing, NGS) han

revolucionado el diagnéstico de la TB-DR, permitiendo la deteccion simultanea
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precisa y rapida de mutaciones asociadas a la resistencia en multiples genes y para
distintos medicamentos en una sola prueba (43). NGS se refiere a las técnicas que
se basan en la secuenciacion de multiples fragmentos de ADN en simultaneo,
seguida de analisis bioinformaticos para ensamblar las secuencias. Estas
tecnologias pueden utilizarse para determinar el secuenciamiento del genoma
completo (WGS, Whole-Genome Sequencing) o de parte de un genoma,
secuenciamiento dirigido (tNGS, Targeted NGS) en un Uunico proceso de
secuenciamiento (22). La WHO recomienda WGS y la tNGS para la vigilancia de
la TB-DR. La WGS se utiliza en aislados de Mtb cultivados, mientras que la tNGS

puede utilizarse directamente en muestras clinicas como las de esputo (44).

En el 2023 la WHO recomiend6 el uso de Targeted Next-Generation Sequencing
(tNGS) como prueba de seguimiento para identificar mutaciones asociadas a la
resistencia a multiples farmacos en un sélo andlisis. Estas pruebas, incluyen
Deeplex® Myc-TB (GenoScreen) para detectar la resistencia para RIF, INH, PZA,
EMB, FQ, BDQ, LZD, CFZ, AMK y STR; AmPORE TB (Oxford Nanopore
Technologies) para RIF, INH, FQ, LZD, AMK y STR; y TBseq® (ShengTing
Biotech) para EMB (38,45). La implementacion de estas pruebas avanzadas mejora
la deteccion temprana de resistencia a firmacos clave , optimizando la seleccion de
tratamientos personalizados para pacientes con TB-DR. Sin embargo, el tNGS se
limita al andlisis de regiones gendmicas especificas y no permite una
caracterizacion mds detallada de todas las regiones del genoma de las cepas M.

tuberculosis .
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3.3 Importancia del WGS en TB

En este contexto, la secuenciaciéon del genoma completo (Whole-Genome
Sequencing, WGS) ha surgido como una herramienta clave en la vigilancia y
diagnodstico avanzado de Mtb, ofreciendo ventajas significativas sobre las pruebas
moleculares convencionales (19,38). La WGS proporciona una caracterizacion
integral del genoma bacteriano, permitiendo la identificacion de todas las
mutaciones asociadas a resistencia, incluyendo aquellas emergentes que aun no han
sido incorporadas en los catalogos de mutaciones clinicas (44). Esta capacidad hace
del WGS una estrategia mas precisa para la deteccion temprana de la resistencia a
multiples farmacos de Mtb, contribuyendo asi a la personalizacion del tratamiento

y la reduccion del riesgo a fallas terapéuticas.

Ademas de su capacidad diagnoéstica, el uso del WGS ofrece ventajas en la
epidemiologia y control de la TB, facilitando el rastreo de la transmision y la
identificacion de brotes (10). A diferencia de las pruebas moleculares
convencionales, que se centran en la deteccion de resistencia especifica, la WGS
permite diferenciar cepas con alta resoluciéon gendémica, ayudando a determinar
relaciones filogenéticas y cadenas de transmision en poblaciones afectadas (10,19).
Esto es particularmente relevante en entornos con alta prevalencia de TB-MDR y
TB-XDR, donde la identificacion rapida de variantes resistentes permite una
respuesta sanitaria mas efectiva (9). Asimismo, la integracion del uso de la WGS
con bases de datos globales mejora la vigilancia gendémica y facilita la deteccion de
nuevas mutaciones relevantes para la farmacorresistencia, reforzando el control de

la enfermedad y optimizando estrategias de salud publica (44).
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3.4 Tecnologias de secuenciamiento para M. tuberculosis

En las ultimas décadas, las tecnologias de secuenciacion de ADN han evolucionado
significativamente, permitiendo avances clave en la investigacion gendémica de
Mtb. Este desarrollo ha dado lugar a tres generaciones de tecnologias de
secuenciacion, desde el método Sanger hasta las plataformas de tercera generacion
(Third-Generation Sequencing, TGS) (22) (Figura 1), cada una con principios de

funcionamiento distintos, ventajas y limitaciones especificas (22,46,47).
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Figura 1. Evolucion de tecnologias de secuenciamiento.
Tomado de Satam et al (22).

La primera generacion , representada por el método de Sanger, se basa en la
terminacion de cadena mediante dideoxinucle6tidos marcados con fluorescencia.
Durante la amplificacion del ADN, estos nucle6tidos modificados detuvieron la
sintesis en diferentes posiciones, generando fragmentos de distintas longitudes que,
tras ser separados por electroforesis capilar, permiten inferir la secuencia de bases

(22,47). Aunque esta tecnologia proporciond las primeras secuencias de ADN y fue
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fundamental en proyectos como el Genoma Humano, su baja escalabilidad y alto

costo limitaron su aplicacion en estudios de gendmica masiva (19,46,47).

La segunda generacion, con plataformas de secuenciamiento como Illumina e Ion
Torrent, introdujo la secuenciacion masivamente paralela que permitié procesar
millones de fragmentos de ADN de manera simultanea en contraste a las
plataformas de la primera generacion (22). Illumina, la plataforma de
secuenciamiento de alto rendimiento mas ampliamente usada , se basa en la
secuenciacion por sintesis. Esta tecnologia utiliza nucledtidos marcados con
fluor6foros que se incorporan secuencialmente en fragmentos previamente
amplificados en una celdade flujo (flow cell), emitiendo sefales fluorescentes que
son detectadas para determinar la secuencia nucleo6tidos en fragmento de ADN (48).
En contraste, lon Torrent se basa en la deteccién de cambios en el pH , en lugar de
sefiales Opticas, para identificar la incorporaciéon de nucledtidos (47). Estas
tecnologias permitieron reducir drasticamente los costos y tiempos de
secuenciacion, aunque presentan limitaciones en la deteccion de variaciones

estructurales grandes debido a sus lecturas cortas (49).

Finalmente, la tercera generacion, representada por Pacific Biosciences (PacBio) y
Oxford Nanopore Technologies (ONT) , revolucioné la secuenciacion al eliminar
la necesidad de amplificacion del ADN y permitir la secuenciacion de moléculas
individuales en tiempo real (22,49). PacBio SMRT se basa en la deteccion de
nucleotidos marcados con fluorescencia a medida que son incorporados en una

unica molécula de ADN dentro de un nanopozo, permitiendo lecturas mas largas y
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la identificacion de modificaciones epigenéticas como la metilacion (50). Por otro
lado, ONT emplea nanoporos bioldgicos insertados en una membrana, a través de
los cuales pasa la hebra de ADN. A medida que las bases atraviesan el poro, generan
alteraciones en la corriente eléctrica que son interpretadas para inferir la secuencia.
Estas tecnologias permiten obtener lecturas ultralargas , facilitando el ensamblaje

de novo de genomas completos y el andlisis de regiones repetitivas (16).

En los ultimos 10 afios, las plataformas de secuenciacion mas ampliamente
utilizadas para el WGS de Mtb han sido tanto de tecnologias de lectura corta y de
lectura larga como Illumina y ONT respectivamente (51). Estas tecnologias han
revolucionado la epidemiologia gendémica y el estudio de la resistencia a los
antibioticos de Mtb, permitiendo andlisis mds precisos y accesibles en entornos
clinicos y de investigacion (46). Illumina pertenece a la segunda generacion de
secuenciacion (NGS) y se basa en la secuenciacion por sintesis (Sequencing by
sintesis, SBS), donde nucledtidos marcados con fluor6foros se incorporan de
manera secuencial a fragmentos de ADN (47). Illumina ofrece una amplia gama de
plataformas de secuenciacién, que se clasifican segin su capacidad de
procesamiento en sistemas de bajo a medio rendimiento, como MiniSeq y MiSeq,
y plataformas de alto rendimiento, como NextSeq 550, NextSeq 1000 and 2000 y

NovaSeqX (52).

Estas plataformas del secuenciamiento Illumina han permitido una mayor
produccion a menor coste para la generacion de lecturas cortas de alta calidad (19).

MiSeq es una opcion popular para el secuenciamiento de genoma completo de
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bacterias, ya que ofrece un equilibrio entre costo y precision con lecturas de hasta
300 pb en modo pareado (52,53). MiniSeq es una alternativa compacta y accesible
para estudios pequefios (54), mientras que NextSeq y NovaSeq permiten un mayor
rendimiento y profundidad de cobertura, lo que es ideal para estudios

epidemioldgicos (52,55,56).

Las principales ventajas del secuenciamiento Illumina incluyen su alta precision
(>Q?30), bajo costo por base y cobertura profunda, lo que permite detectar con gran
confiabilidad mutaciones puntuales asociadas a resistencia antimicrobiana
(13,43,57). Sin embargo, una de sus principales limitaciones es el tamafio de lectura
corto (150-300 pb), lo que dificulta el ensamblaje de novo y la identificacion de
grandes reordenamientos gendomicos, en especial en las regiones repetitivas y de
alto contenido de GC de Mtb (16). Dentro de estas regiones se encuentran las
familias génicas PE y PPE, exclusivas del complejo Mtb y caracterizadas por
secuencias ricas en prolina y glutamato, asi como por motivos repetitivos y una
elevada identidad entre si (12). Estas propiedades generan ambigiliedad durante el
mapeo de lecturas cortas (21), dado que multiples fragmentos presentan alta
identidad entre si, lo que provoca fallas de alineamiento, pérdida de cobertura y una
representacion incompleta de estos loci. Por ello, los genes PE y PPE constituyen
uno de los principales desafios para la secuenciacion Illumina y explican la
necesidad de tecnologias de lectura larga capaces de atravesar repeticiones extensas

y resolver estas regiones estructuralmente complejas.
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ONT, que pertenece al secuenciamiento de la tercera generacion, surge como una
tecnologia que nos permite resolver las limitaciones del secuenciamiento Illumina.
La longitud media de lectura a menudo supera los 10 kb (22), y la longitud méxima
de lectura alcanzada hasta el 2021 es de 4.2 Mb (58). Nanopore no sélo destaca por
su capacidad de generar lecturas largas, sino también sus plataformas nos permiten
una secuenciacion en tiempo real y la deteccion directa de modificaciones
epigenéticas sin necesidad de una amplificacion previa (16). Una de las principales
limitaciones de esta tecnologia desde su lanzamiento ha sido la baja precision de
las lecturas en bruto, siendo mas baja que la precision de Illumina (11,43). No
obstante, los avances en el disefio de las flow cells y en la quimica de los kits de
preparacion de librerias han mejorado significativamente su precision en los
ultimos anos. Estos desarrollos han permitido superar la calidad Q20 en lecturas en
bruto y, mediante la generacion de lecturas duplex, alcanzar precisiones superiores

a Q30 (59).

3.5 Secuenciamiento ONT, ventajas y limitaciones

El principio de la tecnologia de secuenciamiento de Oxford Nanopore utiliza un
poro proteico a escala nanométrica, denominado "nanoporo", que actua como
biosensor y estd incrustado en una membrana polimérica embebida en una solucion
electrolitica (60). La aplicacién de un voltaje constante, dentro de esta solucion,
genera una corriente idnica a través del nanoporo que impulsa moléculas de ADN
o ARN monocatenario desde el lado negativo ("cis") hacia el lado positivo ("trans")

de la membrana. Esta translocacion de los 4cidos nucleicos es regulada por una
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proteina motora (denominada adaptador), que los desplaza a través del nanoporo.
Durante este proceso de desplazamiento ocurren cambios en la conductancia
eléctrica cuando el ADN nativo atraviesa el nanoporo. Estas variaciones en la
corriente ionica corresponden a la identidad y el orden de los nucleotidos presentes
en la regioén de deteccion del nanoporo y a través de algoritmos computacionales
estas sefales eléctricas son procesadas y traducidas en tiempo real, permitiendo la
reconstruccion de la secuencia del dcido nucleico analizado (Figura 2). Ademas de
controlar la velocidad de translocacion, la proteina motora posee actividad helicasa
que facilita la separacion del ADN bicatenario en hebras simples capaces de

atravesar el nanoporo (16).
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Figura 2. Principio del secuenciamiento Nanopore
Tomado de Wang et al (16).

Este principio permitié secuenciar el ADN nativo en su longitud completa sin

necesidad de fragmentacion previa, lo que representa una ventaja clave sobre
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tecnologias de lectura corta como Illumina (11). Actualmente, ONT frecuentemente
obtiene una longitud de lectura promedio de 10 — 30 kb alcanzando valores de
longitud maxima de lectura de 4.2 Mb (22,61). En consecuencia, la longitud de
lectura en ONT depende directamente del tamafio de las moléculas presentes en la
libreria de secuenciacion. Para ello, se han implementado diversas estrategias
destinadas a la extraccion y purificacion de ADN de alto peso molecular (por sus
siglas en ingles HMW, High Molecular Weight). Estas estrategias incluyen
columnas de centrifugacion (como el kit Monarch Genomic DNA Purification de
New England Biolabs), columnas de flujo por gravedad (por ejemplo, NucleoBond
HMW DNA de Takara Bio), perlas magnéticas (como el kit MagAttract HMW DNA
de QIAGEN), y métodos clasicos como la extraccion con fenol-cloroformo
(16,62,63). Sin embargo, existe una compensacion entre la longitud de lectura y el
rendimiento total de secuenciacidn; es decir, a mayor longitud de fragmentos de
ADN (HMW), menor suele ser el rendimiento en términos de cantidad de datos
obtenidos (16). Esta relacion atn no ha sido completamente evaluada de forma
sistematica bajo diferentes condiciones experimentales, lo que resalta la necesidad
de estandarizar protocolos que equilibren la integridad molecular con la eficiencia

de la secuenciacion.

El ADN HMW también puede fragmentarse al tamafio deseado mediante
sonicacion, cizallamiento hidrodinamico, extrusion con aguja o escision por
transposasa. Sin embargo, la presencia excesiva de fragmentos pequefios fuera del
rango de tamano deseado puede reducir el rendimiento del secuenciamiento, ya que

estos fragmentos tienen una mayor eficiencia tanto en la ligacion de adaptadores

27



como en su paso por los nanoporos, en comparacion con fragmentos largos (16).
Para eliminar estos fragmentos pequefios sobrerepresentados, se han utilizado
diversos métodos de seleccion por tamafo (por ejemplo, el sistema en gel
BluePippin de Sage Science, perlas magnéticas y el kit Short Read Eliminator de
Circulomics) con el objetivo de obtener una distribucion de datos mas adecuada y

mejorar el rendimiento del secuenciamiento.

Una de las principales limitaciones histdricas del secuenciamiento ONT ha sido su
menor precision en comparacion con tecnologias de lectura corta como Illumina.
Muchos de los esfuerzos recientes con los nuevos kits de secuenciacion se han
centrado en mejorar la calidad de lectura (Qscore), mediante actualizaciones en el
enfoque de basecalling, asi como optimizaciones en los kits de preparacion de
bibliotecas y en la quimica de las celdas de flujo (64). En sus primeras versiones,
como con el poro R7.3, las lecturas 1D alcanzaban una precision promedio de
apenas el 65%, utilizando modelos estadisticos clasicos como los Hidden Markov
Models (HMM) (65). Posteriormente, se desarrollaron algoritmos de basecalling
mas avanzados como Nanocall y DeepNano, que permitieron mejorar esta precision
al 70% y 78%, respectivamente (66,67). Paralelamente, ONT explor6 estrategias
basadas en la lectura secuencial de ambas hebras de una molécula de ADN, como
en el método 2D, donde se utilizaba un adaptador en horquilla para unir ambas
cadenas. Este enfoque generd una lectura de consenso (2D) con una precision
promedio de hasta el 94%. Mas adelante, se introdujo la tecnologia 1D?, que evitaba
el uso del adaptador en horquilla pero permitia la captura consecutiva de ambas

hebras mediante adaptadores especiales, alcanzando precisiones de hasta 95% con

28



el poro R9.5 (16). Sin embargo, debido a limitaciones técnicas y de eficiencia,
ambos métodos (2D y 1D?) fueron descontinuados, y ONT centré su enfoque en
una estrategia mas simple y escalable: la secuenciacion 1D de hebras

independientes.

A pesar de la simplificacion del protocolo, la precision del secuenciamiento no se
estancd. ONT impuls6 mejoras significativas mediante la implementacién de
nuevos algoritmos de basecalling basados en redes neuronales profundas, como
Guppy, Bonito y Dorado, que permitieron interpretar con mayor exactitud las
sefales eléctricas generadas por el paso del ADN a través del poro (16,23,68-70).

Estas mejoras computacionales se potenciaron ain mas con las mejoras en la
preparacion de su biblioteca y la evolucion de la quimica de los poros destacando
la introduccion del poro R10.4 (lanzada a la venta el 2022), el cual incorpora un
disefio estructural de doble constriccion secuencial. Esta configuracion permite que
cada base nucleotidica sea leida dos veces de forma consecutiva, lo que aumenta la
resolucion de la sefal y mejora la discriminacion entre bases, especialmente en

regiones dificiles como los homopolimeros (64,71,72).

Esta nueva arquitectura del nanoporo R10.4 ha contribuido significativamente a
aumentar la precision de lectura al 99% (Q20). Ademas, la adopcion de la lectura
daplex moderna, en la que ambas hebras de una misma molécula se secuencian de
forma independiente y luego se fusionan digitalmente para generar una secuencia
de consenso, ha permitido alcanzar precisiones superiores al 99% (Q30) (59). En

conjunto, estos avances han consolidado a ONT como una tecnologia altamente

29



competitiva, extendiendo su aplicabilidad a proyectos genomicos de alta
complejidad, como el ensamblaje de novo de genomas bacterianos y la

identificacion precisa de variantes estructurales complejas.

Adicionalmente a la longitud y precision de la lectura de secuenciamiento, el
rendimiento es otra consideracion importante para aplicaciones de secuenciamiento
ONT. Para responder a las necesidades de diferentes escalas de proyecto, ONT
lanz6 varias plataformas. Entre las plataformas de secuenciamiento de ONT mas
utilizadas destacan MinlON, GridION y PromethION (16). MinION es un
secuenciador portatil de bajo costo, compacto y facil de llevar, que permite la
secuenciacion en tiempo real en diversos entornos. Esta plataforma fue disefiada
para conectarse a portatiles modernos mediante su puerto USB-C y es compatible
con las celdas de fluyjo MinlON y Flongle (61). Las celdas de flujo de MinlION
contienen 512 canales con 4 nanopores por canal, y ha trabajado con el secuenciador
MiniON MkIB, MiniON MkIC y actualmente con el MiniON MkID. Esta

plataforma es ideal para estudios en campo y vigilancia epidemiologica (11,16).

