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Resumo

Os avangos nas tecnologias de sequenciamento de DNA remodelaram a genomica
bacteriana, permitindo montagens em nivel de cromossomo por uma fracao de custo e
tempo. No entanto, a plena realizacao deste potencial depende de recursos computacionais
para analisar os dados. Por isso, desenvolvemos trés pipelines eficientes e padronizados
que compreendem o controle de qualidade de dados brutos de sequenciamento, montagem
de genoma e extensa anotagao genética com relatorios graficos. Em particular, fornecemos
um maédulo de anotacao especializado para bactérias envolvidas em infecgoes relacionadas
a assisténcia a saide (IRAS), que identifica genes de resisténcia a antimicrobianos (ARG),
fatores de viruléncia, profagos e elementos integrativos. Somado a isso, desenvolveu-se
uma aplicacao web para integralizacao de todos os resultados do pipeline de anotacao.
Para demonstrar seu uso, sequenciamos e analisamos tres cepas de Klebsiella pneumo-
niae ST11 provenientes do Hospital Universitario de Brasilia. Detectamos a presencga dos
genes blaNDM-1, blaCTX-M-15, blaTEM-1 e blaOXA beta-lactamases nos trés isolados,
bem como véarios outros ARGs distribuidos entre cromossomos e plasmideos. Além disso,
também foram detectados genes de viruléncia frequentemente relacionados a linhagens
hiper virulentas, como Salmochelina. Por fim, realizamos uma anélise genoémica compa-
rativa retrospectiva utilizando outras linhagens de CRKP isoladas de Brasilia e de outras
localidades brasileiras. De modo geral, os resultados indicam que o fenétipo de resisténcia
esta mudando, com isolados recentes exibindo a coexisténcia de multiplas carbapenema-
ses, e que elementos genéticos méveis podem estar desempenhando papel chave nessas
observagoes. Além disso, os resultados reiteram alertas quanto a emergéncia de clones de
alto risco apresentando a convergencia de genes de viruléncia e resisténcia, ressaltando a
urgéncia em adotar a vigilancia genomica de rotina para combater a disseminacao dessas

caracteristicas de alto risco.



Abstract

Advances in DNA sequencing technologies have reshaped bacterial genomics, ena-
bling chromosome-level assemblies at a fraction of the cost and time. However, the full
realization of this potential depends on computational resources to analyze the data. The-
refore, we have developed three efficient and standardized pipelines that comprise quality
control of raw sequencing data, genome assembly, and extensive gene annotation with
graphical reporting. In particular, we provide a specialized annotation module for bac-
teria involved in healthcare-associated infections (HAIs), which identifies antimicrobial
resistance genes (ARGs), virulence factors, prophages, and integrative elements. In addi-
tion, we have developed a web application to integrate all the results of the annotation
pipeline. To demonstrate its use, we sequenced and analyzed three Klebsiella pneumo-
niae ST11 strains from the University Hospital of Brasilia. We detected the presence of
the blaNDM-1, blaCTX-M-15, blaTEM-1 and blaOXA beta-lactamase genes in the three
isolates, as well as several other ARGs distributed between chromosomes and plasmids.
In addition, virulence genes frequently associated with hypervirulent strains, such as Sal-
mochelin, were also detected. Finally, we performed a retrospective comparative genomic
analysis using other CRKP strains isolated from Brasilia and other Brazilian locations.
Overall, the results indicate that the resistance phenotype is changing, with recent isolates
exhibiting the coexistence of multiple carbapenemases, and that mobile genetic elements
may be playing a key role in these observations. Furthermore, the results reiterate war-
nings regarding the emergence of high-risk clones presenting the convergence of virulence
and resistance genes, highlighting the urgency of adopting routine genomic surveillance

to combat the spread of these high-risk traits.



10

11
12

13

Lista de Figuras

Representacao esquematica das principais classes de antimicrobianos da

atualidade . . . . . . L

Esquema dos quatro fatores de viruléncia melhor caracterizados em linha-

gens Klebsiella pneumoniae classicas e hipervirulentas. . . . . . . . .. ..

Visao geral do fluxo de trabalho dos pipelines. . . . . . . .. ... ... ..
Visao geral do fluxo de trabalho desempenhado pelo pipeline “ngs-preprocess”

e todas as etapas analiticas disponibilizadas. . . . . . . . . ... ... ...

Visao geral do fluxo de trabalho desempenhado pelo pipeline “MpGAP” e

todas as etapas analiticas disponibilizadas. . . . . . . . ... ... ... ..

Visao geral do fluxo de trabalho desempenhado pelo pipeline “Bacannot”

e todas as etapas analiticas disponibilizadas. . . . . . . . . ... ... ...

Visao geral das abas e ferramentas disponibilizadas na plataforma web para

investigacao dos resultados do pipeline Bacannot. . . . . . . . ... .. ..

Visao geral da ferramenta de filtragem dinamica baseada em texto dispo-

nibilizada na plataforma web do pipeline Bacannot. . . . . . .. . .. ...

Visao geral da funcionalidade de navegador genomico disponibilizada na

plataforma web do pipeline Bacannot. . . . . . . . .. .. ...