Por otra parte, GridlON es una plataforma de mediana escala que permite el
procesamiento paralelo de hasta 5 celdas de flujo MinION. Esta plataforma es ideal
para estudios metagendmicos o gendmicos mas demanadantes (16). Por tltimo, el
PromethION es una plataforma de alto rendimiento para secuenciacion masiva de
proyectos de larga escala con diferentes opciones de dispositivos desde para 2 hasta

48 celdas de flujo PromethION. Las celdas de flujo PromethION contiene 3000
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canales con 4 nanoporos por cada canal, lo que representa una densidad

significativamente mayor en comparacion con las celdas de flujo MinlON (73).

Gracias a este disefio, las celdas de flujo PromethION son capaces de generar
rendimientos de secuenciacion mucho mas alto que las celdas MinION. Un estudio
independiente ha reportado hasta 153 GB de datos generados a partir de una sola
celda PromethION (74) a comparacion de los 10 — 15 Gb de una celda MinlON
(16). Esto hace que la cel da flujo PromethION sea ideal para proyectos de
genomica de poblaciones, estudios del transcriptoma a gran escala, o analisis
epigendmicos profundos. Esta plataforma requiere mayor capacidad computacional
y esta pensada para centros de investigacion o instituciones que manejan grandes
volumenes de datos gendmicos, consolidandose como la opcidn mas robusta dentro

del portafolio de ONT (75).

Finalmente, un componente clave que influye directamente en el rendimiento y la
calidad de los datos obtenidos mediante la secuenciacion ONT es el enfoque de
preparacion de librerias. ONT ofrece principalmente dos estrategias: el método por
ligacion (Ligation kit) y el método rapido mediante el uso de transposasa (Rapid
kit) (64). El primero es el més robusto y se recomienda cuando se busca preservar
la longitud de los fragmentos y maximizar la calidad de las lecturas, ya que emplea
una ligasa para incorporar adaptadores a fragmentos de ADN de alto peso
molecular. No obstante, este enfoque requiere mayor cantidad de ADN de alta
pureza, entre 400 a 1000 ng con ratios de pureza 260/280 ~ 1.8 y 260/230 entre 2.0

—2.2(76), y un mayor tiempo de preparacion (15,64,77). Por otro lado, el método
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Rapid permite una preparacion rapida y sencilla mediante el uso de una transposasa
que fragmenta e incorpora adaptadores en un solo paso, siendo util cuando el
material biologico de alta pureza es limitado con un requerimiento de 200 ng por
ADNg (78) o se requiere acelerar el flujo de trabajo, aunque con un compromiso en
la longitud de las lecturas y el rendimiento total (15,64,77). La eleccion entre estos
dos métodos debe estar alineada con los objetivos del estudio, el tipo de muestra y
la escala del proyecto, lo que refuerza la versatilidad de la plataforma Nanopore

para adaptarse a diversos contextos experimentales y necesidades de investigacion.

3.6 Factores que afectan el secuenciamiento ONT

El rendimiento del secuenciamiento con ONT puede verse significativamente
afectado por etapas criticas del flujo de trabajo previo a la secuenciacion del ADNg
de un patogeno, siendo el proceso de inactivacion térmica, el método de extraccion
y la fragmentacion de ADNg factores criticos (17,18,20). Aunque se reconoce que
la inactivacion a altas temperaturas - necesaria por razones de bioseguridad en la
manipulacion de Mtb - degrada el ADNg (17), pocos estudios han cuantificado el
efecto de esta sobre el nivel de integridad del ADNg de Mtb. Cuantificar y
garantizar una alta integridad del ADNg antes del secuenciamiento ONT permite
obtener lecturas largas, mayor cobertura, mejor resolucion estructural, ensamblajes
de alta calidad y un uso mas eficiente de los recursos del flujo de secuenciacion.
Por ello, medir la integridad por ejemplo, mediante DIN (DNA Integrity Number)

es una etapa critica de control de calidad previa al secuenciamiento (14,79). El
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trabajo de Chitale et. al. publicado en el 2022 ha utilizado como punto de corte un

DIN score > 7 para el secuenciamiento ONT de Mtb (14).

Por otro lado, la eleccién del método de extraccion de ADNg es determinante para
el rendimiento y la calidad de los datos de secuenciadbn ONT. Los métodos con
fenol-cloroformo han sido histéricamente valorados por su capacidad de recuperar
ADN de alta integridad y alto peso molecular, lo cual es ideal para obtener lecturas
largas (16). Sin embargo, este método implica riesgos de contaminacion residual
con fenol, una sustancia que puede interferir con la actividad de los nanoporos
dentro de la celda de flujo, afectando la estabilidad de la sefial idnica y fallos en la
corrida (18). Por otro lado, los métodos libres de fenol, como los basados en
columnas de silica o resinas magnéticas, ofrecen protocolos mas rapidos, de mejor
calidad y con menor riesgo de interferencia quimica dentro de la celda de flujo (16).
Aunque en algunos casos pueden generar fragmentos ligeramente mas cortos o con
menor rendimiento total, su compatibilidad directa con ONT y su menor
interferencia quimica los convierte en una opcién mas robusta y confiable para
secuenciacion en entornos clinicos y de alta exigencia técnica. Hasta la fecha, no se
han publicado estudios que demuestren de forma concluyente que las muestras
extraidas mediante métodos con fenol-cloroformo presentan un menor rendimiento
en el secuenciamiento ONT en comparacion con los métodos libres de fenol, lo que
sugiere que ambos enfoques pueden ser viables dependiendo del contexto
experimental. En este sentido, es necesario poder evaluar el efecto del tipo de
método de extraccion en el rendimiento del secuenciamiento ONT para optimizar

el flujo de trabajo de secuenciacion con esta tecnologia.
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Finalmente, la fragmentacion controlada del ADNg podria ser un paso clave para
maximizar el rendimiento del secuenciamiento con ONT, particularmente en el caso
de Mtb, cuyo genoma presenta un alto contenido de GC y una fuerte propension a
formar estructuras secundarias. Estas estructuras podrian bloquear los poros,
afectando la continuidad de la secuenciacion y disminuyendo la eficiencia de
lectura (19,20). Por ello, mantener una fragmentacién equilibrada podria ser
esencial para el rendimiento del secuenciamiento de Mtb, considerando obtener
fragmentos lo suficientemente largos para aprovechar la capacidad de ONT de
generar lecturas extensas, pero también lo necesariamente cortos para evitar el
bloqueo del nanoporo. Sin embargo, hasta la fecha no se han reportado estudios que
evaluen de forma especifica el efecto de la fragmentacion del ADNg de Mtb en el
rendimiento del secuenciamiento ONT, lo que resalta la necesidad de
investigaciones dirigidas en este punto si se pretende mejorar el rendimiento del

secuenciamiento ONT del ADNg de Mtb.

En conjunto, la optimizacioén experimental de los tres factores clave —inactivacion
térmica, método de extraccion y fragmentacion del ADNg— no solo permitiria
mejorar significativamente el rendimiento del secuenciamiento ONT, sino que
también seria fundamental para su aplicacion en estudios de vigilancia gendmica,
al generar datos de mayor calidad para el analisis integral del genoma de Mtb.
Evaluar el impacto de estos parametros permitiria establecer una condicién 6ptima
de inactivacion asociada a un método de extraccion y a un grado de fragmentacion

adecuado, que garanticen tanto un desempefo eficiente del secuenciamiento como
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el cumplimiento de los estandares de bioseguridad microbioldgica durante el flujo

de trabajo.

3.7 Avances en el secuenciamiento ONT de Mycobacterium tuberculosis

En estos ultimos 10 afios, la secuenciacion de Mtb mediante la tecnologia de
nanoporos ha surgido como una herramienta para el estudio genémico de esta
bacteria, enfocandose en la vigilancia epidemioldgica, deteccion de resistencia a
farmacos y analisis estructurales del genoma. A diferencia de otras tecnologias de
secuenciacion, ONT permite la obtencion de lecturas largas en tiempo real, lo que
ha abierto nuevas posibilidades para el WGS y andlisis gendmico de cepas clinicas
de M. tuberculosis, incluso en contextos de baja infraestructura o en tiempo de

respuesta acelerado.

Nueve meses después del lanzamiento del programa de acceso MinlON, la
comunidad cientifica ya evidenciaba el potencial transformador de la tecnologia de
secuenciacion por nanoporos en la investigacion de la TB. En el 2015, Bradley et
al. (80) llevaron a cabo un estudio de prueba de concepto en el que implementaron
un enfoque basado en WGS para la prediccion rapida de resistencia antimicrobiana
en aislados clinicos de M. tuberculosis y Staphylococcus aureus. Este enfoque
permitié detectar perfiles de resistencia directamente a partir de los datos de
secuenciacion, y generar un informe clinicamente interpretable en menos de tres
minutos utilizando sélo una laptop y el secuenciador portatil MinlION. Este trabajo

marcé un precedente para la aplicacion de WGS como herramienta de diagndstico

35



rapido y preciso en la identificacion de mutaciones asociadas a resistencia a

farmacos antimicrobianos.

En el 2017, Votintseva et al. (5) evaluaron la viabilidad del uso de WGS
directamente a partir de muestras respiratorias sin necesidad de cultivo previo,
empleando la plataforma MinlON de ONT. Este estudio utiliz6 un método de
preparacion de librerias basado en una PCR inespecifica, y lograron secuenciar con
éxito el ADN de Mycobacterium bovis BCG a partir de una muestra clinica
simulada (compuesta por ADNg extraido de esputo negativo combinado con ADN
purificado de M. bovis BCG a diferentes concentraciones). El estudio demostrd que
es posible generar datos de identificacion del patdégeno y deteccion de variantes de
resistencia a farmacos en un plazo aproximado de 7.5 horas, con resultados de
resistencia completos disponibles en menos de 12 horas. Estos hallazgos resaltaron
el potencial de la secuenciacion ONT en muestras clinicas directas como
herramienta de diagndstico rapido y vigilancia gendémica en TB, reduciendo
significativamente los tiempos de entrega de resultados frente a los métodos
tradicionales basados en cultivo. Sin embargo, los autores sefialan como principales
limitaciones la sensibilidad reducida en muestras con baja carga bacilar y la
necesidad de optimizar la proporcion de ADN micobacteriano frente al ADN
humano y de otras bacterias, lo que puede impactar la profundidad de cobertura y
la precision en la deteccion de variantes. A pesar de estas limitaciones, el estudio
constituye uno de los primeros en demostrar la aplicabilidad del secuenciamiento
ONT para la obtenciéon de datos gendmicos de Mtb directamente de muestras

clinicas.
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En 2018, investigadores en Madagascar lograron realizar por primera vez en el pais
la secuenciacion de ADN mediante el dispositivo portatil MinlON, lo que les
permitié identificar rapidamente Mtb y su perfil de resistencia a farmacos. Este
éxito fue posible gracias a la portabilidad, simplicidad operativa y bajo costo del
secuenciador MinlON. Hasta entonces, la secuenciacion de ADN aplicada a
muestras de TB habia estado mayormente limitada a paises de altos ingresos, debido
a los elevados costos y la infraestructura técnica que requieren otras plataformas de
secuenciacion. La secuenciacion por ONT ha cambiado este panorama al ofrecer
una alternativa accesible y descentralizada, permitiendo que paises de ingresos
bajos y medios puedan integrar la secuenciacion gendmica como parte de sus

estrategias de diagndstico e investigacion en TB (81).

En 2018, Bainomugisa et al. (5) demostraron el valor de la tecnologia de
secuenciacion por nanoporos al utilizar el dispositivo portatil MinlON para
secuenciar y ensamblar un aislado de Mtb extensamente resistente a farmacos
(XDR), perteneciente a una cepa del sublinaje Beijing moderno, prevalente en la
provincia Occidental de Paptia Nueva Guinea. Mediante una Unica celda de flujo,
se obtuvo una profundidad de la cobertura (Depth of Coverage) de 238x que
permitio realizar un ensamblaje de novo completamente contiguo con una precision
del 99,92 %, incluyendo regiones repetitivas ricas en GC como los genes PE/PPE.
El estudio no solo evidenci6 la capacidad del MinlON para identificar con alta
certeza mutaciones de resistencia, variaciones estructurales y elementos de

virulencia, sino que también resalta que la aplicabilidad de este secuenciador en
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entornos con alta carga de TB podria tener un impacto positivo en el control de la
TB y en los manejos de casos. Sin embargo, es importante indicar que la
secuenciacion de esta cepa se realizé usando una sola muestra en una sola celda de

flujo lo cudl no seria practico por el alto costo involucrado.

En el 2021, Smith et. al. (82) evaluaron la viabilidad del uso del dipositivo MinlON para
el diagnostico clinico de Mtb, comparandolo con Illumina MiSeq en términos de
identificacidon de especies, tipificacion genomica, prediccion de resistencia antimicrobiana
y analisis filogenético. Este estudio se consider6 el estudio clinico més mas largo evaluando
431 aislados clinicos. El rendimiento del MinlON alcanz6 una concordancia del 98,1 %
con I[llumina en prediccion de resistencia antimicrobiana y una concordancia del 96 % con
los resultados fenotipicos de susceptibilidad a farmacos. Ademads, este tipo de
secuenciamiento presento ventajas logisticas significativas, incluyendo un menor costo por
muestra (~$63 vs. $130 de Illumina) y menor tiempo de respuesta. La data del
secuenciamiento ONT destaco por su precision en genotipificacion y deteccion de linajes.
Sin embargo, se presentaron limitaciones para detectar variantes heterocigotas o
inserciones/deleciones pequefias. Estas debilidades se atribuyen a su mayor tasa de error
de lectura propia de la celda de flujo R9.4.1. Pese a ello, los hallazgos sugieren que con
flujos de trabajo bioinformaticos adecuados, la secuenciacion Nanopore tiene el potencial
de complementar o incluso reemplazar a las plataformas de lectura corta en entornos de
salud publica con limitaciones de recursos. Este trabajo se consolidé como un antecedente
relevante para investigaciones centradas en la implementacion de esta tecnologia en la

vigilancia gendmica de Mtb.

En el 2020 Cervantes et. al. (83) tenian como objetivo validar el kit de secuenciacion rapida

ONT para la identificacion gendmica y el perfil genético de mutaciones a drogas de aislados
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clinicos de Mtb y ADN proveniente de muestras de esputo, con resultado positivo de

baciloscopia, utilizando el secuenciador portatil MinION. Entre los hallazgos mas
relevantes, se demuestra que el sistema ONT en conjunto con el kit de preparacion
de libreria fue capaz de detectar mutaciones conocidas de resistencia incluso con
un namero bajo de lecturas, evidenciando una sensibilidad adecuada y rapidez en
la obtencion de resultados. Sin embargo, se identificaron limitaciones, como la baja
proporcion de ADN de Mtb en esputo debido a la abundancia de ADN humano, la
alta tasa de error inherente a la tecnologia Nanopore, y la falta de curacion en la
base de datos de referencia utilizada para el analisis automatizado, lo cual genero
resultados con posibles falsos positivos. A pesar de esto, el estudio concluyd que
mejoras futuras en la tasa de error a través de analisis estadisticos, algoritmos de prediccion

de resistencia a fAirmacos y bases de datos de referencia harian de esta plataforma una
opcion adecuada para el entorno clinico. El tamafio pequefio, el costo relativamente bajo
del dispositivo, asi como su protocolo de preparacion de libreria con el kit rapid y andlisis
rapido y simple, lo convierten en una opcion atractiva para entornos con infraestructura de

laboratorio limitada.

En el 2020 George et. al. (17) realizaron el primer estudio que utilizo secuenciacion
ONT en muestras clinicas (sin cultivo previo) como lavados broncoalveolares y
aspirados de ganglios linfaticos. El estudio logrd una cobertura gendmica de Mtb
que vari6 entre 0.55 X y 81X, dependiendo de la muestra. Cuando usaron un
programa especializado llamado Nanopolish, que analiza los datos de ONT a un
nivel més detallado (nivel de sefial), consiguieron una precision de consenso
altisima de 99.9%. Por otro lado, el estudio enfrentd problemas cuando intentaron

multiplexar (secuenciar varias muestras juntas en una sola corrida o celda de flujo).
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Entre el 5% y el 47% de las lecturas no pudieron ser asignadas con confianza a
ninguna muestra especifica, lo cual afectd la cobertura del genoma. Los mejores
resultados se obtuvieron s6lo cuando se us6 una celda de flujo por muestra
individual, lo cual hace que el método sea demasiado costoso para aplicarlo de

manera rutinaria en clinicas u hospitales.

En 2020 se publicaron tres estudios clave que evaluaron el uso de la secuenciacion
por Nanopore (MinlON) para la identificacion dirigida de mutaciones asociadas a
la resistencia a firmacos en Mtb (84—86). Tafess et al. (84) desarrollaron y aplicaron
paneles personalizados de 19 genes relacionados con resistencia. Estos fueron
secuenciados bajo dos flujos de trabajo ONT (MinION) e [llumina (Miseq) con una
concordancia del 100 % entre ambos en la deteccion de variantes resistentes,
excluyendo las variantes notificadas por ONT con una frecuencia alélica menor al
40 %. Ambos flujos de trabajo alcanzaron una sensibilidad y especificidad clinica
media del 94,8% y 98,0% respectivcamente, en comparaciéon con la prueba
fenotipica de sensibilidad a farmacos (pDST, phenotypic drug susceptibility tests).
Los tiempos de respuesta de MiSeq y MinlON fueron de 38 y 15 horas, al menos
17-18 dias antes que la pDST, respectivamente. El costo de secuenciamiento por
muestra con MinlON ($71.56) frente a MiSeq ($67.83) se debido a su menor
capacidad de procesamiento por lotes. El estudio evidencié que ambas plataformas
son intercambiables para obtener resultados precisos y utiles en el tratamiento de la

TB.
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Por otra parte, Chan et al. (85) desarrollaron y aplicaron paneles personalizados de
10 genes relacionados con resistencia a farmacos antituberculosos, aplicado
directamente a 23 muestras clinicas con baja carga bacilar. Al menos 8 loci fueron
amplificados con éxito en el 60.9 % de las muestras, y las 12 muestras que lograron
la amplificacion de los 10 genes fueron secuenciadas mediante ONT MinlON y
MiSeq. El estudio mostrd una concordancia del 95.1 % para variantes detectadas
por ONT con una frecuencia alélica del 100 % notificadas por MiSeq. Ademas, se
destacd que el tiempo de respuesta fue significativamente mas corto con MinlON
(15 h) en comparacion con MiSeq (38 h), lo que representa una ventaja clinica
relevante en contextos donde se requiere una toma de decisiones rapidas. Aunque
este enfoque mostré buena concordancia, se evidencié una menor sensibilidad en
la deteccion de variantes con frecuencias alélicas bajas, especialmente en muestras
con carga bacilar limitada. No obstante, el bajo tiempo de ensayo, el costo razonable
de reactivos ($64 por muestra al procesar 24 muestras por celda de flujo) y las
mejoras continuas en la quimica de secuenciacion y en los algoritmos de correccion
de sefial (como Nanopolish) respaldan el potencial clinico del método basado en

Nanopore para el perfilamiento directo de resistencia en TB.