Visao geral da funcionalidade de buscas por similaridade de sequéncia dis-

ponibilizada na plataforma web do pipeline Bacannot. . . . . . . . . . . ..

31

B3]

B34

20

Analise de blocos genomicos colineares entre os genomas da KpBSB56 ¢ ECR

Representacao grafica comparativa do cluster génico da KPC-2 detectado

na linhagem KpBSB60 e em outras linhagens brasileiras . . . . . . . .. ..

Comparagao das diferentes arvores filogenéticas das linhagens de Klebsiella

pneumoniae incluidas neste estudo . . . . ... 0oL



14

15

16

17

Arvore filogenética dos genomas das linhagens de Klebsiella pneumoniae
gerada pela ferramenta SANS-Serif (Rempel e Wittler, |2021) . . . . . . ..
Mapa da presenca/auséncia de genes de resisténcia detectados nos genomas
analisados . . . . ...
Valores da andlise de “afinidade” de co-ocorréncia dos genes de -lactamases
detectados nos genomas analisados . . . . . . .. ...
Mapa circular da sequéncia completa do plasmideo IncFII(K) detectado na

linhagem ECR . . . . . . .. ..



10

11

12

A.1 Genomas publicos incluidos nas anélises comparativas deste trabalho.

Lista de Tabelas

Exemplos de alguns dos principais sistemas de gerenciamento de pipelines
da atualidade . . . . . .. ...
Exemplos de alguns dos principais pipelines de genomica bacteriana dis-

poniveis atualmente. . . . . . .. ..o
Metadados gerais dos isolados bacterianos analisados neste estudo. . . . . .

Descricao dos trés pipelines desenvolvidos neste trabalho (Almeida et al.|
2023). .
Detalhamento de todos os arquivos disponibilizados no repositorio Zenodo,
como material suplementar ao artigo Almeida et al.| (2023) . . . ... ...
Resultados de ensaios experimentais de identificagao microbiana e susceti-
bilidade a antimicrobianos . . . . . . . . .. ...
Estatisticas gerais da montagem de genomas . . . . . . . ... .. .. ...
Deteccao in silico de contigs das linhagens deste estudo que sao proveni-
entes de plasmideos . . . . . . ...
Resumo das caracteristicas gerais de anotacao dos genomas das linhagens
analisadas neste estudo. . . . . .. ..o oL
Deteccao in silico de fatores de viruléncia codificados nos genomas das
linhagens deste estudo . . . . . . .. ..o oL oo
Consenso da anotagao in silico de genes e mutagoes de resisténcia detecta-
das nos genomas das linhagens deste estudo . . . . . ... ... ... ..
Resumo da anotacao in silico de grupos de incompatibilidade e de genes

de resisténcia a antimicrobianos identificados nos plasmideos preditos

40l

06l

[(D

9

. 129



A.2 Comparagao de recursos disponiveis em alguns pipelines de genémica bac-

teriana, obtida por traducao livre do artigo . . . . . . . .. ... ... ...



Lista de Abreviacoes

AAC Aminoglycoside acetyltransferase

ANI  Average Nucleotide Identity

AQI  Assembly Quality Index

ARG Antimicrobial Resistance Gene

ASA3P Automatic Bacterial Isolate Assembly, Annotation and Analyses Pipeline
BGI  Beijing Genomics Institute

BIGSdn Bacterial Isolate Genome Sequence Database
BLAST Basic Local Alignment Search Tool

BUSCO Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs
CARD Comprehensive Antibiotic Resistance Database
CDC Centers for Disease Control and Prevention

CG  Clonal group

CLSI Clinical € Laboratory Standards Institute

CpKP Carbapenem-producing Klebsiella pneumoniae
CPS  Capsular polysaccharides

CRAQ Clipping Reveals Assembly Quality

CRKP Carbapenem-resistance Klebsiella pneumoniae



CSV  Comma-separated values

CWL Common Workflow Language

DDBJ DNA Data Bank of Japan

DFAST DDBJ Fuast Annotation and Submission Tool

DSL  Domain-specific language

ECDC FEuropean Centre for Disease Prevention and Control
ESBL Eztended Spectrum Beta-Lactamase

ESKAPE FEnterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acineto-

bacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp.
FAIR Findable, Accessible, Interoperable, Reusable
GFF General File Format
HAI Healthcare-associated infection
HUB Hospital Universitario da UnB
hvKp Hypervirulent Klebsiella pneumoniae
ICE Integrative conjugative element
IRAS Infecgoes Relacionadas a Assisténcia a Saude
IS Insertion Sequence
JSON JavaScript Object Notation
KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
Kp  Klebsiella pneumoniae
KPC Klebsiella pneumoniae carbapenemase

LAMP/UnB Laboratério de Anélises Moleculares de Patégenos da UnB



LPS Lipopolissacarideo

MDR Multidrug resistant

MGE Mobile genetic element

MIC  Minimum inhibitory concentration

MLST Multilocus sequence typing

NCBI National Center for Biotechnology Information
NDM New Delhi metallo-£-lactamase

NGS Next Generation Sequencing

OMS Organizagao mundial da saide

ONT Ozford Nanopore Technologies

OXA Ozacilinase [-lactamase

PacBio Pacific Biosciences

PCR  Polymerase Chain Reaction

PDR Pandrug resistant

PGAP NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline
POSIX Portable Operating System Interface

RND Resistance-nodulation-division

SQL  Structured Query Language

SRA Sequence Read Archive

ST  Sequence type

T6SS Type VI secretion system



UnB Universidade de Brasilia
VFDB Virulence Factor Database
WSL  Windows Subsystem for Linux
XDR FEaxtensively drug-resistant

YAML Yet Another Markup Language



1. Introdugao . . . . .

Sumario

1.1 A resisténcia a antimicrobianos . . . . . . . . . . . . .. ...

1.2 Bases moleculares da resisténcia . . . . . . . . . ..o

1.2.1 Mecanismos de resisténcia a antimicrobianos . . . . . . . . . . . ..

1.2.1.1
1.2.1.2
1.2.1.3

Minimizagao de concentracoes intracelulares . . . . . . . .
Modificacao do alvo . . . . . . .. ...

Inativacao de moléculas antimicrobianas . . . . . . .. ..

1.3 Bactérias podem acumular multiplos fatores de resisténcia . . . . . . . ..

1.4 O patégeno Klebsiella pneumoniae e sua relevancia mundial . . . . . . . .

1.4.1 Bases moleculares da viruléncia . . . . . . . . . .. ... ... ...

1.4.2 A hiperviruléncia em Klebsiella pneumoniae . . . . . . . . . . . ..

1.4.3 A multirresisténcia em Klebsiella pneumoniae . . . . . . . . . . ..

1.4.4 Convergéncia de genes de resisténcia e viruléncia . . . . . . . . . ..

1.4.5 Monitoramento de linhagens de alto risco no Brasil . . . ... . ..

1.5 A genOmica de bactérias patogénicas . . . . . . . ... ...

1.5.1 Genomica de populagoes . . . . . . .. ...

1.6 Processamento e interpretacao de dados genoémicos . . . . . .. ... ...

1.6.1 Protocolos computacionais automatizados . . . . . . .. ... ...

1.6.2 Tecnologia de contéineres . . . . . . . . . . . .. ... ... ..

1.6.3 NextHow . . . . . . . . .

1.7 Pipelines de genomica bacteriana . . . . . . ... ..o

2. Objetivos . . . . .

2.1 Objetivo geral



2.2 Objetivos especificos . . . . . . ... 28]

3. Material e Métodos . . . . . . . . . . . 20l
3.1 Desenvolvimento dos pipelines . . . . . . . . ... L. 20l
3.1.1 Implementacao . . . . . . . . . .. ... 20l

3.1.2  Pipeline de pré-processamento: ‘ngs-preprocess” . . . . . . . . . ..
3.1.3  Pipeline de montagem de genomas: “MpGAP” . . . . . . ... ... 341
3.1.4  Pipeline de anotacao de genomas procarioticos: “Bacannot” . . . . [33l

3.2 Estudo de caso de isolados bacterianos multirresistentes . . . . . . . . . .. B7]
3.2.1 Isolamento e teste de suscetibilidade . . . . ... ... ... ....
3.2.2  Extracao de DNA e sequenciamento . . . . . . ... ... ... ...
3.2.3 Genomas publicos adicionais . . . . . . ... ... ... ... 391
3.2.4 Andlise computacional . . . . . ... ... 391
3.2.4.1 Pré-processamento . . . . ... ... ... ... 39

3.2.42 Montagem de genoma . . . . .. ... (40l

3.2.4.3 Anotagao de genoma . . . . . .. ... 4Tl

3.2.44 GenOmica comparativa . . . . . . .. ... 4Tl

4. Resultados e DiSCussSao . . . . . . . . . . . i 43
4.1 Desenvolvimento de pipelines para genomica bacteriana . . . . . . . . . .. 3]
4.1.1 Formalizacao de pipelines com o Nextflow . . ... ... ... ... 43l
4.1.2 Implementacao dos pipelines . . . . . . . . .. ... ... ... 406}
4.1.3 Descricao dos pipelines . . . . . . . ... 47
4.1.4 Independéncia e personalizacao dos pipelines . . . . . . . . . . . .. (48]
4.1.5 Interface gréafica para exploracao de resultados . . . . . . . .. ... (48
4.1.6 Visao geral da operacao e funcionamento . . . . . . ... .. .. .. %
4.1.7 Comparacao com outros pipelines . . . . . . . . . . . ... ... .. GO
4.1.8 Exemplos de aplicacao dos pipelines . . . . . . . . . ... ... ... 62

4.2  Analise dos isolados clinicos de K. pneumoniae . . . . . . . . . . . . .. .. 62]
4.2.1 Montagem dos genomas . . . . . .. ... 63|