Por su parte, en el 2020 Cabibbe et al. (86) evaluaron el desempeio del ensayo
GenoScreen Deeplex Myc-TB, una solucion basada en tNGS, aplicada a 104
muestras de esputo baciloscopico positivo previamente analizadas con Illumina
MiniSeq. Luego de una preparacion personalizada de librerias, las muestras fueron
secuenciadas con ONT MinlON, alcanzando un porcentaje medio de identidad de

las lecturas MinION asignadas al genoma diana de H37RV de 90,8% (comparado
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con el 99,5 % en MiniSeq) y una cobertura media de profundidad superior a 4.100x
en ambas plataformas. A pesar de la mayor tasa de error bruta en ONT, se observo
una concordancia completa en la deteccion de marcadores clinicamente relevantes
de resistencia a farmacos cuando se aplicé un umbral de frecuencia alélica del 80
%. Ademas, los costos por muestra fueron similares entre ambas tecnologias,
aproximadamente 100 euros, destacandose las ventajas del MinlON en cuanto a
portabilidad, versatilidad y bajo costo de capital. Este estudio respalda el potencial
de la secuenciacion dirigida con MinlON como herramienta viable para el

diagnostico molecular rapido de TB-MDR en entornos descentralizados.

Por otro lado en el 2023, un estudio realizado por Murphy et al. (6). Presentaron un
enfoque de secuenciacion dirigida y multiplex utilizando la plataforma ONT,
comparando sus resultados con los obtenidos mediante WGS. Los autores
demostraron la utilidad de un ensayo de secuenciacion dirigida y multiplex capaz
de predecir la resistencia a los farmacos contra Mtb directamente en muestras
respiratorias clinicas. Para ello se disefio una PCR multiplex para amplificar un
grupo de trece genes completos y regiones promotoras con mutaciones asociadas a
la resistencia a farmacos contra Mtb, estos genes fueron secuenciados mediante
ONT e interpretados en tiempo real mediante un pipeline bioinforméatico propio. El
analisis se aplico a 72 muestras clinicas y 55 cultivos positivos para MTBC, y los
resultados fueron comparados con los obtenidos por WGS. El tNGS permitio
generar perfiles completos o parciales de resistencia en el 82 % de las muestras con
baciloscopia positiva, mostrando una concordancia del 100 % con los resultados de

WGS. Entre sus limitaciones destaca una menor aplicabilidad en muestras con
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carga bacilar baja. Este enfoque permiti6 el diagnodstico de farmacoresistencia sin
necesidad de cultivo, reduciendo significativamente el tiempo de respuesta a 15 dias
antes que los resultados de WGS derivados de cultivo. En conclusion, este estudio
demuestra que la secuenciacion dirigida mediante ONT es una herramienta
confiable y rapida para predecir la resistencia a farmacos en Mtb, ofreciendo

informacion critica y oportuna en casos TB - DR.

Los ultimos cuatro estudios han demostrado la viabilidad de la tecnologia
Nanopore, particularmente mediante secuenciacion dirigida con MinlON, para
predecir la farmacorresistencia en Mtb directamente desde muestras clinicas. Esta
estrategia permite identificar de forma rapida y precisa mutaciones en genes
asociados a resistencia, siendo especialmente Util en contextos con alta prevalencia
de TB - MDR. Sin embargo, su enfoque limitado al analisis de regiones especificas
no permite una vision gendmica completa. En contraste, WGS ofrece una
perspectiva mas amplia al detectar no solo variantes de resistencia, sino también al
permitir el estudio de la evolucion gendmica, la diversidad poblacional, la
transmision y otros aspectos epidemioldgicos esenciales. Ademas, el WGS
posibilita la exploracion de regiones poco estudiadas como los genes PE/PPE,
implicados en la interaccion hospedero-patdogeno y en la respuesta inmune. Estas
regiones, dificiles de cubrir con tecnologias como Illumina, pueden ser mejor
analizadas mediante tecnologias de lectura larga. Por tanto, aunque la secuenciacion
dirigida con Nanopore es una herramienta valiosa para el diagndstico clinico, el

WGS continua siendo indispensable para la investigacion integral de la TB.
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En este sentido, en el 2022 Goémez-Gonzalez et al. (21) compararon 10 aislamientos
clinicos de Mtb secuenciados con ONT e Illumina. El analisis mostr6 que ONT,
utilizando celdas de flujo R10.3 y un kit de preparacion de librerias basado en
ligacion, permitié una deteccion confiable de polimorfismos de nucledtido tnico,
pese a su alta tasa de error. Ademads, este andlisis de datos ONT pudo incorporar
regiones del genoma que normalmente se excluyen (por ejemplo, los genes pe/ppe).
Esta resolucion adicional puede mejorar la caracterizacion de clusteres de
transmision y su dindmica, al permitir inferencias mas precisas entre aislamientos
estrechamente relacionados. La alta concordancia en variantes en loci asociados
con resistencia a fArmacos respalda su uso para la deteccion rapida de mutaciones
resistentes. En conjunto, la secuenciacion ONT representa una herramienta
prometedora para investigaciones genomicas de TB, especialmente para apoyar
decisiones clinicas y de vigilancia que contribuyan a reducir la carga de la

enfermedad.

Un afio después, en el 2023 Di Marco et al. (13) analizaron las ventajas y
limitaciones de la secuenciacion de lecturas cortas (SLC) de Illumina,
secuenciacion de lecturas largas (SLL) de ONT y un enfoque hibrido (HIBR) en la
caracterizacion del genoma de Mtb. Se evalué como cada método influye en la
estimacion de la cobertura gendmica, llamada de variantes y el analisis de cluster,
la deteccion de resistencia a farmacos y el ensamblaje de novo del genoma. El

estudio demostré que ONT ofrece una excelente cobertura del genoma de Mtb,
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incluyendo regiones repetitivas como los genes PE/PPE. En la llamada de variantes
y el andlisis de clusteres, ONT identific6 correctamente mutaciones y
agrupamientos epidemioldgicos, aunque su tasa de error puede limitar la deteccion
de variantes de baja frecuencia; esto puede mitigarse mediante una mayor
profundidad de secuenciacion. En cuanto a la deteccion de resistencia a farmacos,
ONT mostré alta concordancia con los perfiles de resistencia definidos por SLC.
Finalmente, en el ensamblaje de novo, ONT super6 claramente a SLC, generando
ensamblajes mas completos y continuos. El estudio concluyé que ONT es una
herramienta robusta y versatil para la investigacion genémica de Mtb, siendo 1til
cuando se prioriza la cobertura total del genoma, la exploraciéon de regiones
complejas y la resolucion de la arquitectura genémica. Sin embargo, su uso 6ptimo
en entornos clinicos o de vigilancia requiere considerar la profundidad de
secuenciacion, y en algunos casos, combinarla con tecnologias complementarias

para maximizar la precision.

Los estudios realizados hasta la fecha sobre Mtb mediante tecnologia ONT se han
centrado principalmente en la en la deteccion de variantes genéticas y resistencia a
farmacos, sin abordar la optimizacion de protocolos de secuenciacion. A la fecha,
no se han reportado investigaciones que evaltien el rendimiento de ONT usando las
celdas de flujo R10.4.1 junto con la quimica de libreria Kit 14, a pesar de su
potencial para generar lecturas crudas con 99% de precision y lecturas diplex hasta
99.9%. La ausencia de estos estudios limita el aprovechamiento total de las
capacidades actuales de estsa plataforma. Optimizar el secuenciamiento permitiria

mejorar la cobertura, la profundidad de cobertura gendmica y la precision en la
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llamada de variantes. Ademas, estandarizar estas condiciones contribuiria a
implementar protocolos de alto rendimiento. Esto favoreceria la vigilancia
gendmica y facilitaria la adopcion de ONT en salud publica. Por ello, los estudios

de optimizacion son esenciales para consolidar el uso del WGS con ONT en TB.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Diseiio de estudio

El estudio se ejecutd bajo un disefo exploratorio y experimental con el objetivo de
evaluar el efecto de diferentes condiciones de inactivacion térmica, métodos de
extraccion y la fragmentacion de ADNg en el rendimiento del secuenciamiento de
Mtb. Las muestras fueron procesadas en el siguiente orden: Inactivacion térmica,
M¢odos de extraccion y Fragmentacion. La inactivacion se ejecutd bajo dos
temperaturas de inactivacion 80°C por 20 min, 95°C por 60 minutos y el grupo de
tratamiento control NT (no tratado) al cual no se le realizo inactivacioén térmica.
Para cada condicion térmica se usod 24 muestras (Tabla 1) las cuales se distribuy6
equitativamente para cuatro métodos de extraccion de ADNg, 6 muestras por cada

método de extraccion (Tabla 1).

La evaluacion del efecto de la temperatura de inactivacion en la cantidad, calidad e
integridad del ADNg (objetivo 1) se realizd comparando los tres grupos de
tratamiento térmico en los cuatro métodos de extraccion, con un n= 6 réplicas por
cada tratamiento térmico. Por otro lado, la evaluacion del efecto del método de
extraccion en la cantidad, calidad e integridad del ADNg (objetivo 2) se realizd
comparando los cuatro métodos de extraccion en los tres tratamientos térmicos, con

un n= 6 réplicas por cada método de extraccion.
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La evaluacion del efecto de la temperatura de inactivacion en el rendimeinto del
secuenciamiento (objetivo 3) se realizd comparando dos grupos de tratamiento
térmico: 80°C por 20 min y el grupo control NT en los cuatro métodos de
extraccion. Por cada tratamiento térmico se us6é un n= 3 réplicas. De la misma
forma, la evaluacion del efecto del método de extraccion en el redimiento de
secuenciamiento (objetivo 4), se realizé comparando el rendimiento de los cuatro
métodos de extraccion de ADNg tanto para el tratamiento térmico de 80°C por 20
min como para el grupo control NT. Por cada método de extraccion se usé un n=3

réplicas.

Por ultimo, para la evaluacion del efecto de la fragmentacion del ADNg a 10 kpb
en el rendimiento del secuenciamiento (objetivo 5) se compard dos grupos de
condiciones : No Fragmentado (NF) y Fragmentado (F) en tres métodos de

extraccion. Por cada condicion de fragmentacion se usé un n= 6 réplicas.

El ntimero limitado de réplicas en los andlisis de secuenciamiento en el tercer y
cuarto objetivo (n=3 por cada grupo de comparacion) se justificé debido al costo
que implica el proceso secuenciamiento. Por lo que este estudio al tener un enfoque
exploratorio pretende brindar indicios clave del efecto de estas variables tanto en el
rendimiento de la extraccion del ADNg de Mtb como del secuenciamiento de
genoma completo de este. En adelante se explicaran a mas detalle las metodologias

que se usaron en el desarrollo de este estudio.
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4.2 Lugar de estudio

El proyecto de investigacion se realizo en el Laboratorio de Bioinformatica y
Biologia Molecular y en el Laboratorio de Mycobacterium pertenecientes al LID
(Laboratorios de Investigacion y de Desarrollo) de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia (UPCH).

4.3 Material Biologico

Para la ejecucion del estudio se empled la cepa de M. tuberculosis H37Rv,
perteneciente al grupo de riesgo 3. Esta cepa de referencia se obtuvo del banco de

cepas del Laboratorio de Bioinformética y Biologia Molecular del LID de la UPCH.

4.4 Equipo de Proteccion Personal (EPP) e instalaciones

Los procedimientos que implicaron el uso de Mtb se realizaron en el Laboratorio
de Mycobacterium dentro de una cabina de bioseguridad de clase II tipo A/B3
(certificada) usando el siguiente equipo de proteccion : 3 pares de guantes,
respirador N95, mandil azul, cubre-zapatos y gorro descartables, y mandil verde,
cumpliendo con los protocolos de contencidon y seguridad establecidos. Las
superficies y materiales de trabajo en el Laboratorio de Mycobacterium fueron
descontaminadas con el desinfectante TEGO al 5%. Todos los procesos posterior a
la extraccion de ADNg se realizaron en el Laboratorio de Bioinformatica y Biologia
Molecular usando el siguiente equipo de proteccion: Bata de laboratorio, 1 par de

guantes, mascarilla descartable.
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4.5 Preparacion de muestras

La cepa Mtb H37Rv se descongeld y reactivd durante una semana en medio liquido
(caldo Middlebrook 7H9 suplementado con OADC - 4acido oleico, albiimina,
dextrosa y catalasa- ) y posteriormente se sembr6 en placas 7H10 (BD Difco,
EE.UU.), con 0.5% (v/v) de glicerol y 10% de OADC. Las placas fueron incubadas

a 37 °C durante 3 semanas.

4.6 Inactivacion de la muestra

Para la inactivacion de la cepa H37Rv, 72 muestras fueron preparadas. Para cada
muestra 1 asada de Mtb (~20 - 30 mg) se resuspendi6é en 500 ul de Buffer TE
(10mM Tris HCI, pH 8 y ImM EDTA pH 8). Todas las muestras fueron tratadas en
un termobloque bajo dos temperaturas de inactivacion -95 °C por 1h y 80 °C por
20 min- excepto su respectivo control al que no se le inactivo con calor (No Tratado:
NT). La distribucion del nimero de muestras por cada temperatura de inactivacion
se detalla en la Tabla 1. Para confirmar la eficacia de la inactivacion térmica, se
sembraron 30 pL de tres réplicas independientes de cada tratamiento, asi como del
control, en placas 7HI0 (segin el procedimiento previamente descrito).
Posteriormente, las placas se incubaron a 37 °C durante 3 meses para evaluar

cualitativamente la presencia de crecimiento bacteriano.
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4.7 Extraccion y purificacion del ADN

El ADN gendmico (ADNg) se extrajo empleando tres métodos diferentes, uno de
los cuales present6 dos variaciones (Métodos: 1, 2, 3a y 3b), que se describen
detalladamente mas adelante. Cada uno de estos métodos se aplico a 18 muestras,
distribuidas en seis réplicas por cada tratamiento de temperatura. Tras la extraccion,
se evaluaron los siguientes parametros: cantidad de ADN (pg) mediante
fluorometria con Qubit 4; calidad del ADN, a través de las relaciones de
absorbancia 260/280 y 260/230 en el espectrofotometro NanoDrop 2000; e
integridad del ADN, utilizando un Tapestation 4150, evaluada mediante tres
métricas: DNA Integrity Number (DIN), tamafio modal de los fragmentos de ADN

(Peak Size, kb) y porcentaje de fragmentos > 5 kpb.

Para la secuenciacion ONT se utilizaron muestras ADNg de H37Rv que cumplian
los siguientes criterios: cantidad de ADNg > 2 ug considerando que se necesite una
purificacion adicional para obtener 1 ug de ADN necesario para ser procesado con
el kit Native Barcoding basado en ligacion para la preparacion de librerias en el
secuenciamiento ONT (15,87). Ademas de ratios 260/280 = 1.8-2.0; 260/230 = 2.0-
2.2 yun DIN >7 (14,79) que fueron consideradas aptos para previos estudios del
secuenciamiento ONT. Las muestras de ADNg fueron purificadas adicionalmente
utilizando un kit DNA Clean & Concentrator -5 de acuerdo a las especificaciones

del fabricante (Zymo Research Part Number D4004) para cumplir con los requisitos
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de pureza establecidos para la secuenciacion. E1 ADN purificado se almacend a —

20 °C hasta su uso en la preparacion de las bibliotecas de secuenciacion.

Tabla 1. Numero de muestras por tratamiento térmico

Tratamiento térmico Numero de muestras

80 °C durante 20 minutos n=24
Método 1  (n= 6 réplicas)
Método 2  (n= 6 réplicas)
Método 3a (n= 6 réplicas)

Método 3b (n= 6 réplicas)

95 °C durante 60 minutos n=24
Meétodo 1  (n= 6 réplicas)
Meétodo 2 (n= 6 réplicas)
Me¢étodo 3a (n= 6 réplicas)

Meétodo 3b (n= 6 réplicas)

Control no tratado (NT) n=24
Meétodo 1  (n= 6 réplicas)
Meétodo 2 (n= 6 réplicas)
Me¢étodo 3a  (n= 6 réplicas)

Meétodo 3b (n= 6 réplicas)
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Método 1: Método fenol-cloroformo con lisis enzimatica

Se utiliz6 el método estandar de extraccion basado en fenol y bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) (88) con ligeras modificaciones. Brevemente,
para la lisis de la pared celular y de la membrana, se afiadieron 50 pL de lisozima
(10 g/mL) a cada muestra, las cuales se incubaron a 37 °C durante toda la noche.
Posteriormente, se agregaron 70 uL. de SDS (20%) y 20 uL de proteinasa K
(20 mg/mL), y las muestras se incubaron a 65 °C durante 3 horas, realizando
agitacion en vortex durante 5 segundos cada hora. A continuacidn, se afiadieron
100 uL de NaCl (5M) y 100 uL de solucion CTAB/NaCl (0,7 M NaCl, 10 g de
CTAB), incubandose la mezcla durante 10 minutos a 65 °C. La purificacion del
ADN se realizé anadiendo 750 uL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1), seguido de centrifugacion a 10.000 g durante 5 minutos. El sobrenadante
obtenido se transfiri6 a un nuevo tubo, donde se realizé una segunda purificacion
utilizando 600 pL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), seguida de
centrifugacion a 10.000 g durante 5 minutos. El sobrenadante, que contenia el
ADN, se transfirié nuevamente a un tubo limpio, se afiadié 1 mL de etanol absoluto
(—20 °C) y se homogeneizé manualmente. Posteriormente, las muestras se enfriaron
a —70 °C durante 1 hora para precipitar el ADN. La precipitaciéon se completd
mediante centrifugacion a 13.000 rpm durante 15 minutos; el sobrenadante fue
eliminado y el pellet de ADN se conservd. El pellet se lavd afiadiendo 1 mL de
etanol frio al 70 %, seguido de centrifugacion a 13.000 rpm durante 5 minutos.
Después de eliminar el sobrenadante, el pellet se dejo secar a temperatura ambiente.

Finalmente, el ADN se resuspendié en 100 pL de buffer TE, las muestras se
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incubaron a 55°C durante 15 minutos, se homogeneizaron suavemente y se

almacenaron a —20 °C hasta su uso posterior.

Método 2: Método fenol-cloroformo con lisis mecanica previo a lisis enzimatica
Se adapt6 un método propuesto por Bouso et al. en el 2019 (63), el cual utilizo lisis
mecéanica mediante rompimiento con microesferas previo a un rompimiento
enzimatico y el fenol. Tras el tratamiento de las muestras con diferentes condiciones
de calentamiento, estas se centrifugaron durante 10 minutos a 4500 rpm y se
descart6 el sobrenadante. Se afiadieron 400 pL de buffer de lisis y 100 uL de SDS
al 20%, y la mezcla se homogenizé mediante pipeteo. Posteriormente, las muestras
se agitaron con 150 mg de microesferas de silice de 0,1 mm de didmetro durante
tres ciclos de 30 segundos a 10,5 m/s usando un equipo FastPrep. Se realizé una
lisis adicional mediante la adicion de 50 pL de lisozima (10 mg/mL), incubandose
a 37°C durante 60 minutos. Luego, se afiadieron 40 uL de proteinasa K (200 pg/mL)
y se incubd a 37°C durante 90 minutos, mezclando por inversion cada 30 minutos.
Las muestras se centrifugaron primero a 4500 rpm durante 10 minutos y luego a
14.000 rpm durante 2 minutos. El sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo, al que
se afiadieron 500 pL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1, tamponado
a pH 8,0), homogeneizdndose por inversion durante 10 minutos para mezclar las
fases acuosa y organica. La mezcla se centrifugé a 13.000 rpm durante 10 minutos
y la fase acuosa superior (~200—450 puL), que contenia el ADN, se transfirié a un
nuevo tubo de 2 mL. Dependiendo del volumen recuperado, se afiadiéo 1/10 del
volumen de NaCl 5M, seguido de 1 volumen de isopropanol, y se incubo a

temperatura ambiente durante toda la noche. Posteriormente, se centrifugé6 a 14.000
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rpm por 30 minutos a temperatura ambiente. El pellet obtenido se lavoé con 700 pL
de etanol al 70% y se centrifugd nuevamente a 14.000 rpm por 10 minutos
(repitiendo el lavado una vez mas). Finalmente, se dejo evaporar el etanol restante
a temperatura ambiente durante 15 minutos con las tapas de los tubos abiertas. El
ADN fue eluido en 100 pL de buffer EB previamente calentado a 65°C durante 10

minutos, y se almacen6 inmediatamente a 4°C.

Método 3: 3a 'y 3b. Kit comercial - Método 3a : Método del kit ZymoBIOMICS
con lisis enzimatica y Método 3b: Método del kit ZymoBIOMICS con lisis
mecanica

Se utilizo un kit comercial que emplea la lisis mecénica mediante rompimiento por
microesferas y la purificacion por columnas (89). Se evaluaron dos variaciones del
paso de lisis de este protocolo: una modificacion en la duracion de la lisis mecénica
y otra en la que esta fue sustituida por una lisis enzimatica. Tras el tratamiento de
las muestras con diferentes condiciones de calentamiento, estas se centrifugaron
durante 10 minutos a 4500 rpm y se descart6 el sobrenadante. Luego, se afiadié 250
uL de buffer TE y se mezclaron por pipeteo. La extraccion de ADN se llevo a cabo
utilizando el kit ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep (Zymo Research, Part Number
D4300), siguiendo las instrucciones del fabricante, con las siguientes
modificaciones: el volumen de entrada fue de 250 pL por muestra. Para el paso de
lisis, se aplicaron dos variaciones. En el método 3a, se reemplaz6 la lisis mecanica
por una lisis enzimatica (no contemplada en el protocolo original y orientada a
preservar la integridad del ADN). Las muestras se incubaron durante una noche con

lisozima (concentracion final de 1 mg/mL), seguida de una incubacion de 3 horas
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con proteinasa K (concentracion final de 0,6 mg/mL). En el método 3b, se empleo
lisis mecanica mediante las microesferas, proporcionadas por el kit, durante 20
minutos a 3200 rpm. Ambas variantes continuaron con el protocolo estandar del kit
para las etapas subsiguientes de union del ADN, lavado y elucion mediante columna

de centrifugacion.

4.8 Fragmentacion del ADN

Tres muestras por cada condicion de inactivacion térmica dentro de los métodos
extraccion de ADNg fueron fragmentadas a aproximadamente 10 kbp utilizando el
kit de fragmentacion g-TUBES de Covaris (nimero de parte 520079), siguiendo el
protocolo del fabricante con la siguiente modificacion: se centrifugaron 2 pg de
ADN por muestra a 4200 rpm durante 1 minuto. Debido a la disponibilidad limitada
de unidades g-TUBES, solo se incluyeron los métodos M1, M2 y M3b en la etapa
de fragmentacion. Posteriormente, las muestras fragmentadas se concentraron
utilizando el kit DNA Clean & Concentrator, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, y se evaluaron la pureza y la integridad tal como se describio

previamente.

4.9 Preparacion de librerias para secuenciar

Para la etapa de secuenciamiento, se disefid una estrategia experimental orientada
a aprovechar la capacidad de multiplexado de la celda de flujo, considerando un

total de 12 barcodes por celda de flujo. Con este fin, se establecidé un esquema de
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comparacion que incluyé dos métodos de extraccion y dos condiciones térmicas por
celda, empleando tres réplicas biologicas por condicion. Debido a esta restriccion
de capacidad, tinicamente se seleccionaron para secuenciamiento las condiciones
de 80 °C/20 min (condicion usada en nuestro grupo trabajo) y NT. La condicion de
95 °C/1 h no fue incluida en esta fase, a fin de mantener la estructura experimental

y la comparabilidad entre métodos bajo un disefio balanceado.

El efecto de la temperatura de inactivaciéon (80 °C/20 min) y el método de
extraccion en el rendimiento del secuenciamiento nanopore del ADNg de Mtb se
evalu6 en los métodos de extraccion planteados 1, 2, 3a y 3b sin fragmentacion
inducida a 10 kpb del ADNg. Por otro lado, el efecto de la fragmentacion inducida
a 10 kpb del ADNg de Mtb en el rendimiento del secuenciamiento se evalu6 s6lo

en los métodos de extraccion 1, 2 y 3b (Tabla 2).

Se prepar6 un total de 4 librerias con 12 muestras por libreria, las muestras fueron
distribuidas equitativamente entre los métodos de extraccion y las condiciones de
tratamiento térmico (80°C/20 min y NT). Las muestras se agruparon como se
detalla en la Tabla 2. Cada libreria se prepararé utilizando el Native Barcoding Kit
(Oxford Nanopore, SQK-NBD 114.24) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Se utiliz6 una celda de flujo R10.4.1 por cada libreria en la plataforma
GridION. Tras preparar y normalizar el pool de cada libreria, se carg6 18 fmoles de
cada pool en la celda de flujo 1, 2 ,3 y 4 para la secuenciacion (Tabla 2) hasta

alcanzar un porcentaje de poros activos del 5%.
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Tabla 2. Secuenciamiento de las flow cells

Extraccion con Fenol Extraccion sin fenol
ADNg (Método 1 y Método 2) (Método 3a y Método 3b)
Flow cell 1: Fenol No | Flow cell 2: Kit comercial No
No
Fragmentado Fragmentado
fragmentado
Método 1 (80°C n=3 , NT n=3) | Método 3a (80°C n=3 , NT n=3)
a 10 kpb
Meétodo 2 (80°C n=3 , NT n=3) | Método 3b (80°C n=3 , NT n=3)
Flow cell 3: Fenol | Flow cell 4: Kit commercial
Frgamentado | Fragmentado Fragmentado
a 10 kpb Meétodo 1 (80°C n=3 , NT n=3) | Método 3b (80°C n=6 , NT n=6)
Método 2 (80°C n=3 , NT n=3)

n: numero de réplicas

4.10 Rendimiento del secuenciamiento

El rendimiento del secuenciamiento se evalud en dos niveles en funcion de los

siguientes parametros: en un primer nivel los pardmetros del secuenciamiento en

"simplex reads" : qScore (precision de lectura), read N50, Cobertura genomica,

Profundidad genomica y en un segundo nivel los parametros de calidad de

ensamblaje (en aquellas condiciones cuya profundidad gendémica haya alcanzado

los 200X): fraccion del genoma cubierto, NG50, nimero de mismatch y nimero de

indels en "duplex reads" con el objetivo de incrementar la precision de lectura.
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4.11 Analisis bioinformatico

Las métricas de andlisis post secuenciamiento en "simplex reads"” se obtuvieron de
la siguiente manera: los archivos FASTQ fueron generados usando Guppy
basecaller version 6.5.7 de ONT, respetando criterios como una puntuacion de
gScore minima de 10 y una longitud de 200 pb para garantizar la fiabilidad de los
datos para el analisis bioinformatico. El andlisis de los datos FASTQ se realizé a
través de un canal bioinformatico especialmente disefiado en la plataforma
NextFlow. El control de calidad inicial se llevé a cabo con la version 1.41.3 de
Nanoplot. Para el posterior mapeo de lecturas, se utilizdo la version 2.26 de
Minimap2, elegida por su eficiencia de alineacidon y precision con secuencias
largas; y las lecturas fueron alineadas con el genoma de referencia bien anotado
Mtb H37Rv (NC _000962.3). La version 1.17 de Samtools facilitd el analisis
cuantitativo de la cobertura y profundidad genomica de las secuencias mapeadas

(Figura 3).

Los parametros del ensamblaje se trabajaron en "duplex reads". Estos fueron
obtenidos utilizando Dorado basecaller version 3.4, y fueron filtrados en funcion de
las etiquetas "duplex" y "simplex" utilizando Samtools. El ensamblaje se realizo
mediante Flye version 2.9.2. Las métricas de ensamblaje fueron calculadas por

Quast version 5.2 utilizando H37Rv como genoma de referencia (Figura 3).
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Input data Output data
Fast5 (raw data) | |:| |:|

‘ |:| Software, version

Step 1: Basecalli e
DBLEE= L 1Y basecalled reads . :
G 657 - { simplex reads ) Step 1: Basecalling fastq (basecalled reads)
uppy v.6.5.
| Dorado v3.4 Dt ezt
Step 2: Filteringf
Trimming ‘
Fastq {curated) - Porechopv.0.2 4 Step 5: Assembly | fastq (curated)
J NanoFilt v.2.3.0 Flye v.2.9.2
| . A 4
Step 4: Mapping Aszsembly of
Step 3: Quality Control -
P L Minimap2 v.2.26 reads to contigs
MNanoPlotv.1.41.3 ¥ Fraccion del
Samtools v1.17 ‘ genoma (%)
v NG50
A 4 ¥ Step 6: Quality of ¥ #de mismatch
QcC report BAM (Aligment file) Assembly ‘ por 100 kpb
Long. del Read N50 Cobertura gendmica (%) Quast v5.2 v #delndels por
qScore Profundidad gendmica (X} 100 kpb
Parametros del secuenciamiento Parametros de calidad del ensamblaje ~ 200X

Figura 3. Pipeline de procesamiento y ensamblaje gendmico de datos ONT (lecturas simplex y duplex).

4.12 Flujograma de trabajo y analisis

El siguiente flujograma de trabajo describe las etapas clave del proceso
experimental que se realizar6 para evaluar el efecto de la temperatura de
inactivacion, extraccion y fragmentacion del ADNg de Mtb tanto en el rendimiento

del ADNg de Mtb como en el secuenciamiento de este.

Para la evaluacion del efecto de la temperatura de inactivacionde Mtb en la
cantidad, calidad e integridad del ADNg se consideraron dos temperaturas de
inactivacion: 80°C por 20 minutos, 95°C por 1 hora y el control NT. Esta evaluacion
se realizo en los cuatro método de extraccion planteados : Método 1, 2, 3a y 3b

(Figura 4). El objetivo fue determinar como la temperatura de inactivacion afecta
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la cantidad, calidad e integridad del ADNg, los cuales son factores fundamentales

para la secuenciacion de alto rendimiento.

Para la evaluacion del efecto del método de extraccion de ADNg de Mtb en la
cantidad, calidad e integridad del ADNg se consideraron todos los métodos de
extraccion evaluados 1, 2, 3a y 3b. Esta evaluacion se realizo en las muestras en las
que se aplico las temperaturas de inactivacion de 95°C por 1 hora, 80°C por 20
minutos y al grupo control NT (Figura 4). El objetivo fue determinar como el

método de extraccion afecta la cantidad, calidad e integridad del ADNg.

| Paso 1: Cultivo en placa : Cepa H3TRv |

| Paso 2: Preparacion de muestra |
[ |
| Paso 3: Inactivacion témmica |

|
| L :
95°C por 1h ‘ | 80°Cpor 20 min ‘ ‘ No Tratado (NT)
P — — | |
Paso 4_: Meétodos de ( Paso 4: Métodos de ) ( Paso 4: Métodos de
exl:rax:mét_t de ADNg: extraccién de ADNg: extraccién de ADMNg:
- I\.Ir.?todo 1 = Método 1 = Método 1
- I\-'I:E:t{:do 2 = Método 2 = MEtodo 2
+ Método 3a = Método 3a » Método 3a
« Método 3b . 3

Metodo 30 « Método 3b

Objetive 1. Evaluar el efecto de la temperatura de mactivacion (80°C por 20 min
¥ 93°C por 1h) de Mitb en la cantidad, calidad e integridad del ADNg de Mth
|

Objetive 2. Evaluar el efecto de 4 metodos de extraccion en la cantidad, calidad e
integridad del ADNg de Mib.

Figura 4. Flujograma del analisis de la evaluacion del efecto de la temperatura de inactivacion de Mtb
(80°C por 20 min y 95°C por 1 hora) y el método de extraccion de ADNg en la cantidad, calidad e
integridad del ADNg.

Cada método de extraccion se realizon con 6 réplicas.

La evaluacion del efecto de la temperatura de inactivacion 80°C por 20 min en el

rendimiento del secuenciamiento del ADNg de Mtb usando ONT se realizé en los
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métodos de extraccion planteados 1, 2, 3a'y 3b sin fragmentacion inducida a 10 kpb
del ADNg (Figura 5). Como control negativo se usé aquellas muestras a las que no

se le aplico el tratamiento térmico —NT—.

Para la evaluacion del método de extraccion en el rendimiento del secuenciamiento
del ADNg de Mtb usando ONT se consideraron los métodos de extraccion
planteados 1, 2, 3a y 3b sin fragmentacion inducida a 10 kpb del ADNg (Figura 5).
La evaluacion se realizo tanto para las muestras tratadas a 80°C por 20 min como
aquellas no tratadas (NT). Por otro lado, para la evaluacion del efecto de la
fragmentacion inducida a 10 kpb del ADNg de Mtb en el rendimiento del
secuenciamiento usando ONT se consideraron los métodos de extraccion 1, 2, 3b

(Figura 5).
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Cultivo en placa : Cepa H37Rv
Preparacion de muestra / Inactivacion térmica

Temperatura de inactivacion a 80°C por 20 min y el
control NT por cada método de extraccion

1
T 1 T 1 o I
Meétodo 1 - NF Método 2 - NF Método 32 - NF Meétodo 3b - NF
80°C por 20 min 80°C por 20 min 80°Cpor20min | | 80°C por 20 min
I NT _ NT _ I | NT |
| . I B e —
Obj. 3: Evaluar el efecto de la temperatura de I Obj. 4: Evaluar el efecto de 4 métodos de extraccion .
inactivacion (80°C por 20 min) de Mtb en el rendimiento de ADNg de Mtb en el rendimiento del
del secuenciamiento ONT del ADNg de Mtb. | secuenciamiento ONT.
* [ | ' (|
Métoda 1 - NF Método 1-F~10k | [ \Ietodo 2-NF Método 2-F10kb | | Método 3b—NF Método 3b—F 10kb |
80°C por20|:um 80°C porr 20 min ‘ 30 CporQOn:u.n H 0°Cp0130mm | ‘ SOECpGr'_J,Gm.m ‘ ‘ SD‘CpDr;Gm.m

‘. Obj. 5: Evaluar el efecto de la fragmentacion a 10 kpb del ADNg de Mtb en el ‘

rendimiento del secuenciamiento ONT

Figura 5. Flujograma del anélisis de la evaluacion del efecto de la temperatura de inactivacion
(80°C por 20 min), extraccion y fragmentacion de ADNg de Mtb en el rendimiento del
secuenciamiento ONT.

Cada temperatura de inactivacion para cada método de etraccion de ADNg se evalu6 con 3 réplicas
Cada condicion de fragmentacion para cada método de extraccion de ADNg se evaluo con 6 réplicas

4.13 Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron en Rstudio version 4.3.2 para Windows. El
paquete ggplot2 de R permiti6 una visualizacion detallada de los datos. Las medidas
de cantidad, calidad e integridad de las distintas extracciones de ADNg se
compararon mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y posteriormente
una prueba de Dunnett para determinar donde radican las diferencias. Para evaluar
el efecto de la temperatura de inactivacion (80°C por 20 min) de Mtb y la
fragmentacion en el rendimiento del secuenciamiento ONT del ADNg de Mtb con
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respecto al control (NT y No Fragmentado a 10 kpb) se realiz6 la prueba de Mann-
Whitney U para determinar diferencias entre ambas condiciones. Para evaluar el
efecto del método de extraccion en el rendimiento del secuenciamiento ONT del
ADNg de Mtb se realiz6 una prueba de Kruskal-Wallis y posteriormente una prueba

de Dunnett.
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5 RESULTADOS

5.1 Efecto dela temperatura de inactivacion (80 °C por 20 min y 95 °C por

1 hora) de Mtb en la cantidad, calidad e integridad del ADNg.