4.2.2  Conservagao genomica . . . . . . . . ... u e 671



18

4.2.3 Anotacao dos genomas . . . . .. ... 69

4.2.4  Anotagao de fatores de viruléncia . . . . . .. ..o [71

4.2.5 Anotacao de genes de resisténcia . . . . . ... (74l

4.2.6 Anotacao dos plasmideos . . . . .. ..o [78

4.2.7 Genomica comparativa com isolados brasileiros . . . .. ... . .. 801

4.2.7.1 Anélise filogenomica . . . . ... ..o 01

4.2.7.2 Estudo retrospectivo da resisténcia e viruléncia . . . . . . 8]

5. Conclusoes . . . . . . . . e OT]
Referéncias . . . . . . . .
Apéndice 123

A. Material Suplementar . . . . . . . . . . .. ... 125



Introducao

1.1 A resistencia a antimicrobianos

A Histoéria da humanidade tem sido marcada por pandemias bacterianas, como a
peste bubonica, que na idade média, causou a morte de milhoes de pessoas na Europa
(Mohr} 2016). Em 1928, a descoberta da penicilina por Alexander Fleming deu inicio
a uma nova era de controle e tratamento de infecgoes por meio de compostos quimicos
que eliminam ou interferem com o crescimento de microrganismos, genericamente deno-
minados de agentes antimicrobianos (Fleming;, |1929). Porém, logo em 1945, os primeiros
relatos de bactérias resistentes a estes compostos comecaram a aparecer (Ploughl [1945;
Waksman et al., [1945]).

Ao longo da metade final do século XX, diversas moléculas com acao antimi-
crobiana foram descobertas ou desenhadas, estabelecendo um verdadeiro arsenal contra
bactérias patogeénicas. No entanto, fatores como o uso indiscriminado de antimicrobianos,
impulsionam o processo continuo de evolugao bacteriana, e aceleram a selecao de linha-
gens resistentes, dificultando a contencao de infecgoes (Waddington et al., 2022; |Djordjevic
et al., 2023; Castaneda Barba et al., 2023)). A rapida disseminacao da resisténcia a antimi-
crobianos compromete a medicina moderna, colocando em risco o tratamento de infec¢oes
comuns e complexas (Waddington et al., |2022; |Walsh et al., [2023; Silva et al., 2023]).

Em fungao disso, e pelo falta de desenvolvimento de novos antimicrobianos, nas
ultimas décadas houve esforcos para a criagao de uma alianca global para o combate a
resisténcia a antimicrobianos (Neu, 1992 Gold e Moellering, [1996). Este problema atingiu
tamanha proporcao, que, atualmente, a resisténcia a antimicrobianos é classificada como

uma das maiores ameacas a saiude publica global E] (Dodds, 2017; Baker et al., 2018;

! www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/antibiotic-resistance
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Walsh et al., 2023} Silva et al., 2023). Isso suscita a mobilizagdo de esfor¢os para uma
compreensao aprofundada dos mecanismos moleculares de resisténcia a antimicrobianos,

bem como estratégias inovadoras para abordar esse problema premente.

1.2 Bases moleculares da resisténcia

Bactérias, naturalmente possuem uma grande plasticidade genética que permite
o emprego de uma ampla gama de mecanismos para responder e adaptar rapidamente a
perturbagoes ambientais (Blair et al.| [2015; |Walsh et al.| [2023)). Estas ameagas ambientais
sao diversas, e incluem a exposi¢ao a moléculas que podem comprometer sua existéncia,
como os antimicrobianos. A resisténcia pode acontecer naturalmente por caracteristicas
inerentes a bactéria, como em bactérias Gram-negativas que sao naturalmente resistentes a
vancomicina, devido & membrana externa que impede a passagem da molécula (Peterson
e Kaur, 2018} |Ghai, 2023|). Alternativamente, podem ser adquiridas através de duas
formas principais: (i) mutagao; e (ii) aquisi¢ao de DNA através de transferéncia horizontal
(Dodds|, 2017; Durao et al., [2018; Walsh et al., 2023)).

Genes e mutagoes de resisténcia podem aparecer tanto em cromossomos quanto em
elementos genéticos méveis (MGE, do inglés “mobile genetic element”), como plasmideos
e transposons. Mesmo com potencial impacto negativo na fisiologia bacteriana, mutacoes
capazes de interferir na eficiéncia de antibidticos surgem estocasticamente e, consequen-
temente, podem dar origem a populagoes resistentes através de sua fixagao pelo processo
de selegao natural (Hughes e Andersson, [2017; Bell e MacLean, [2018; Durao et al., 2018;
Gifford et al.| 2023)).

Estas caracteristicas podem ser propagadas de forma vertical (entre geragoes)
através do processo de divisao celular ou de forma horizontal entre uma célula doadora
e uma receptora, fora do processo de divisao, geralmente pelo processo de conjugacao
(Bethke et al., 2022).

A transferéncia horizontal de genes é um mecanismo essencial na evolucao bacte-
riana, permitindo a rapida aquisicao e disseminacao de novos tragos adaptativos, como
por exemplo, a resisténcia a antimicrobianos, que podem ou nao ser fixados na populacao

por selecao natural (Lee et al., [2022). Processo, este, que é potencializado pela cons-
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tante pressao seletiva imposta por acoes antrépicas, que influenciam na velocidade destes
eventos (Dodds, 2017, Durao et al., [2018; [Walsh et al., 2023]).