Los resultados del rendimiento de extraccion bajo cada condicidon de inactivacion
se presentan en el Anexo 1. En la Figura 6a se observa que la temperatura de
inactivacion influye significativamente en la cantidad de ADNg recuperado (p <
0.05) para todos los métodos, aunque en ningin caso se redujo por debajo del
umbral requerido (~2 pg) para la preparacion de bibliotecas por ONT (63). Para M1
y M3b, la condicion NT produjo las mayores cantidades de ADNg (49.98 ug y
12.34 pg, mediana), con diferencias significativas frente a 95 °C/1 h y 80 °C/20
min. En contraste, en M2 y M3a la mayor recuperacion se obtuvo a 95 °C/1 h (91.53
ngy 7.55 ug, mediana), con diferencias significativas inicamente frente a NT para

M2 y frente a 80 °C/20 min para M3a.

En cuanto a la calidad (Figura 6b—6c¢), el ratio 260/280 se mantuvo dentro del rango
optimo (1.8-2.0) (14) en todas las condiciones, excepto en el control NT de M2
(1.55), donde se detectdé contaminacién proteica y diferencias significativas
respecto a las condiciones de inactivacion. Para el ratio 260/230, la temperatura
afectd de manera significativa en todos los métodos; inicamente M2 logré valores
dentro del rango recomendado (2.0-2.2) (63) tras la inactivacion a 95 °C/1 h'y 80

°C/20 min.
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La integridad del ADNg se present6 en las Figuras 6d—6f. El DIN disminuy6 de
forma marcada tras la inactivacion a 95 °C/1 h (6.0-6.9), ubicandose por debajo del
umbral recomendado (DIN > 7) (14). En contraste, 80 °C/20 min y la condicion NT
mantuvieron DIN > 7, con diferencias significativas frente a 95 °C en todos los
métodos. De manera consistente y estaditicamente significativa, 95 °C/1 h redujo
el Peak Size (Figura 6¢) y el porcentaje de fragmentos > 5 kpb (Figura 6f), mientras
que 80 °C/20 min y NT conservaron fragmentos largos (>15 kpb) y un porcentaje

> 80% de fragmentos > 5 kb en todos los métodos.
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Figura 6. Efecto de la temperatura de inactivacion de Mtb en la cantidad, calidad e integridad del ADNg por cada método de extraccion.

Las barras indican los valores la mediana y los bigotes el rango intercuartilico. Los corchetes horizontales indican la significacion estadistica determinada
por la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba post-hoc de Dunn. Niveles de significacia: p < 0.05 (*), p <0.01 (**)y p <0.001 (***). a. ADNg
total (en escala log10). b. Relacion de pureza 260/280. ¢. Relacion de pureza 260/230. d. DIN. e. Peak size, parametro que se define como el tamano del
fragmento de ADN con mayor intensidad dentro del perfil de distribucién. f. Porcentaje de la muestra de ADN con fragmentos >5 kpb. Para a, b, c y d, las

lineas discontinuas denotan los valores recomendados para la cantidad de ADN, rango de pureza y de integridad para ONT. Las pruebas se realizaron por
sextuplicado.
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5.2 Efecto de cuatro métodos de extraccion en la cantidad, calidad e

integridad del ADNg de Mtb.

Los resultados detallados del rendimiento de extraccion bajo distintos métodos de
extraccion de ADNg se presentan en el Anexo 2. La Figura 7a muestra que el
método de extraccion influye significativamente en la cantidad de ADNg
recuperado (p < 0.05), aunque todos lograron valores suficientes para
secuenciamiento ONT. El rendimiento fue dependiente de la temperatura de
inactivacion. En la condicion NT, M1 obtuvo la mayor recuperacion (49.98 ng),
significativamente superior a los demas excepto M3b. A 80 °C/20 min y a 95 °C/1
h, M2 present6 el mayor rendimiento (36.99 ng y 91.53 ug respectivamente),
superando significativamente a M3a y M3b, pero no frente a M1. En conjunto, M1
resultd mas eficiente en muestras sin tratamiento térmico, mientras que M2

mantuvo mejor desempefio bajo inactivacion.

En cuanto a la calidad del ADNg (Figuras 7b—7c), el método de extraccion también
tuvo un efecto significativo. Para el ratio 260/280, todos los métodos se ubicaron
dentro del rango optimo (1.8-2.0) excepto M2 en la condiciéon NT (1.55). A 80
°C/20 min, los métodos basados en fenol-cloroformo (M1 y M2) presentaron
valores superiores a los métodos basados en kit (M3a y M3b), mientras que a 95
°C/1 h las diferencias dejaron de ser significativas. Para el ratio 260/230, en las
condiciones de inactivacion térmica, M1 y M2 alcanzaron los valores mas altos

(=2.3-2.5 para M1 y =2.0-2.2 para M2), situdndose dentro o incluso por encima
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del rango recomendado para secuenciamiento ONT. En contraste, los métodos
asociados al kit ZymoBIOMICS (M3a y M3b) mostraron valores inferiores bajo
estas mismas condiciones. En la condicién NT, solo M1 y M3b mantuvieron valores
cercanos al rango 6ptimo, mientras que M2 y M3a presentaron una reduccion mas

marcada.

Respecto a la integridad (Figuras 7d-7f), el método de extraccion afectd
significativamente tanto el DIN, Peak Size y el porcentaje de fragmentos > Skpb.
La inactivacion a 95 °C/1 h redujo el DIN por debajo del umbral recomendado
(umbral: DIN > 7), en todos los métodos. En contraste, 80 °C/20 min y NT
mantuvieron valores > 7, destacando M3b con los valores mas altos (8.35 y 8.80).
El Peak Size mostr6 un patrén similar: M1 generd los fragmentos mas largos en
todas las condiciones (22.04-55.80 kpb), con diferencias frente a M2 y M3a, pero
no frente a M3b. S6lo M2 y M3a a 95 °C/1 h presentaron longitudes < 15 kpb. En
cuanto al porcentaje de fragmentos > 5 kpb, bajo 95 °C/1 h, M3a conservo la mayor
proporcion, seguido de M1 y M3b, mientras que M2 mostré la pérdida mas
marcada. En 80 °C/20 min y en NT, todos los métodos mantuvieron porcentajes >
80%, con M3b tendiendo a valores ligeramente superiores. En conjunto, M3a
destacé por su mayor tolerancia a 95°C/lh, mientras que M3b favorecid la

preservacion de fragmentos largos tanto bajo 80°C/20 min como NT.
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Figura 7. Efecto de cuatro métodos de extraccion en la cantidad, calidad e integridad del ADNg por cada temperatura de inactivacion de Mtb.

Las barras indican los valores la mediana y los bigotes el rango intercuartilico. Los corchetes horizontales indican la significacion estadistica determinada por la
prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba post-hoc de Dunn. Niveles de significacia: p < 0.05 (*), p < 0.01 (**)y p < 0.001 (***). a. ADNg total (en escala
log10). b. Relacion de pureza 260/280. ¢. Relacion de pureza 260/230. d. DIN. e. Peak size. f. Porcentaje de la muestra de ADN con fragmentos >5 kpb. Para a, b,
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sextuplicado.
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En funcidn a nuestros resultados previos se puede evidenciar que ningiin método de
extraccion bajo la condicion de inactivacion térmica de 95 °C por 1h cumple con el
requerimiento establecido de integridad para el secuenciamiento ONT: muestras
con una puntuacion DIN > 7 (14,79). Para evaluar el rendimiento del
secueciamiento ONT se consider6 la condicion de inactivacion térmica de 80 °C
por 20 min y el control NT. Por otro lado, debido a que ninguna de las muestras
sometidas a inactivacion térmica de 80 °C por 20 min ni a la condicion NT
alcanzaron el valor de pureza requerido para el ratio 260/230 (2,0-2,2) (Figura 7d),
se procedio a purificarlas con el kit DNA Clean & Concentrator-5 (Zymo Research,

cat. D4004) alcanzando el ratio 260/230 esperado para el secuenciamiento ONT.

5.3 Purificacion de las muestras para el secuenciamiento ONT del ADNg

de Mtb.

Aunque la purificacion con el kit DNA Clean & Concentrator-5 redujo el Peak Size
de todas las muestras (Figura 8), la tendencia relativa en la condicion de
inactivacion térmica (80 °C/20 min) y la condicion NT permanecio: M1 y M3b

generaron los fragmentos mas largos, seguidos de M2 y M3a (Figura 8, Tabla 3).
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Figura 8. Peak size de los fragmentos de ADN para cada método de extraccion de ADNg y cada temperatura de inactivacion de Mtb.
Cada color indica una condiciéon del ADNg: Amarillo (E): Post-Extraccion y Verde (P): Post-Purificacion. Las barras representan la mediana y los bigotes el
rango intercuartilico. La linea discontinua representan el rango del tamafio de los fragmentos de ADN de acuerdo a la condicion del ADNg.
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5.4 Preparacion de librerias para el secuenciamiento ONT

En esta primera etapa dos librerias de secuenciamiento conteniendo ADNg de Mtb
obtenido mediante los cuatro métodos de extraccion bajo la inactivacion térmica de
80 °C por 20 min y la condicién NT se prepararon con el Native Barcoding Kit
(Oxford Nanopore, SQK-NBD 114.24). La primera libreria fue asignada a la celda
de flujo 1 conteniendo ADNg de los métodos que usaron fenol — cloroformo (M1 y
M2)y la segunda, asignada a la celda de flujo 2, conteniendo ADNg de los métodos
que usaron el kit ZymoBIOMICS (M3a y M3b). Para cada método de extraccion se
considerd 3 réplicas tanto para la inactivacion térmica de 80 °C por 20 min como

para la condicion NT. Por ende cada libreria contenia 12 muestras.

Ambas corridas se extendieron hasta alcanzar el 5 % de poros activos lo que resulto
en 40 h de corrida para ambas celdas de flujo, generando un rendimiento total muy
similar entre ambas, con 4.45 Gb en la primera celda y 4.32 Gb en la segunda. Asi
mismo, el rendimiento normalizado por poro y hora fue muy similar entre ambas

celdas de flujos con 8.87 x 10* Gb/poro-h y 8.54 x 10~* Gb/poro-h (Tabla 3).
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Tabla 3. Rendimiento del secuenciamiento ONT

Meétricas del rendimiento del secuenciamiento ONT

i #de Rendiemiento: _. - P
Celda Método . Tiempode Rendimiento Rendiemiento:
., i Peak Size #de poros Data total (Gb) .
de extraccion Condicién -~ ) secuenciam  por poroy Data (Gb)
. del ADNg (kpb) *** réplicas  activos x x flow cell .
Flujo ADNg iento (h)*  por hora ** gScore > = 10 ***
flow cell gScore > =10

30 °C 20.00 3 0.30
Método 1 (Q1:19.76, Q3:20.12) (Q1:0.28 -Q3:0.33)

(M1) NT 18.51 3 0.15
(Q1:18.24, Q3:18,54) (Q1:0.14-Q3:0.25)

1 s0-c 14.75 ; 1254 4.45 40.00 0.0000887 0.24
Método 2 (Q1: 14.74, Q3: 14.96) (Q1:0.24 - Q3: 0.26)

(M2) NT 14.48 3 0.33
(Q1:14.41, Q3:14.85) (Q1:0.32-Q3: 0.45)

30 °C 10.68 3 0.10
Método 3a (Q1:10.49, Q3:10.80) (Q1:0.09 - Q3:0.11)

(M3a) NT 11.17 3 0.15
(Q1:10.96, Q3: 11.35) (Q1:0.14 - Q3: 0.16)

s0c 1434 5 1264 4.32 40.00 0.0000854 028
Método 3b (Q1:14.30, Q3: 14.77) (Q1:0.26 - Q3: 0.30)

(M3b) NT 21.04 3 0.56
(Q1:20.72, Q3: 23.36) (Q1: 0.43 - Q3: 0.65)

1.* Tiempo de secuenciamiento hasta que el 5% de poros secuenciando sea logrado

2. ** Calculado como el cociente entre la data total obtenida por flow cell y el nimero inicial de poros y el tiempo de corrida (Gb/poro/hora)

3. *** Los valores como mediana, Q1 (primer cuartil) y Q3 (tercer cuartil) se presentan con fines descriptivo.

74



5.5 Efecto de la temperatura de inactivacion (80°C por 20 min) en las

métricas del secuenciamiento ONT del ADNg de Mtb.

Para evaluar el impacto de la inactivacion térmica a 80 °C por 20 min sobre el
rendimiento del secuenciamiento del ADNg de Mtb con la plataforma ONT, se
compard dicha condicion de inactivacion frente al control NT para los cuatro

métodos de extraccion (M1-M3b).

La inactivacion a 80 °C por 20 min no mostré un efecto estadisticamente
significativo frente al control NT en el Peak Size después de la purificacion (p >
0.05), aunque se mantuvo la tendencia a una reduccion marcada del tamaio de
fragmentos en M3b respecto a su control NT, antes y después de la purificacion
(con una mediana de 21.04 kpb para el control NT y de 14.34 kpb para 80 °C por
20 min) (Figura 9a). Respecto a la longitud del read N50 (Figura 9b), tampoco se
observaron diferencias significativas entre condiciones térmicas. Sin embargo, para
M2 y M3b el control NT presento valores mayores (con una mediana de 10.72 kb
para M3b y 10.30 kb para M2) que la condiciéon a 80 °C por 20 min (con una
mediana de 8.60 kb para M3b y 9.02 kb para M2), mientras que M1 y M3a
mostraron longitudes N50 menores a 8 kb en ambas condiciones. En términos de
cobertura gendémica (Figura 9c), 80 °C por 20 min no afecto significativamente los
resultados, manteniéndose en ~100 % para todos los métodos, salvo una ligera

reduccion no significativa en M3a.
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Con respecto a la profundidad genémica (Figura 9d), aunque no se alcanzaron
diferencias significativas (p > 0.05) entre ambas condiciones de inactivacion y no
se lograron valores de 200X para un ensamblaje completo, M2 y M3b mostraron
mayor profundidad gendémica en NT (con una mediana de 73.39 X y 122.73 X para
M2 y M3b respectivamente), mientras que en M1 la condicidn térmica incremento
la profundidad genomica respecto a su control. Por otro lado, la inactivacion
térmica a 80 °C por 20 min no afect6 de forma significativa la calidad de las lecturas
de secuenciacion (p > 0.05) (Tabla 4). Los gScore se mantuvieron entre 17.40—
18.20 y la precision superd el 98 % tanto para la condicion de inactivacion de 80°C

por 20 min como para su control NT en todos los métodos evaluados.
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Temperatura de inactivacién de Mtb: 80°C por 20 min NT = No Tratado
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Figura 9. Efecto de la temperatura de inactivacion 80°C/ 20 min de Mtb en el rendimiento del
secuenciamiento ONT del ADNg de Mtb.

Las graficas de barras muestran la mediana y el rango intercuartilico. Los graficos de caja (boxplots)
representan la distribucion de los datos individuales, incluyendo la mediana, el rango intercuartilico y valores
atipicos. a. Peak Size. b. Longitud del read N50 (pb). ¢. Porcentaje de cobertura. d. Profundidad de cobertura
genémica (X). Para los paneles a y b, las lineas discontinuas representan el rango del tamaiio de los fragmentos
de ADN y las lecturas N50 de acuerdo a la condicion de inactivacion por cada método de extraccion de ADNg.
Para los paneles c y d, estas lineas indican el umbral objetivo de cobertura (100%) y profundidad de cobertura
(200X) requerido para un rendimiento éptimo en secuenciamiento genémico.
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Tabla 4. Efecto de la temperatura de inactivacion en las métricas del

secuenciamiento ONT por cada método de extraccion de ADNg

Métricas de calidad del secuenciamiento ONT

qScore Precision %
Condicié p-value p-value
ondicion n i i
Mediana QI Q3 (Wlflgclgicon, Mediana QI Q3 (Wlllsclgiion,
adjustado) adjustado)
M1 NT 3 1740 17.35 17.40 98.18 98.16  98.18
0.6733 0.6733
M1 80°C 3 17.40 17.40 17.40 98.18 98.18  98.18
M2 NT 3 17.80  17.80 17.80 98.34 98.34 9834
- 0.2200 0.2200
M2 80°C 3 17.60  17.60 17.65 98.26  98.26  98.28
M3a NT 3 17.80 17.80 17.80 98.34  98.34 98.34
1.0000 1.0000
M3a 80°C 3 17.80 17.75 17.85 98.34 98.32  98.36
M3b NT 3 18.20  18.15 18.20 98.49 9847  98.49
- 0.2200 0.2200
M3b_80°C 3 18.00  18.00 18.05 98.42 9842 98.44

1. NT: No Tratado (sin inactivacion térmica), 80 °C : 80 °C por 20 min

2. Los valores como mediana, Q1 (primer cuartil) y Q3 (tercer cuartil) se presentan con fines descriptivo.

3. La precision es una funcion de la puntuacion Phred, donde Precision % = 100 - 100*10~(-Phred/10).

4. La prueba de Wilcoxon, ajustada por el método de Benjamini-Hochbergs (BE), se aplicéd por separado dentro
de cada grupo de método de extraccion para comparar el efecto de la inactivacion térmica de Mtb.

Debido a que ninglina condicién de inactivacion térmica alcanzé los 200X de

profundidad gendémica (Figura 9d) -profundidad necesaria para un ensamblaje de

alta calidad del genoma de Mtb- no se realizd los analisis del efecto de la

temperatura de inactivacion de Mtb en las métricas de la calidad de ensamblaje post

secuenciamiento.
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5.6 Efecto de cuatro métodos de extraccion de ADNg de Mtb en las métricas

del secuenciamiento ONT.

El Peak Size de los fragmentos de ADNg mostro un efecto estadisticamente
significativo (p < 0.05) del método de extraccion tanto para la inactivacion a 80
°C/20 min como en la condicidon sin tratamiento NT (Figura 10a). Para la
inactivacion a 80 °C/20 min, M1 (20.00 kpb, mediana) produjo fragmentos mas
largos que M3a (10.68 kpb) con diferencias estadisticamente significativas,
mientras que M2 y M3b se ubicaron en rangos intermedios. Para la condicion NT,
M3b generd los fragmentos mas extensos (21.04 kbp) en comparacion con M3a
(11.17 kbp) con diferencias estadisticamente significativas, con M1 y M2

nuevamente en posiciones intermedias.

En las métricas de secuenciamiento, el método de extraccion del ADNg también
tuvo efectos estadisticamente significativos (p < 0.05) en la longitud del read N50
(Figura 10b), donde M2 y M3b obtuvieron valores superiores tanto a 80 °C por 20
min como en NT. Sin embargo, solo se detectaron diferencias significativas entre
M3b (10.72 kb, mediana) y M1 (6.35 kb, mediana) en la condicion NT. A pesar de
estas variaciones, la cobertura gendmica permanecio cercana al 100 % en todos los
métodos de extraccionevaluados (Figura 10c), lo que confirma que los métodos de
extraccion de ADNg evaluados no comprometieron la representacion completa del

genoma.
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La profundidad genémica fue més variable (Figura 10d), destacando nuevamente
M3b (mediana, 122.73 X) en la condicion NT, aunque sin diferencias estadisticas
entre los métodos M1, M2 y M3a frente M3b. Para la condicién de inactivacion
térmica de 80 °C por 20 min, la profundidad de lectura varia entre 22.78 X'y 63.98
X segun el método de extraccion, con diferencias marcadas, pero no
estadisticamente significativas entre los métodos M1, M2 y M3b frente al método
M3a., siendo este método el que obtuvo la menor profundidad genémica. En cuanto
a la calidad de lectura (Tabla 5), M3b mostré los valores mas altos de qScore (18.20
- 18.00) y precision (98.49 % - 98.42 %) en ambas condiciones térmicas, con
diferencias estadisticamente significativas frente a M1 (p <0.05) (17.40y 98.18%).

Los métodos M2 y M3a presentaron valores intermedios.

Debido a que ningiin método de extraccion alcanz6 los 200X de profundidad
gendmica (Figura 10d) -profundidad necesaria para un ensamblaje de alta calidad
del genoma de Mtb- no se realizd los andlisis del efecto de los métodos de
extraccion de ADNg en las métricas de la calidad de ensamblaje post

secuenciamiento.
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Temperatura de inactivacion de Mtb: 80°C por 20 min NT = No Tratado
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Figura 10. Efecto de cuatro métodos de extraccion de ADNg de Mtb en el rendimiento del
secuenciamiento ONT.

Las graficas de barras muestran la mediana y el rango intercuartilico. Los graficos de caja (boxplots)
representan la distribucion de los datos individuales, incluyendo la mediana, el rango intercuartilico y
posibles valores atipicos. a. Peak Size. b. Longitud del read N50 (pb). ¢. Cobertura gendémica (%). d.
Profundidad de cobertura genémica (X). Para los paneles a y b, las lineas discontinuas representan el rango
del tamafio de los fragmentos de ADN y las lecturas N50 de acuerdo a cada método de extraccion de
ADNg para la condicion de inactivacion térmica de 80°C por 20 min y el control negativo (NT). Para los
paneles ¢ y d, estas lineas indican el umbral objetivo de cobertura (100%) y profundidad de cobertura
(200X) requerido para un rendimiento 6ptimo en secuenciamiento.
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Tabla 5. Efecto de cuatro métodos de extraccion de ADNg en las métricas del
secuenciamiento ONT por temperatura de inactivacion.

Métricas de calidad del secuenciamiento ONT

qScore Precision %
Condicién p-value p-value
Mediana Q1 Q3  (Kruskal- Mediana Ql Q3 (Kruskal-
Wallis) Wallis)
M1 NT 3 1740 17.35 17.40 98.18 98.16 98.18
M2 NT 3 17.80 17.80 17.80 98.34 98.34 98.34
0.0132 0.0132
M3a NT 3 17.80 17.80 17.80 98.34 98.34 98.34
M3b NT 3 18.2 ** 18.15 18.20 98.49 ** 98.47 98.49
M1 80°C 3 1740 17.40 17.40 98.18 98.18 98.18
M2 80°C 3 17.60 17.60 17.65 98.26 98.26 98.28
0.0153 0.0153
M3a 80°C 3 17.80 17.75 17.85 98.34 98.32 98.36
M3b 80°C 3 18.00 * 18.00 18.05 98.42* 9842 98.44

1. NT: No Tratado (sin inactivacion térmica), 80 °C : 80 °C por 20 min

2. Los valores como mediana, Q1 (primer cuartil) y Q3 (tercer cuartil) se presentan con fines descriptivo.

3. La precision es una funcion de la puntuacion Phred, donde Precision % = 100 - 100*10”(-Phred/10).

4. Se aplico la prueba de Kruskal-Wallis dentro de cada grupo de inactivacion térmica para evaluar diferencias

globales entre los métodos de extraccion
5. * Indica diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05, prueba de Dunn ajustada por el método de
Benjamini-Hochberg) en comparacion con M1 dentro de la misma condicion de inactivacion térmica de 80°C

por 20 min.

6. ** Indica diferencia estadisticamente significativa (p < 0.01, prueba de Dunn ajustada por el método de
Benjamini-Hochberg) en comparacion con M1 dentro de la misma condicion del control negativo de la
inactivacion térmica NT
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5.7 Peak Size de fragmentos de ADNg y rendimiento de celdas de flujo tras

la fragmentacion controlada 10 kpb.

Solo se fragmentaron los métodos de extraccion M1, M2 y M3b, mientras que el
método M3a no fue considerado en esta etapa debido a que presentd la menor
profundidad gendmica en la condicién no fragmentada. La Figura 11 compara el
tamafio modal de los fragmentos de ADNg para cada método de extraccion bajo
dos condiciones (80 °C por 20 min y NT) y dos estados de fragmentacion -no
fragmentado (NF) y fragmentado (F) a 10 kpb. En las muestras NF, el Peak Size se
ubico entre ~14 y 21 kpb, mientras que en las muestras F a ~10 kpb se redujo este
rango a ~8-12 kbp. Ademas, el andlisis estadistico no mostr6 diferencias
significativas entre las condiciones térmicas (80 °C/20 min vs NT) (Figura 11), por

lo que estas se agruparon para centrarse en el efecto de la fragmentacion inducida

a~ 10 kpb.

El rendimiento del secuenciamiento mostré6 que la fragmentacion influyo
positivamente en la generacion de datos (Tabla 6). En las muestras NF, las celdas
de flujo 1 y 2, ambas con un niimero similar de poros activos, generaron ~4.3—4.5
Gb en 40 horas, con rendimientos por poro-tiempo entre 8.5 y 8.9x10~°> Gb/poroch.
En contraste, para las muestras F se emplearon las celdas 3 y 4, que diferian
notablemente en su nimero de poros activos (754 y 1101, respectivamente), lo que
explica la mayor capacidad de produccion observada en la celda 4. Esta ultima,

asociada al método M3b, alcanzo el rendimiento mas alto con 11.59 Gb en 62 h
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(17.00%107° Gb/poroeh), mientras que la celda 3, asociada al M1 y M2 produjo 3.72

Gb en 35 h (14.10x107° Gb/poro*h).

Debido a las diferencias en el nimero de poros y en la duracion de las corridas entre
las celdas de flujo (Tabla 6), se procedidé a normalizar el rendimiento de
secuenciamiento de cada celda tomando como referencia la celda 4 —la de mayor
desempeiio— con el fin de homogenizar las condiciones y minimizar sesgos
atribuibles a la capacidad fisica de cada celda. Tras este ajuste, los rendimientos
proyectados fueron de 3.91, 3.76, 9.62 y 11.59 Gb para las celdas 1, 2, 3 y 4,
respectivamente (Tabla 6), observandose que, aunque la celda 4 mantuvo el mayor
rendimiento, la diferencia relativa respecto a la celda 3 se redujo, indicando que

parte de la variabilidad inicial se debia a diferencias instrumentales.
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Condicién de inactivacion térmica de Mtb: . 80 °C por 20 min . No Tratado
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Condicién de fragmentacion de los métedos de extraccion de ADNg

Figura 11. Peak size del ADNg para cada condicion de fragmentacion en tres métodos de extraccion de ADNg

de Mitb.
Cada color indica la condicion de temperatura de inactivacion. Las barras representan la mediana y los bigotes

el rango intercuartilico. La linea discontinua representan el rango del tamafio de los fragmentos de ADNg
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Tabla 6. Rendimiento del secuenciamiento ONT para las muestras No Fragmentadas vs Frgamentadas a 10 kpb

Métricas del rendimiento del secuenciamiento ONT

Rendiemiento:

Rendimiento:

Método Numero de Tiempo de Rendimiento Data total (Gb)
Celda de L. . #de . Data total (Gb) -
. extraccion Condicién _ poros activos secuenciamiento  por poroy por x flow cell
flujo réplicas x flow cell
ADNg de la flow cell (h)* hora ** gScore > =10
qScore > =10 %%
proyectada
Método 1 No 6
1 ) Fragmentado a 1254 4.45 40.00 0.000089 3.91°
Método 2 10 kpb 6
Método 3a No 6
2 ) Fragmentado a 1264 4.32 40.00 0.000085 3.76°2
Método 3b 10 kpb 6
Método 1 6
3 Fragmentado a 754 3.72 35.00 0.000141 9.62°
Método 2 10 kpb 6
4 Método 3b Frag::)e;;zdo @ 1 1101 11.59 62.00 0.000170 11.59°

1.* Tiempo de secuenciamiento hasta que el 5% de poros secuenciando sea logrado

2. ** Calculado como el cociente entre la data total obtenida por flow cell y el nimero inicial de poros activos y el tiempo de corrida (Gb/poro/hora)
3. ¥** Data proyectada en funcién al rendimiento por poro y por hora acorde a los 1101 poros disponibles y el tiempo de
a: para la condicion no fragmentado a 10 kpb con 40 horas de corrida de secuenciamiento
b: para la condicidn fragmentado a 10 kpb con 62 horas de corrida de secuenciamiento
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Los parametros de rendimiento —Data (Gb) con qScore >10, longitud de read N50,
cobertura gendomica (%), profundidad (X), qScore y precision— se presentan en las
Tablas 7 y 8. Tras la normalizacién, el método M3b mantuvo la mayor produccién
de datos, con 0.98 Gb en la condicion fragmentada (F a ~10 kpb) y 0.32 Gb en la
condicion no fragmentada (NF). Bajo el mismo criterio, M2 alcanz6 valores
estimados de 0.98 Gb (F) y 0.26 Gb (NF), mientras que M1 registr6 0.61 Gb (F) y
0.24 Gb (NF). Este ajuste permitié comparar los métodos bajo condiciones
equivalentes de secuenciamiento, separando el efecto real del método y de la

fragmentacion del efecto asociado a diferencias entre celdas.

Dado que la profundidad genomica es directamente proporcional al volumen de
datos generado, los valores normalizados de la data proyectada impactaron de
forma directa en las profundidades gendmicas proyectadas para cada método y
condicion. En la Tabla 7 se presentan conjuntamente la data proyectada y la
profundidade gendmica tanto obtenida como proyectada, lo que permite una

comparacion equitativa del desempefio de cada método.
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Tabla 7. Efecto de la fragmentacion de ADNg a 10 kb en las métricas del secuenciaciamiento ONT.

Métricas del rendimiento del secuenciamiento ONT

Metoc!t’) N #de Data (Gb) Data (Gb) Cobertura Longitud del Profundidad Prof’un.dldad
extraccion Condicion réplicas gScore >=  proyectada * endémica (%) read N50 enémica (X) genomica (X)
ADNg P 10 gScore > =10 g ? (bases) & proyectada **
Fraementado a 0.23 0.61b 5398 50.98 131.83 b
glO kob 6 (Q1:0.19 - (Q1:0.49 - 99.99 Q1: 4996 Ql1:41.17 Q1:106.47
, P Q3:0.28) Q3:0.73) Q3:5799 Q3:61.64 Q3:159.40
Método 1
No 0.28 0.24 a 6914 58.84 51.70 a
Fragmentado a 6 (Q1:0.17 - (Q1:0.15 - 100 Q1: 6456 Q1:36.48 Q1:32.05
10 kpb Q3:0.34) Q3:0.29) Q3:7253 Q3:72.23 Q3:63.46
Fragmentado a 0.38 0.98 b 8045 84.56 218.68 b
glO kob 6 (Q1:0.31 - (Q1:0.80 - 100 Q1: 7850 Q1: 68.89 Q1:178.16
3 P Q3:0.46) Q3:1.20) Q3: 8137 Q3:103.36 Q3:267.30
Método 2
No 0.29 0.26a 9656 64.88 57.01a
Fragmentado a 6 (Q1:0.25 - (Q1:0.22 - 100 Q1: 9075 Q1:54.89 Q1:48.23
10 kpb Q3:0.33) Q3:0.29) Q3: 10239 Q3:72.33 Q3:63.56
Fraementado a 0.98 0.98b 7331 214.70 214.70b
glO kob 12 (Q1:0.87 - (Q1:0.87 - 100 Q1: 6531 Q1:191.38 Q1:191.38
, P Q3:1.07) Q3:1.07) Q3: 7984 Q3:237.28 Q3:237.28
Método 3b
No 0.32 0.28 a 9745 69.49 60.48 a
Fragmentado a 6 (Q1:0.29 - (Q1:0.25 - 100 Q1: 8685 Q1:63.58 Q1:55.34
10 kpb Q3:0.50) Q3:0.43) Q3: 10681 Q3:109.80 Q3:95.56

1. Los valores son representados por la mediana, Q1 (primer cuartil) y Q3 (tercer cuartil) y se presentan con fines descriptivo.
2. * La data (Gb) por condicién fue proyectada para la data (Gb) por flow cell proyectada para una flow cell con 1101 poros y el tiempo de
a: para la condicion no fragmentado a 10 kpb con 40 horas de corrida de secuenciamiento
b: para la condicidn fragmentado a 10 kpb con 62 horas de corrida de secuenciamient

3. ** La profundidad gendmica (X) por condicion fue proyectada de acuerdo al rendimiento proyectado
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5.8 Evaluacion del efecto de la fragmentacion a 10 kpb del ADNg de Mtb

en las métricas del secuenciamiento ONT.

La Figura 12a muestra que la fragmentacion a ~10 kbp redujo de forma significativa
el Peak Size en todos los métodos de extraccion (p < 0.05), pasando de medianas
entre 14.34-21.04 kbp en la condicion NF a valores entre 8—12 kbp en la condicion
F a 10 kpb. Para evaluar el efecto de esta fragmentacion en las métricas de
secuenciamiento, las métricas como la longitud del read N50 y la cobertura
gendmica (%) se calcularon a partir de los datos de cada corrida, excepto la
profundidad genémica, que se recalculd tras normalizar el rendimiento en Gb

debido a su dependencia directa del volumen de datos.

En cuanto a la longitud del read N50 (Figura 12b), la fragmentacion a 10 kpb
también produjo una reduccion significativa en todos los métodos (p < 0.05). En
M1, M2 y M3b las medianas disminuyeron de 6.91, 9.66 y 9.75 kb en la condicion
NF a 5.40, 8.05 y 7.33 kb en la condicion F, respectivamente. Sin embargo, la
cobertura gendémica se mantuvo cercana al 100 % en todos los métodos de

extraccion de ADNg y condiciones de fragmentacion (Figura 12c¢).

La profundidad genémica proyectada (Figura 12d), obtenida tras normalizar el
rendimiento al de la celda de flujo que generd la mayor cantidad de datos, mostré
incrementos significativos en la condicion F (p < 0.05), alcanzando medianas de

131.83, 218.68 y 214.70X para M1, M2 y M3b, en comparacion con 51.70, 57.01
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y 60.48X en NF. Solo M2 y M3b alcanzaron profundidades >200X, umbral

recomendado para ensamblajes completos del genoma con lecturas largas.

Es importante sefialar que tanto el qScore como la precision derivan del proceso de
basecalling y estan influenciados por la calidad de la sefial eléctrica y por los
parametros del modelo de decodificacion, por lo que no pueden normalizarse s6lo
en funcion del rendimiento de la celda de flujo. A diferencia de la profundidad
gendmica —que si puede recalcularse a partir del volumen total de datos
generados—, estas métricas reflejan propiedades intrinsecas del proceso de lectura

y del algoritmo de interpretacion.

Por lo previamente sefialado, los valores de qScore y precision se analizaron
directamente sobre los datos brutos de cada corrida. En el caso del método M3b, la
comparacion entre la condicion fragmentada y no fragmentada fue posible,
observandose que la condicion F a 10 kpb redujo tanto el gScore como la precision
(16.70 y 97.86) respecto a la condiciéon NF (18.10 y 98.45). Para M1 y M2, en
cambio, debido a las diferencias marcadas en las celdas de flujo empleadas, los
valores se reportaron inicamente de forma descriptiva, con medianas que variaron

entre 17.40 y 18.35 en qScore y entre 98.18 y 98.53 en precision (Tabla 8).
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Condicion de fragmentacion del ADN : . Fragmentado a 10 kpb No Fragmentado a 10 kpb
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Figura 12. Efecto de la fragmentacion a 10 kpb del ADNg de Mtb en el rendimiento del secuenciamiento
ONT.

Cada color indica la condicion de fragmentacion del ADN: Azul indica la fragmentacion de la muestra a 10
kpb (+ 2kpb) y azul corresponde a No Fragmentado (control negativo). Las graficas de barras muestran la
mediana y el rango intercuartilico. Los graficos de caja (boxplots) representan la distribucion de los datos
individuales, incluyendo la mediana, el rango intercuartilico y valores atipicos. a. Peak Size. b. Longitud del
read N50 (pb). ¢. Cobertura genémica (%). d. Profundidad genémica (X) normalizada. Para los paneles a y b,
las lineas discontinuas representan el rango del tamafio de los fragmentos de ADN y las lecturas N50
respectivamente de acuerdo a cada método de extraccion de ADNg segun la condicion de fragmentacion del
ADN. Para los paneles ¢ y d, estas lineas indican el umbral objetivo de cobertura (100%) y profundidad de
cobertura (200X) requerido para un rendimiento 6ptimo en secuenciamiento genémico.
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Tabla 8. Efecto de la fragmentacion de ADNg a 10 kpb en las métricas de precision
del secuenciamiento ONT por cada método de extraccion.