Desta forma, tem-se um arcabougo dinamico de genes que estao em constante
processo de aquisicao e eliminagao, que constituem o que denominamos de pangenoma
bacteriano (Lee et al.|2022)). Pangenoma, é essencialmente o repertério completo de genes
de um clado filogenético e é comumente sub-divido em duas partes: (i) os genes “core”
que estao presentes em todas as linhagens do clado e; (ii) os genes acessério, ou genes
dispensaveis, que estao presentes em N linhagens mas ndo em todas (Vernikos et al., [2015)).
Este conceito permite o entendimento e mensuracgao da variabilidade genética de espécies,
através do cédlculo do ntimero necessario de genomas para obtencao de um pangenoma
fechado, isto é, que contenha todo o repertdrio genético da espécie (Vernikos et al., [2015)).
De maneira geral, diversas espécies de patogenos bacterianos apresentam um pangenoma
aberto, que ainda necessitariam um numero muito grande de genomas para identificar
todo o repertério genético (Vernikos et al., 2015).

Neste cenario, ressalta-se a importancia destes elementos genéticos moveis para po-
tencializar e permitir a rapida aquisicao de tragos adaptativos deste dinamico pool genético
proporcionado pelo pangenoma (Lee et al., 2022). Por exemplo, em 2022, foi detectado
na China um caso de transmissao horizontal de genes KPC-3 através de plasmideos IncX8

entre diferentes espécies de Enterobacterales (Chen et al., [2022)).

1.2.1 Mecanismos de resisténcia a antimicrobianos

Em termos moleculares, bactérias contrapoem a acao de antimicrobianos concen-
trando mutagdes em genes envolvidos em mecanismos celulares que incluem: (i) mini-
mizagao da concentracao intracelular da molécula; (ii) modificagao, ou protegao, do alvo
da droga, ou; (iii) inativagdo quimica da molécula antimicrobiana (lovleva e Doi, 2017}
Smith et al., [2023). Uma representagao esquematica de classes de drogas e seu enqua-
dramento em termos de mecanismo de agao encontra-se na e uma descricao

pormenorizada dos mesmos é apresentada a seguir.
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Figura 1: Representacao esquematica das principais classes de antimicrobianos da atualidade, separados

e coloridos por seus respectivos mecanismos de agdo. As formas geométricas representam os principais

mecanismos de resisténcia conhecidos para cada classe. Fonte: |de Almeida/ (2020).

1.2.1.1 Minimizacao de concentracoes intracelulares

Bactérias sao capazes de controlar a concentragao de certas moléculas na célula
através do balanco de suas taxas de influxo e efluxo. Em bactérias Gram-negativas,
proteinas localizadas na membrana externa, denominadas porinas, criam canais na mem-
brana que permitem o transporte passivo de pequenas moléculas, como por exemplo, com-
postos da classe de f-lactamicos e algumas fluoroquinolonas , . A presenca de

mutacoes nessas porinas e a reducao de sua expressao sao geralmente correlacionadas a

resisténcia a carbapenemas (Hao et al. |2018; Kong et al. 2018; Ghai, 2023).

Além das porinas, outros componentes estao envolvidos na minimizagao de con-
centracoes de antimicrobianos em células bacterianas, como por exemplo, as bombas de

efluxo e diversas enzimas de degradacao (De Oliveira et al., 2020; Ghai, [2023). As en-

zimas de degradacao serao detalhadas em secao especifica sobre inativacao de moléculas

antimicrobianas (Subsubsecao 1.2.1.3)).

As bombas de efluxo sao responsaveis pela extrusao ativa de antimicrobianos



Secao 1.2. Bases moleculares da resisténcia 5

(De Gaetano et all 2023). Dentre as familias de bombas de efluxo melhor caracteri-
zadas podemos destacar a superfamilia de bombas de divisao celular de nodulagao de
resisténcia (RND, do inglés “resistance-nodulation-division”), altamente relevante para
bactérias Gram-negativas, como por exemplo, FEscherichia coli e Pseudomonas aerugi-
nosa (Gaurav et al., 2023). Finalmente, existem bombas de efluxo capazes de transportar
uma grande variedade de moléculas, denominadas “bombas de efluxo de resisténcia a
multiplas drogas (MDR)”.

Estas bombas de efluxo, quando super expressadas ou em combinagao com outros
mecanismos de resisténcia, podem conferir altos niveis tolerancia e até mesmo resisténcia
(Du et al., [2018; Silva et al. 2023; De Gaetano et al., [2023)). Sua super expressao é
geralmente adquirida através da mutagao ou ligacao de moléculas a seus reguladores
(Baucheron et al., |2014; |Du et al., |2018). Dois exemplos de resisténcia resultantes da
super expressao destas bombas sdo: (i) a resisténcia a Tigeciclina em Staphylococcus
aureus ligada & bomba MepA (Kim et al. 2021) e (ii) a resisténcia a aminoglicosideos
e fluoroquinolonas em Salmonella enterica relacionada a bomba MdtK (Nishino et al.|

2009).

1.2.1.2 Modificacao do alvo

Outra forma pela qual bactérias podem adquirir resisténcia é modificando os alvos
dos antimicrobianos. Essas modificacoes interferem na eficiéncia da ligagao da droga,
mas ainda permitem que estes alvos mantenham sua fungao fisiolégica (Blair et al., [2015;
Smith et al| [2023). A modificagao destes alvos proteicos pode ser realizada de diversas
formas, incluindo modificacoes genéticas, pds-transcricionais e pos-traducionais.