Métricas de calidad del secuenciamiento ONT

Condicion

gqScore

Precision %

Mediana

Ql

Q3

p-value
(Wilcoxo

n, BH-
adjusted)

Mediana

Ql

Q3

p-value
(Wilcoxo

n, BH-
adjusted)

Método 1
Fragmentado a
10 kpb
Meétodo 1 No
Fragmentado a
10 kpb

17.95

17.40

17.90

17.40

18.00

17.40

0.00413

98.40

98.18

98.38

98.18

98.42

98.18

0.00413

Meétodo 2
Fragmentado a
10 kpb
Meétodo 2 No
Fragmentado a
10 kpb

18.35

17.75

18.30

17.62

18.40

17.80

0.00413

98.53

98.32

98.52

98.27

98.55

98.34

0.00413

Meétodo 3b
Fragmentado a
10 kpb
Me¢étodo 3b No
Fragmentado a
10 kpb

12

6

16.70

18.10

16.70

18.02

16.70

18.17

0.00146

97.86

98.45

97.86

98.43

97.86

98.48

0.00146

1. Los valores como mediana, Q1 (primer cuartil) y Q3 (tercer cuartil) se presentan con fines descriptivo.

2. La precision es una funcion de la puntuacion Phred, donde Precision % = 100 - 100*10”(-Phred/10).

3. La prueba de Wilcoxon, ajustada por el método de Benjamini-Hochbergs (BE), se aplico por separado
dentro de cada grupo de método de extraccion para comparar el efecto de la condicion de fragmentacion

del ADN.
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5.9 Evaluacion del efecto de la fragmentacion a 10 kpb del ADNg de Mtb
en las métricas de la calidad del ensamblaje post secuenciamiento ONT

con read duplex

Para el analisis de la calidad de ensamblaje se consideraron exclusivamente las
lecturas duplex, dado que ofrecen mayor exactitud en la inferencia de bases. La
proporcion de lecturas duplex fue similar entre métodos, representando entre el 3.9
%y 5.7 % del total de lecturas (Tabla 9). Sin embargo, su contribucién en la calidad
fue determinante. Mientras las lecturas simplex presentaron medianas de qScore en
el rango de 16.70—18.35 (precision de 97.86 — 98.54), las lecturas duplex alcanzaron
valores significativamente mas altos, con medianas entre 26.20 y 28.10 (precision
de 99.76 —99.85) en los tres métodos evaluados (Tabla 9), lo que se traduce en una
mejora sustancial en la precision base a base y, por tanto, en la confiabilidad del

ensamblaje resultante.

Las métricas de ensamblaje se evaluaron directamente sobre las lecturas duplex de
cada corrida, sin aplicar normalizacion adicional. Bajo este criterio, la comparacion
entre las condiciones F y NF solo fue factible para el método M3b, ya que en ambos
casos se emplearon celdas de flujo con capacidades comparables. En los métodos
M1 y M2, las métricas de ensamblaje no pudieron compararse porque se obtuvieron
a partir de celdas de flujo con capacidades distintas (celda 1 vs. celda 3), lo que

impidié una comparacion directa entre condiciones. No obstante, las métricas se
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presentan en la Figura 13 con fines descriptivos de las métricas obtenidas bajo estas

condiciones.

La Figura 13a evidencia que la fragmentacion a ~10 kbp incremento
significativamente (p < 0.05) la fraccion del genoma cubierto en M3b, alcanzando
una cobertura del 99.83 %. En el caso de M2, si bien se observod una cobertura de
95.67 % con la data obtenida, dicho valor debe interpretarse con cautela, pues no
refleja una comparacion equivalente entre condiciones debido a las limitaciones

mencionadas.

Asimismo, la fragmentacion no produjo diferencias estadisticamente significativas
en el NG50 cuando se compar6 con la condicion NF del método M3b (Figura 13b)
(p > 0.05). No obstante, M3b en condicion F a 10 kpb present6 la mayor mediana
de NG50 0.89 Mb (Q1: 0.47 Mb - Q3: 2.59 Mb) con valores extremos de 3.86 Mb
y 4.41 Mb (Figura 13b, Anexo3), indicando una mayor continuidad del ensamblaje.
Finalmente, la fragmentacion redujo de manera marcada los errores de ensamblaje
(mismatches e indels) en M2 y M3b, con una reduccion estadisticamente

significativa unicamente en M3b (p <0.05) (Figuras 13cy 13d, Anexo 4y 5).
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Tabla 9. Métricas de la data duplex del secuenciamiento ONT

Meétricas de calidad del secuenciamiento ONT

Método Data (Gb) D3t (Gb)
< . . # de ~  proyectada * # reads qScore - reads
extraccion Condicion L e qScore > = _ # reads qScore
réplicas qScore > = duplex duplex duplex (%)
ADNg 10 10
0.23 0.61 55782 17.95 2630.5 27.45 4.54
Fragmentado 6 (Q1: 0.19-  (Q1:0.49 - Q1:50223.00 QI1:17.90 Q1:2215.50 Q1:27.30 Q1:4.50
fiod Q3:0.28) Q3:0.73) Q3:72459.0 Q3:18.00  Q3:3353.00 Q3:27.60 Q3:4.73
Metodo 1 No 0.28 0.24 59775.5 17.40 2346.5 27.00 3.91
Fraementado 6 (Q1:0.17-  (Q1:0.15 - Q1:40777.50  Q1:17.40 Ql:1411.25 Q1:26.90 Q1:3.31
& Q3:0.34) Q3:0.29) Q3:81128.5 Q3:17.40  Q3:3410.75 Q3:27.17 Q3:4.04
0.38 0.98 67465 18.35 3898.0 27.95 5.74
Fragmentado 6 (Q1:0.31-  (Q1:0.80 - Q1:54296.75 Q1:18.30  Q1:3203.50 Q1:27.90 Q1:5.57
) Q3:0.46) Q3:1.20) Q3:78415.5 Q3:18.40 Q3:4341.25 Q3:28.00 Q3:5.88
Método 2 No 0.29 0.26 47158.5 17.75 2360.5 27.55 5.19
Fraementado 6 (Q1: 0.25-  (Q1:0.22 - Q1:44083.75 QI1:17.62  Q1:2199.00 Q1:27.50 Q1:5.02
& Q3:0.33) Q3:0.29) Q3:50057.0 Q3:17.80  Q3:2532.50 Q3:27.60 Q3:5.32
0.98 0.98 174664 16.70 8611.0 26.20 5.13
Fragmentado 12 (Q1: 0.87-  (Q1:0.87 - Q1: 15435450 Ql:16.70  Q1:8183.00 Q1:26.20 Q1:4.97
Meétodo 3b Q3:1.07) Q3:1.07) Q3:191953.5  Q3:16.70  Q3:9872.50 Q3:26.30 Q3:5.30
No 0.32 0.28 46171.5 18.10 1881.0 28.10 4.05
Fraementad 6 (Q1:0.29 - (Q1:0.25 - Q1:35767.00  Q1:18.02  Q1:1243.25 Q1:27.95 Q1:3.46
gmentaco Q3:0.50) Q3:0.43) Q3: 60699.5 Q3:18.17  Q3:2889.25 Q3:28.10 Q3:4.73
1. Los valores son representados por la mediana, Q1 (primer cuartil) y Q3 (tercer cuartil)
2. * La data (Gb) fue proyectada al rendimiento de la celda de flujo con 1101 poros y 62 hde corrida
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Condicién de fragmentacion del ADNg : . Fragmentado a 10 kpb D No Fragmentado a 10 kpb
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Figura 13. Efecto de la fragmentacion a 10 kpb del ADNg de Mtb sobre las métricas de la calidad del ensamblaje post
secuenciamiento ONT con read duplex.

Las barras representan la mediana y el rango intercuartilico; los diagramas de caja (boxplots) muestran la distribucion
de los datos individuales, incluyendo la mediana, el rango intercuartilico y valores atipicos. a. Fraccion del genoma (%)
cubierta por los contigs ensamblados; la linea discontinua indica el umbral ideal (100%) para cobertura completa del
genoma. b. NG50 (escala logaritmica base 10), como indicador de la continuidad del ensamblaje. ¢. Numero de
mismatches por 100 kbp. d. Nimero de indels por 100 kbp.
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5.10 Confirmacion de la inhibicion del crecimiento de Mtb ante dos

condiciones de inactivacion térmica: 80 °C/20 min y 95 °C/1 hora

La confirmacion de la inactivacion térmica de Mtb nos indic6 que tras 90 dias de
incubacion, los controles NT mostraron una alta confluencia de crecimiento; las
muestras tratadas a 80°C/ 20 min mostraron un crecimiento considerablemente
reducido; y las muestras tratadas a 95°C/1 hora no mostraron signos de crecimiento

(Figura 14)

A. NT (No tratamiento B. 80°C x 20 min C. 95°C x 60 min
térmico)

Figura 14. Evaluacion del crecimiento de Mtb inactivadas a 80°C/20 min y 95°C/1h tras 90 dias
de incubacion a 37°C
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6 DISCUSION

Este estudio se desarrolld en tres etapas. En la primera, se evaluaron dos
condiciones de inactivacion térmica de Mtb - 80 °C/20 min (90-93) y 95 °C/1 h
(17,63) -, ademas del control sin tratamiento (NT), en combinaciéon con cuatro
métodos de extraccion de ADNg, con el fin de determinar su impacto sobre el
rendimiento, la pureza y la integridad del ADNg, y seleccionar las condiciones mas
adecuadas para la preparacion de bibliotecas y el secuenciamiento mediante ONT.
La temperatura de inactivacion modifico el rendimiento de forma dependiente del
método de extraccion: incrementé en M2 y M3a y redujo en M1 y M3b (Figuras
6a y 7a). Aunque todas las combinaciones superaron los 2 pg, M2 requiere
desnaturalizacion térmica para una lisis eficiente y un mejor rendimiento, ya que
temperaturas altas favorece a la disrupcion de la envoltura (94,95). M3b fue
particularmente sensible a 95 °C/1 h, probablemente por la generacion de
fragmentos cortos que favorecieron la pérdida de fragmentos largos de ADN

durante la purificacion en columnas.

En cuanto a la pureza, el ratio 260/280 se mantuvo en el rango 6ptimo (~1.8-2.0)
para todos los métodos y condiciones de inactivacion (Figuras 6b y 7b), excepto
para M2 en NT (1.55), lo que indica que este método requiere la desnaturalizacion
térmica para eliminar proteinas de forma eficiente. A 95 °C/1 h, todas las variantes
convergieron al rango optimo, lo que sugiere que esta temperatura proporciona una
desnaturalizacion suficiente para homogeneizar la purificacion independientemente

del método. Este comportamiento concuerda con la naturaleza altamente lipidica y
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poco permeable de la envoltura de Mtb, que exige pasos de lisis y desnaturalizacion
mas enérgicos para remover macromoléculas intracelulares (96-98). En conjunto,
M2 requiere el calentamiento para lograr la pureza 260/280 adecuada a diferencia
de los demés métodos.

Respecto a contaminantes organicos, el ratio 260/230 mostr6 mayor variabilidad.
Solo M2 bajo 95 °C/1 h y 80 °C/20 min alcanz6 el rango 6ptimo (2.0-2.2). Este
resultado coincide con los valores reportados en un estudio previo que usa un
método similar al M2 para la extracciéon de ADN micobacteriano (63). En M1, los
valores permanecieron > 2.2, coherentes con la separacion orgéanica y los multiples
lavados etanolicos del protocolo, y aunque exceden el rango tipico para ONT,
siguen siendo considerados aceptables segun criterios de pureza reportados en 2019
por New England Biology (2.3-2.4) (99). En contraste, los métodos basados en
columnas de silice (M3a/M3b) tendieron a valores < 2.0, probablemente por arrastre
residual de guanidina o etanol (99), lo que podria mitigarse mediante lavados

adicionales con etanol al 70 % y tiempos de secado més prolongados.

La temperatura de inactivacion y el método de extraccion afectaron
significativamente la integridad del ADNg (Figuras 6d-f'y 7d-f). La condicion de
95 °C/1h redujo de forma marcada el Peak Size (< 15 kbp), el porcentaje de
fragmentos > 5 kpb (< 80%) y no alcanz6 un DIN > 7, valor minimo recomendado
para secuenciacion de lecturas largas (14), por lo que no resulté adecuada para
secuenciamiento de lecturas largas. En contraste, 80 °C/ 20 min y la condicion NT
preservaron fragmentos mas largos e integros. Esto coincide con lo mencionado en

previos trabajos en donde se indica que temperaturas altas de manera prolongada
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como 95°C/1h pueden degradar el ADNg (17,94,100). Sin embargo, no se conocia
el impacto a nivel cuantitaivo que podria tener esta variable en la integridad del

ADNg, siendo este el primer trabajo que cuantifica este efecto.

El método M3b presentd los valores de DIN madas altos, con diferencias
estadisticamente significativas frente a M1, M2 y M3a tanto en 80 °C/20 min como
en NT. Este resultado fue inesperado, pues a pesar de incluir una lisis mecanica
prolongada combinada con lisis quimica (101), M3b preservo mejor la integridad
del ADNg que los demas métodos, los cuales no emplean una disrupcion mecanica
sostenida. Si bien M1 alcanz6 el Peak Size mas elevado, M3b proporcion6 un mejor
equilibrio entre longitud e integridad. En contraste, M3a y M2 produjeron
fragmentos mas cortos, posiblemente debido, en el caso de M3a, a la saturacion de
la membrana de silica que limita la recuperacion de ADN de alto peso molecular
(102), y en el caso de M2, al cizallamiento mecdnico generado durante la etapa de

FastPrep previa a la lisis enzimatica.

En sintesis, la inactivacion a 95 °C durante 1h afecté negativamente la integridad
del ADNg en todos los métodos, por lo que no se considera técnicamente adecuada
para preservar la integridad del ADNg para secuenciacion de lecturas largas. En
contraste, el método M2 bajo 80 °C durante 20 min fue el inico método que alcanzo
cantidad, pureza e integridad suficientes para el secuenciamiento ONT sin requerir
pasos de purificacion adicional. No obstante, con el fin de estandarizar el
procedimiento y permitir comparaciones validas entre métodos y condiciones, se

aplico una purificacion adicional a todas las muestras bajo 80 °C/20 min y NT.
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Aunque este paso redujo ligeramente el Peak Size, la tendencia de las diferencias
en el tamafio de los fragmentos entre métodos y condiciones térmicas se mantuvo

tras la purificacion.

En la segunda etapa, dado que el fenol puede interferir en la preparacion de librerias
y en el rendimiento del secuenciamiento ONT (tolerancia ~1%) (18), las muestras
se agruparon para el secuenciamiento segun el método de extraccion: M1 y M2
(protocolos con fenol) en una misma celda de flujo, mientras que M3a y M3b
(purificacion en columnas de silica) se agruparon en otra, con tres réplicas por
condicién térmica evaluada. Esta organizacién permitié evaluar de manera
comparativa el efecto de la inactivacion térmica y el método de extraccion sobre el
rendimiento del secuenciamiento. Ambas celdas de flujo alcanzaron rendimientos
similares tras 40 horas de corrida (4.45 Gb y 4.32 Gb), lo que sugiere que los niveles
residuales de fenol se mantuvieron dentro de los limites tolerables para una

preparacion de librerias y un secuenciamiento eficientes en ONT.

Al evaluar el efecto de la inactivacion térmica sobre las métricas de
secuenciamiento, se observd que bajo la condicion NT, M2 y M3b tendieron a
presentar mayores valores de read N50 y profundidad gendémica en comparacion
con 80 °C/20 min, aunque sin diferencias significativas, probablemente debido al
nimero limitado de réplicas. No obstante, la cobertura gendmica y el qScore se
mantuvieron estables en ambas condiciones, lo que indica que 80 °C/20 min no
compromete la representacion del genoma ni la calidad de lectura. Estas variaciones

podrian estar asociadas a la interaccion entre el tratamiento térmico y los protocolos
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de extraccion, afectando en diferente grado la preservacion de fragmentos largos y

la eficiencia en la preparacion de librerias (103).

El andlisis comparativo entre métodos evidencié diferencias significativas en la
longitud del read N50 y en el qScore (Figura 10, Tabla 5), con M3b mostrando el
mejor desempefio, seguido de M2, particularmente bajo NT. En contraste, M1
presentd el rendimiento mas bajo, posiblemente debido a la coprecipitacién de
compuestos de la envoltura micobacteriana asociada al uso de CTAB (bromuro de
cetiltrimetilamonio) - cominmente empleado en la extraccion de ADN gendmico
de Mtb (103,104) - lo que puede interferir con la preparacion de librerias y
afectando la eficiencia del secuenciamiento, en concordancia con lo reportado por
Elton et al. (2025) (103). M3a también mostré desempeio reducido, probablemente
por la sustitucion de lisis mecanica por una lisis enzimatica insuficiente para
disrumpir eficazmente la envoltura celular de Mtb, favoreciendo la retencion de
contaminantes que afectan la eficacia del secuenciamiento (105). A pesar de estas
diferencias, la cobertura gendmica permanecié en 100 % en todos los métodos, lo

que sugiere que la representacion del genoma no se vio comprometida.

En conjunto, los resultados indican que, bajo la condicion NT, los métodos M2 y
M3b son los mas adecuados para preparar ADNg para secuenciacion ONT, ya que
favorecen la recuperacion de fragmentos largos y reducen la presencia de
inhibidores que afectan la preparacion de librerias. Ambos métodos mostraron un
mejor desempefio global, no solo en cantidad, pureza e integridad del ADNg —

considerando la purificaciéon adicional— sino también en el rendimiento del
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secuenciamiento, reflejado en un mayor niimero de bases obtenidas, read N50 mas
largos, mayor profundidad genémica y qScores superiores. No obstante, ningun
método bajo ninguna condicion térmica alcanzd profundidades cercanas a 200X,
valor recomendado como umbral 6ptimo para ensamblajes de alta resolucion con

lecturas largas (72).

En la tercera etapa del estudio se evalu6 el efecto de la fragmentacion controlada
del ADNg a ~10 kpb sobre el rendimiento del secuenciamiento ONT. Dado que las
celdas de flujo presentaban variaciones en el nimero de poros y en la duracion de
las corridas, los resultados se normalizaron segin el nimero de poros y el tiempo
de secuenciamiento, tomando como referencia la celda con mayor rendimiento.
Esta normalizacion permitié eliminar sesgos instrumentales y realizar
comparaciones equitativas entre métodos y condiciones. Bajo estas condiciones
equivalentes, para el método M1, M2 y M3b el efecto significativo de la
fragmentacion: increment6 la profundidad gendmica a costa de una reduccién en la

longitud del read N50, mientras que la cobertura gendmica se mantuvo en 100 %.

En este contexto, entre los métodos evaluados M3b fragmentado a ~10 kpb aumento
la profundidad gendémica a 214X —valor considerado 6ptimo para los ensamblajes
de alta resolucion usando lecturas largas (72), mientras que disminuy6 el read N50
y el gScore. Un comportamiento similar se observo en M2, con profundidades
proyectadas de 218X y reducciones moderadas en el N50. No obstante, estas
disminuciones se mantuvieron dentro de rangos compatibles con ensamblajes de

alta resolucion, y se compensan con la elevada profundidad obtenida. Esto se
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demuestra en estudios previos donde una profundidad de 238X permitié6 un
ensamblaje completo de Mtb aun con un N50 reducido (5.07 kb) y una celda de
flujo con menor precision de base (R.9.4) reportado en el 2018 por Bainomugisa et
al. (12). Bajo este escenario, la fragmentacion a ~ 10 kpb posiciona a M3b
(experimentalmente) y a M2 (segin datos normalizados) como métodos

particularmente adecuados para andlisis genémicos de alta resolucion.