Estas modificagoes podem atingir altos niveis de efetividade. Sabe-se, por exem-
plo, que a presenca de mutagoes em uma tunica copia de genes destas moléculas alvo
ja pode ser suficiente para promover tolerancia a droga (Peterson e Kaur} [2018]). Além
de mutagoes, modificagoes quimicas, e até mesmo modificagoes epigenéticas, sao também
bastante relevantes para o desenvolvimento de fenétipos de resisténcia (Smith et al., [2023;
Wang et al., [2023).

A resisténcia a fluoroquinolonas pode ocorrer comumente através de mutacoes es-
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pontaneas nos genes gyrA e parC, que alteram o sitio de ligacdo da quinolona e reduzem
sua afinidade, com consequente redugao de suscetibilidade (Tang e Zhao, 2023). No en-
tanto, modificagdes quimicas em componentes nao-proteicos também tem efeito destacado.
Um exemplo de resisténcia desta categoria é a resultante de metilagoes pontuais no RNA
ribossomico mediadas pela Cfr rRNA metiltransferase, as quais afetam a ligacao de anti-
microbianos, gerando resisténcia a diferentes antimicrobianos (Long et al., |2006). Outro
exemplo bastante relevante é a alteragao das moléculas de lipopolissacarideos, induzida
pela ativacao de sistemas de resposta ao estresse do envelope celular, que acarreta na
resisténcia a polimixina, um antimicrobiano de tltimo recurso (Schaenzer e Wright), [2020;

Abavisani et al., [2023)).

1.2.1.3 Inativacao de moléculas antimicrobianas

A degradacao ou inativacao direta de moléculas antimicrobianas é talvez uma das
estratégias de resisténcia mais comumente empregadas por patégenos bacterianos (De Oli-
veira et al., 2020). Em bactérias Gram-negativas, os principais mecanismos envolvem a
producao de enzimas que destruam estes agentes antimicrobianos ou que neutralizem estas
drogas através de modificagoes covalentes nas mesmas (De Oliveira et al. 2020).

As enzimas denominadas [-lactamases sao talvez as melhor descritas desta cate-
goria. Estas enzimas concentram-se no periplasma bacteriano e sao capazes de hidrolisar
drogas f-lactamicas, como cefalosporinas e carbapenemas, conferindo resisténcia (Bush),
2023).

Baseando-se nas estruturas primarias destas enzimas, pode-se dividir as S-lactamases
em quatro classes: A, B, C e D. As enzimas das classes A, C e D, sao chamadas serina
B-lactamases e possuem um sitio ativo de serina, enquanto que enzimas de classe B, deno-
minadas metalo-(-lactamases, sdo enzimas zinco-dependentes (Lupo et al., [2022)). Além
desta primeira classificagao por homologia, estas enzimas sao também organizadas em
subgrupos funcionais baseados nos diferentes perfis de substratos (Bush, 2023)). Entre as

principais enzimas representantes para cada uma dessas classes, temos:

e a “Klebsiella pneumoniae carbapenemase” (KPC) e a CTX-M, enzimas Classe

A;
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e a “New Delhi metallo--lactamase” (NDM), uma enzima Classe B;
e a AmpC, uma enzima Classe C e;

e a “Oxacillinase f-lactamase” (OXA), uma enzima Classe D.

Além da destruicao, como mencionado anteriormente, a simples transferéncia en-
zimatica de grupamentos quimicos aos antimicrobianos pela agao de diversas enzimas,
como por exemplo as transferases, pode impedir sua ligagao ao alvo. Este, é geralmente
o caso de aminoglicosideos que devido ao seu tamanho, sao bastante suscetiveis a modi-
ficagbes quimicas (Romanowska et al.,; 2013; De Oliveira et al., |2020). Um exemplo sao
as enzimas denominadas AAC (“aminoglycoside acetyltransferases”) que catalisam a ace-
tilacao de aminodcidos especificos na molécula antimicrobiana (De Oliveira et al., [2020)).
Ressalta-se que a resisténcia a aminoglicosideos nao ocorre somente pela modificacao da

molécula, mas pode também ocorrer através da modificagao do sitio ribossémico alvo

(Miller e Arias|, 2024).

1.3 Bactérias podem acumular multiplos fatores de resistencia

Em termos gerais, bactérias sao capazes de acumular diversos mecanismos de re-
sisténcia a diferentes antimicrobianos, culminando em fenétipos de resisténcia multipla.
Estes fenotipos, por sua vez, podem ser classificados de acordo com a amplitude de re-
sisténcia agregada. Para isso, internacionalmente segue-se as defini¢coes propostas por

Magiorakos et al.| (2012) que permitem classificar isolados em trés grandes grupos:

e MDR, do inglés “Multidrug-resistant” para isolados resistentes a pelo menos

um agente de trés ou mais classes de antimicrobianos;

e XDR, do inglés “Extensively drug-resistant” para isolados resistentes a pelo
menos um agente em quase todas as classes, sendo suscetivel para duas ou

menos €;

e PDR, doinglés “Pandrug-resistant” para isolados resistentes a todos os agentes

de todas as classes.
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No geral, estas classificagoes de resisténcia podem ser observadas em uma grande
diversidade de linhagens bacterianas, incluindo Gram-negativas e Gram-positivas (Jubeh
et all, |2020; Samal et all, |2022). Entre elas, linhagens MDR sdo mais comuns, enquanto
PDR sao mais raras. Por exemplo, um estudo recente com 1.385 isolados bacterianos de
culturas de urina observou que 50% das linhagens era MDR, 27% XDR e apenas 1% PDR
(Sémal et al., 2022). Além disso, neste conjunto de dados, Gram-positivas representaram
menos de 20% do total de isolados.