En términos de ensamblaje, el uso de lecturas duplex en M3b incrementd la
precision de basecalling (26.20; 99.76 %) y permitio recuperar el 99.83 % del
genoma, asegurando una reconstruccion casi completa. Aunque en M2, pese a no
contar con la data proyectada (0.98 Gb, 218 X) para calcular métricas de ensamblaje
con lecturas duplex, logrd recuperar el 95.67 % del genoma con la data disponible
(0.38 Gb, 84.56X), lo que sugiere que bajo condiciones instrumentales Optimas
podria alcanzar un desempefio comparable al de M3b. Ademas, M3b obtuvo el
mayor NG50 (0.897 Mb) - en concordancia con lo reportado en el 2023 para
protocolos basados en purificacion por columna por Di Marco et al. (106) - y las
menores tasas de mismatches e indels, incluso inferiores a los reportados para
secuenciacion Illumina en el 2021 por Peker et al. (107). Esto refleja una
preservacion adecuada de la arquitectura gendmica, un aspecto critico en Mtb,

donde variaciones minimas pueden asociarse con resistencia antimicrobiana.

En conjunto, estos resultados demuestran que la fragmentacion controlada del
ADNg a ~10 kbp + 2 kbp constituye una estrategia eficaz para optimizar el

rendimiento del secuenciamiento ONT, al incrementar la profundidad sin

104



comprometer la capacidad de ensamblaje en los métodos evaluados. Ademas, esta
estrategia permite pasar de la secuenciacion de una sola muestra por celda de flujo
(12) a un esquema de multiplexado de 12-24 muestras por celda de flujo,
reduciendo el costo de la celda de flujo por muestra de aproximadamente USD 1000
(11) (una muestra por celda) a ~$ 83-42 mediante multiplexado, valor

sustancialmente inferior a estimaciones previas para WGS en Mtb (~$ 280) (63).

Nuestros resultados confirmaron que la inactivacion a 95 °C/lh elimind
completamente la viabilidad de Mtb, mientras que 80 °C/20 min solo la redujo
parcialmente. No obstante, para que la condicion de 95 °C/1 h pueda evaluarse en
la secuenciacion ONT, el método de extraccion en conjunto con esta condicion debe
preservar la integridad del ADNg en niveles almenos cercanos a los adecuados para
un buen rendimiento del secuenciamiento; de acuerdo a nuestros resultados
obtenidos: DIN cercano a 7, Peak Size ~10 kpb y un porcentaje de fragmentos
mayores a 5 kpb cercano al 80%. Entre los métodos evaluados, M3a fue el tnico

que se aproximo simultdneamente a estos parametros sin requerir fragmentacion.

No obstante, nuestros resultados muestran que, aunque el método M3a bajo 80
°C/20 min y NT gener6 una pureza e integridad comparable al obtenido con el
método M2, su rendimiento de secuenciamiento fue inferior a este y al método M3b
(Figura 10). Por tanto, aunque M3a bajo 95 °C/1 h conserva una integridad del
ADNg cercana a la compatible con lecturas largas, su rendimiento del
secuenciamiento observado en 80 °C/20 min y NT indica que no optimizaria el

secuenciamiento ONT en términos de eficiencia.
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Finalmente, los resultados bajo NT posicionan a M3b y a M2 , on una purificacion
reforzada, como las opciones mds robustas para la obtencion de ADNg de alta
calidad destinado a buen rendimiento del secuenciacamiento ONT del ADNg de
Mtb. Mientras que la fragmentacion del ADNg a ~10 kpb permiti6 para M3b
obtener las mejores métricas globales del secuenciamiento permitiendo
ensamblajes casi completos con lecturas duplex, y para M2 mostré un rendimiento
competitivo aun con menor cantidad de datos, lo que sugiere que ambos métodos
pueden sostener ensamblajes de alta cobertura cuando se dispone de condiciones
instrumentales equivalentes. Esta estrategia de fragmentacion a ~10 kpb tanto para
M3b como para M2 se establece para maximizar el rendimiento y obtener
ensamblajes de genomas completos, y asi viabilizar esquemas de vigilancia
gendmica y aplicaciones de diagnostico molecular escalables y sostenibles en

contextos de recursos limitados.

106



7 LIMITACIONES

Limitaciones: Este trabajo es una evaluacién comparativa con un numero limitado
de réplicas por condicion, lo que reduce la potencia estadistica y aumenta la
incertidumbre en las estimaciones. El uso de la cepa de referencia H37Rv favorece
la reproducibilidad, pero limita la extrapolaciéon a aislados clinicos de linajes
diversos. Algunas comparaciones de profundidad se basaron en proyecciones
normalizadas por poro-tiempo, las cuales, aunque facilitan la estandarizacion entre
celdas de flujo, pueden sobreestimar el rendimiento in situ y deben interpretarse
con cautela. Finalmente, el ensamblaje y la precision derivados de lecturas duplex
dependen del tamafio del subconjunto disponible, pudiendo ser insuficientes cuando

el rendimiento bruto es bajo.

Posibles sesgos : Las métricas de calidad (qScore, tasas de error puntual e indeles)
son sensibles a la version del basecaller y al modelo utilizado -p. €j. High accuracy
(HAC) vs Super accurate (SUP)-; cambios de version podrian desplazar
cuantitativamente los resultados. Los residuos quimicos potenciales (p. ej.,
fenol/cloroformo o sales caotropicas) y variaciones menores en reparacion de
extremos, end-prep y clean-ups pueden alterar la distribucioén real de tamafos,
desplazando el N50 respecto del objetivo nominal. Finalmente, el sesgo de
seleccion inherente al uso de lecturas diplex —mas precisas pero menos
abundantes— puede favorecer la exactitud del ensamblaje a costa de la cobertura

global.
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8 CONCLUSIONES

Bajo la inactivacion térmica a 80 °C/20 min y 95 °C/1 h se obtuvo cantidades y
calidades de ADNg de M. tuberculosis comparables, con variaciones
dependientes del método de extraccion. No obstante, la integridad se vio

reducida a 95 °C, con un DIN < 7 y fragmentos cortos.

El método fenol-cloroformo con lisis mecénica seguida de lisis enzimatica, bajo
la inactivacion a 80 °C/20 min, obtuvo la mayor cantidad, calidad e integridad
del ADNg de M. tuberculosis frente a los demas métodos de extraccion.

El rendimiento del secuenciamiento ONT del ADNg de M. tuberculosis
sometido a la inactivacion de 80 °C/20 min fue comparable al de la condicion
sin inactivacion térmica, mostrando métricas similares entre ambas.

Los cuatro métodos de extraccion de ADNg de M. tuberculosis mostraron
métricas de secuenciamiento ONT similares, con excepcion de una mayor
longitud de read N50 (10.72 kb) y qScore (18.20) en el método basado en el Kit
ZymoBIOMICS con lisis mecanica y sin inactivacion térmica frente al método
basado en fenol cloroformo con lisis enzimatica.

La fragmentacién del ADNg a ~10 kpb incremento la profundidad genémica en
comparacion a la condicion no fargmentada en todos los métodos de extraccion
de ADNg de M. tuberculosis, superando los 200 X en los métodos de extraccion
basados con lisis mecanica con el Kit ZymoBIOMICS (M3b) y con el método
fenol cloroformo (M2). Aunque la fragmentacion redujo el read N50, se logro

un ensamblaje con 99.83% cobertura y con bajas tasas de errores e indels.
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IRECOMENDACIONES

De acuerdo a nuestros resultados obtenidos se recomienda las siguientes acciones:

e Evaluar el rendimiento del secuenciamiento ONT para los cuatro métodos de
extraccion bajo la condicion de inactivacion térmica a 95 °C/1 h, con el fin de
determinar las métricas del secuenciamiento bajo estas condiciones y en un
contexto de bioseguridad.

e Dado que 80 °C/20 min no garantiza la inactivacién completa y que 95 °C/1 h
compromete la integridad del ADNg, se sugiere explorar tiempos de exposicion
intermedios de 45, 30 o 15 min a 95 °C que permitan equilibrar bioseguridad y
preservacion de fragmentos largos.

e Evaluar métodos de inactivacion quimica validados, como aquellos basados en
guanidina tiocianato (GITC) (108). También pueden considerarse Tris/EDTA,
cloroformo o etanol al 70% (109), los cuales han demostrado capacidad de
inactivacion. El uso de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) es
recomendable para inactivar, pero debe acompafiarse de una verificacion
experimental de inviabilidad.

e Evaluar alternativas a la fragmentacion mediante g-TUBE - cuyo costo por unidad
es $ 38.9 (110) - para reducir costos operativos. En particular, se recomienda
estandarizar la lisis mecanica del método M2, cuyo Peak Size (17.78 kbp) se
aproxima al rango de ~10 kpb, o ajustar la lisis mecéanica del método M3b para

obtener fragmentos de tamafio similar.
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e Explorar estrategias de fragmentacion que generen tamafios de 5, 10 y 15 kpb (£2
kpb), con el fin de identificar el equilibrio 6ptimo entre rendimiento, longitud de
fragmentos y calidad, segun se priorice vigilancia gendmica o ensamblaje de novo.

e Validar el flujo de trabajo en aislados clinicos de diversos linajes (Beijing, LAM,
EAI) y distintas matrices clinicas, evaluando métricas como N50, profundidad
gendmica, cobertura de genes de resistencia y exactitud del llamado de variantes,
asegurando su robustez mas alla de H37Rv.

e Realizar comparaciones con lecturas cortas (Illumina) y ensamblajes hibridos para
evaluar concordancia de variantes y cobertura de loci de resistencia. Incluir un
analisis de costo-rendimiento por muestra para orientar decisiones en contextos

con restricciones de presupuesto.
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ANEXO 1 : Variables de la cantidad, calidad e integridad del ADNg obtenido bajo dos tratamientos térmicos (95 °C por 1h y 80 °C por 20
min) y el control NT en diferentes métodos de extraccion.

Método de Condicion de Ratio Ratio . Fragmentos
extraccion  inactivacion térmica ADN total (ug) 260/280 260/230 DIN Peak Size (Kpb) > S5kpb (%)
95 °C nor 1h 19.26 1.95 2.27 6.60 22.04 67.59
p (17.16-22.59)  (1.92-1.95) (2.18-2.30) (6.53-6.68)  (20.66-25.33)  (66.02 - 69.38)
19.46 1.95 7.90 48.00 88.77
M1 o : . 2.56 . . .
80°C por 20min (18.2-21.14) (1.94-195  (254-258) (7.75-798)  (45.53-49.55)  (87.88 - 88.85)
NT 49.98 1.95 230 8.05 55.80 93.83
(47.33-5296)  (1.93-196) (226-236) (7.68-858)  (53.51-56.15)  (87.40 —99.01)
95 °C por 1h 91.53 1.93 2.06 6.00 10.11 55.36
(82.58 - 109.94) (1.91-1.94) (2.04—-2.07) (5.93-6.08) (9.40-10.51) (55.17 - 55.40)
. . 36.99 1.94 510 7.8 20.25 90.95
M2 80°C por 20min (32.34-51.60)  (1.93-1.94)  (208-2.10) (7.73-7.88)  (19.10-21.18)  (90.80 -91.98)
NT 3.31 1.55 121 7.65 17.78 89.11
(2.14 - 3.43) (152-1.56)  (1.14-128) (7.60-7.85)  (17.55-17.90)  (85.67~91.42)
95 °C nor 1h 7.55 1.90 171 6.90 12.37 78.96
p (7.33 - 7.90) (189-1.90)  (1.68—1.75) (6.75-6.90)  (11.70-12.54)  (77.06 —84.98)
. . 221 1.91 1.41 7.80 15.53 91.34
M3a 80°C por 20min (2.19-222) (1.89—191)  (1.38—144) (7.55-798)  (1487-1637)  (87.25—97.00)
NT 2.80 1.89 1.54 7.80 16.01 90.67
(2.67 - 2.93) (1.86-191)  (143-158) (7.73-7.80)  (15.77-17.02)  (90.52 —90.87)
95 °C nor 1h 3.03 1.91 1.19 6.60 18.48 65.34
p (2.48 - 3.22) (190-1.94)  (109-124) (653-6.75) (17.59-20.18)  (62.79-71.18)
. . 9.19 1.90 1.72 8.35 26.50 94.99
M3b 80°C por 20min (8.37 - 9.66) (189-1.90)  (1.71-1.73) (830-848)  (2543-27.73)  (94.49 - 95.55)
NT 12.34 1.90 1.88 8.80 54.99 93.84
(11.74-13.80)  (1.89-1.90) (185_190) (8.60-9.08)  (50.57-56.44) (9336 -95.10)
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ANEXO 2: Variables de la cantidad, calidad e integridad del ADNg obtenido bajo cuatro métodos de extraccion de ADNg en dos
tratamientos de inactivacion térmica (95 °C por 1h'y 80 °C por 20 min) y el control NT.

Condicion de Método de Ratio Ratio . Fragmentos
inactivacién térmica  extraccién ADN total (ug) 260/280 260/230 DIN Peak Size (Kpb) > Skpb (%)

19.26 1.95 227 6.60 22.04 67.59

M (17.16 - 22.59) (1.92 - 1.95) (2.18—2.30) (6.53 - 6.68) (20.66 - 25.33) (66.02 - 69.38)
91.53 1.93 2.06 6.00 10.11 55.36

95°C vor 1h M2 (82.58 - 109.94) (1.91-1.94) (2.04—2.07) (5.93 - 6.08) (9.40 - 10.51) (55.17 — 55.40)
P 7.55 1.90 1.71 6.90 12.37 78.96

M3a (7.33 - 7.90) (1.89 - 1.90) (1.68 — 1.75) (6.75 - 6.90) (1170 - 12.54) (77.06 — 84.98)
3.03 1.91 1.19 6.60 18.48 65.34

M3b (2.48 -3.22) (1.90 — 1.94) (1.09 - 1.24) (6.53 - 6.75) (17.59 - 20.18) (62.79 - 71.18)
19.46 1.95 2.36 7.90 48.00 88.77

M1 (18.2-21.14) (1.94 - 1.95) (2.54-2.58) (7.75 - 7.98) (45.53 - 49.55) (87.88 — 88.85)
36.985 1.94 2.10 7.8 20.25 90.95

TP M2 (32.34-51.60) (1.93 - 1.94) (2.08 —2.10) (7.73 - 7.88) (19.10-21.18) (90.80 —91.98)
221 1.91 1.41 7.80 15.53 91.34

M3a (2.19-2.22) (1.89—1.91) (1.38— 1.44) (7.55 - 7.98) (14.87 - 16.37) (87.25—-97.00)
9.19 1.90 1.72 8.35 26.50 94.99

M3b (8.37 - 9.66) (1.89 — 1.90) (1.71-1.73) (8.30 - 8.48) (25.43 -27.73) (94.49 — 95.55)
49.98 1.95 2.30 8.05 55.80 93.83

M (47.33 - 52.96) (1.93 - 1.96) (2.26 —2.36) (7.68 - 8.58) (53.51-56.15) (87.40 - 99.01)
3.305 1.55 121 7.65 17.78 89.11

NT M2 (2.14-3.43) (1.52 - 1.56) (1.14—1.28) (7.60 - 7.85) (17.55 - 17.90) (85.67—91.42)
2.8 1.89 1.54 7.80 16.01 90.67

M3a (2.67 -2.93) (1.86—1.91) (1.43-1.58) (7.73 - 7.80) (15.77 - 17.02) (90.52-90.87)
12.34 1.90 1.88 8.80 54.99 93.84

M3b (11.74 - 13.80) (1.89 — 1.90) (1.85 - 1.90) (8.60- 9.08) (50.57- 56.44) (9336 —95.10)
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ANEXO 3: Métricas de

la calidad de ensamblaje: Estadisticas de la longitud del

read NG50

Método de | Condicion de Mediana DS

., ., n Ql Q3 Promedio | (desviacion
extraccion | fragmentacion (bases) .

estandar)

M1 Fa 10 kpb 6 12151 8628.5 16984.5 13025 8390.21
M1 NF a 10 kpb 6 17903 13585 22221 17903 12213.15
M2 Fa 10 kpb 6 91682.5 62390 135456 | 102273.83 67061.51
M2 NF a 10 kpb 6 52131 17995 73742 153955.8 257026
M3b Fa 10 kpb 12 896913 | 466303.25|2592616.25 | 1538008.33 | 1472969.09
M3b NF a 10 kpb 6 117807 66845 569647.5| 385059.33| 553514.42

ANEXO 4: Meétrica de la calidad de ensamblaje : Estadisticas de nimero de
Mismatches por 100 kpb

Método Condicion de DS
de 9 n | Mediana Q1 Q3 | Promedio | (desviacién
. fragmentacion )

extraccion estandar)
M1 Fa 10 kpb 6 8198 | 77.36| 142 106.26 49.61
M1 NF a 10 kpb 6 59.8 55.3| 79.1 59.04 27.03
M2 Fa 10 kpb 6 13.27| 11.53]| 18.1 22.18 24.1
M2 NF a 10 kpb 6 34.88| 15.05| 73.1 48.42 42.37
M3b Fa 10 kpb 12 3.34 3.13| 4.49 3.87 1.23
M3b NF a 10 kpb 6 64.58 | 24.06| 111 80.46 77.72
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ANEXO 5: Métrica de la calidad de ensamblaje : Estadisticas de numero de Indels

por 100 kpb

M¢todo de | Condicion de . . D.S .

extraccion | fragmentacion Mediana Ql Q3 Promedio ((izglllz(iicalr(;n
M1 F a 10 kpb 6 4.54 4.5 4.73 4.59 0.22
M1 NF a 10 kpb 6 3.91 3.31 4.04 3.69 0.57
M2 F a 10 kpb 6 5.74 5.57 5.88 5.72 0.18
M2 NF a 10 kpb 6 5.19 5.02 5.32 5.25 0.49
M3b Fa 10 kpb 12 5.13 4.97 53 5.14 0.18
M3b NF a 10 kpb 6 4.05 3.46 4.73 4.08 0.75
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