Apesar disso, é importante ressaltar que atualmente existem novos antimicrobia-
nos nao contemplados nessas categorias definidas por |Magiorakos et al.| (2012). Adicional-
mente, paises tem realidades diferentes quanto ao uso e disponibilidade de antimicrobianos
e, por isso, a definicao destas categorias pode ser relativa. Assim, destaca-se que talvez
seja necessario revisar estas definicoes ou trabalhar com defini¢des personalizadas para

cada pais.

1.4 O patégeno Klebsiella pneumoniae e sua relevancia
mundial

No contexto global de multirressiténcia, destaca-se um grupo de bactérias deno-
minado “ESKAPE”, que compreende as espécies Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa e En-
terobacter spp. As bactérias deste grupo sao extremamente plasticas e notoriamente
conhecidas pela sua alta capacidade de adquirir fen6tipo MDR, o que as permite serem
classificadas como uma das maiores ameacas a saide publica mundial (Pendleton et al.|
2013; [Theuretzbacher, 2017; |Ghorbani et al., [2023).

Dentre as espécies deste grupo, ressaltaremos a bactéria Klebsiella pneumoniae,
espécie destacada como patégeno de prioridade critica pela Organizacao Mundial da Saude
(OMS) em 2024P| e, foco deste trabalho.

Esta espécie é considerada ubiqua em termos geograficos e de nichos, sendo en-

2https://www.who.int/publications/i/item/9789240093461
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contrada em forma livre no ambiente e comensal e patogénica em humanos, onde podem
ser encontradas em diferentes partes do corpo como trato urinario, respiratério, figado,
e outros (Wyres e Holt, 2016). Esta espécie é uma das principais causas de infecgoes
relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) no mundo, sendo o trato urindrio o sitio de
infeccao mais comum (Wyres e Holt, 2016; [Walsh et al., [2023; [Miller e Arias, [2024)).

Com um genoma de aproximadamente 5,5 Mb e por volta de 5.500 genes, a plas-
ticidade da espécie Klebsiella pneumoniae é evidenciada pelo seu pangenoma aberto, que
indica um vasto “pool génico” com apenas aproximadamente 35% de seus genes conside-
rados “core” (Wyres e Holt|, | 2016). Um estudo populacional global da espécie baseado no
genoma “core” ressalta a alta variabilidade da K. pneumoniae, incluindo a observacao de
altos niveis de diversidade em uma mesma regiao (Heng et al. 2024)).

A resisténcia a antimicrobianos na espécie é movimentada majoritariamente de
forma horizontal através de plasmideos (Lee et al., 2022). Além disso, isolados desta
espécie sao capazes de carrear multiplos plasmideos simultaneamente, permitindo o rapido
desenvolvimento de diferentes fenétipos, particularmente de multirresisténcia (Wyres e
Holt}, 2016; Heng et al., [2024; Miller e Arias, 2024]).

Somado a isso, enfrenta-se também o problema do acimulo de genes de viruléncia
em Klebsiella pneumoniae e o consequente surgimento de linhagens altamente virulentas
(Wyres et al., 2019; |[Feng et al., 2023). Nos proximos paragrafos, abordaremos um pouco

mais a fundo este contexto de resisténcia e viruléncia da espécie, e o seu cenario no Brasil.

1.4.1 Bases moleculares da viruléncia

A viruléncia é definida como a medida relativa do grau de dano que um micror-
ganismo ¢é capaz de causar ao hospedeiro (Pirofski e Casadevall, [2012). Existem diversos
componentes que contribuem para este fenétipo, desde pequenas moléculas até complexos
proteicos, que sao importantes para a progressao da infeccao, principalmente em ambien-
tes hospitalares Riwu et al.| (2022).

Por isso, as bases moleculares da viruléncia da espécie Klebsiella pneumoniae sao
um foco mundial, com muitos autores trabalhando concomitantemente para sua caracte-

rizacao e compreensao. Tipicamente associadas a IRAS, a bactéria K. pneumoniae possui
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diversos fatores de viruléncia muito importantes para a progressao da infeccao. Sao eles:

a capsula bacteriana, o lipopolissacarideo (LPS), os sideréforos, as fimbrias, as bombas

de efluxo e o sistema de secregao tipo VI (T6SS) (Martin e Bachman, 2018} |Gorrie et al.)

2022).

A ilustracao dos autores |[Paczosa e Mecsas (2016 contida na apresenta

talvez um dos esquemas mais difundidos e estabelecidos das principais caracteristicas e fa-
tores de viruléncia geralmente encontrados em linhagens Klebsiella pneumoniae virulentas
e hipervirulentas. Uma descri¢ao detalhada destes fatores de viruléncia serd apresentada
a seguir.

Type 3 fimbriae

Siderophores:
Enterobactin # Fe3*
Yersiniabactin @ Fe3+

Type 1 fimbriae

Capsule (K1-K78)
LPS

Classical Kp

Hypervirulent Kp

Siderophores:
Enterobactin # Fe3*
Yersiniabactin @ Fe3*
Salmochelin A Fe3*
Aerobactin ® Fe3*

[ERS

Hypercapsule

(K1 & K2) Type 1 fimbriae

Type 3 fimbriae

Figura 2: Esquema dos quatro fatores de viruléncia melhor caracterizados em linhagens Klebsiella pneu-
moniae classicas e hipervirulentas. Sdo eles: a capsula, o LPS, as fimbrias e os sideréforos. As principais
diferencas propostas sao a presenga de hipercipsula mais frequentemente encontradas em linhagens hiper-
virulentas, além da menor variedade de serotipos K encontrados e; a produgao de multiplos sideréforos,

e especialmente dos sider6foros salmochelina e aerobactina que sao raramente encontrados em linhagens

classicas. Fonte: (]Paczosa e Mecsasl, |2016|>.

A cépsula bacteriana (CPS), sintetizada pelo 16cus cps, protege a bactéria de meca-

nismos de defesa do organismo hospedeiro, como por exemplo, a fagocitose por macréfagos

(Cortés et al.,[2002; Miller e Arias|, [2024). Tradicionalmente, podem ser diferenciadas por

variantes alélicas dos genes wzi e wzc, genes bastante conservados no locus cps (Martin e

Bachman|, [2018). Diferencas na sequéncia dos mesmos permitem classificar a bactéria em

77 sorotipos, nomeados de K1 a K77. Mais recentemente, introduziu-se uma nova técnica

de sorotipagem do locus baseada nas combinagoes de presenca e auséncia de genes me-
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nos conservados do lécus, permitindo uma classificacao de maior resolugao em diferentes

K-loci (KLs), nomeados a partir do identificador KL101 (Wyres et al., 2016)).

O lipopolissacarideo (LPS) refere-se a um conjunto de moléculas presentes na mem-
brana externa de bactérias Gram-negativas formadas por um lipideo A conservado, um
oligossacarideo e um antigeno O varidvel, que é um polissacarideo. Além de contribuir
para a estabilidade estrutural da bactéria, estas moléculas apresentam funcao importante
ao auxiliar na resisténcia a agao do sistema complemento do sistema imune do hospedeiro

(Cortés et al., |2002; Martin e Bachman, 2018; Zhu et al. 2021). O LPS é considerado

uma endotoxina e notoriamente reconhecido por mediar o choque séptico causado por
bactérias. Sua sorotipagem em bactérias é realizada por variagoes no antigeno O. Sabe-se
hoje que mais de 80% das infeccoes causadas por Klebsiella sao provenientes dos sorotipos

01, 02, 03 e 05 (Cortés et al., 2002; Martin e Bachman| [2018; |Choi et al., 2020; Zhu|

et all 2021; [Wantuch et al. 2023). Alguns estudos mostram que certos sorotipos estao

relacionados a uma maior viruléncia e letalidade (Zhu et al., 2021).

O ferro é um elemento crucial para os processos metabdlicos da célula bacteri-

ana e, durante a infeccao, bactérias tem acesso limitado a esta molécula devido a sua

concentracao limitada em fluidos extracelulares do hospedeiro (Zhu et al., [2021]). De-

vido a alta afinidade que possuem ao ferro, os sideréforos sao essenciais para as bactérias

durante infecgoes, auxiliando-as na captacao de ferro, garantindo suas necessidades fi-

sioldgicas (Paczosa e Mecsas, 2016} [Zhu et al., 2021)). A espécie Klebsiella pneumoniae

pode codificar diferentes sideréforos, com variados niveis de afinidade ao ferro. Sao eles,

a Enterobactina (Ent), Salmochelina (Sal), Aerobactina (Aer) e Yersiniabactina (Ybt)

(Paczosa e Mecsas|, 2016; |Zhu et al., 2021)). Dentre elas, a Enterobactina é intrinseca e é

codificada por todas as bactérias da espécie Klebsiella pneumoniae. Enquanto isso, con-
siderados nao universais, os outros sideréforos sao geralmente associados a fendtipos de
viruléncia aumentada por propiciarem um “fitness” aumentado durante a infec¢ao (Mar-
tin e Bachman| [2018; |Paczosa e Mecsas|, 2016; Zhu et al.; 2021; Russo et al., 2021; |Gorrie

7'

Durante a infeccao, bactérias necessitam garantir aderéncia a superficies por diver-

sos motivos, como locomogao, formacao de microcolonias, biofilme, entre outros. Nesse

contexto, as fimbrias, ou pili, sao moléculas cruciais para a infeccao bacteriana (Paczosa e
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Mecsas, |2016; |Zhu et al.,[2021)). Destaca-se, em K. pneumoniae, dois tipos de fimbria: 1 e

3. Fimbrias do tipo 1 (fim), expressas quase que universalmente por isolados de Klebsiella

pneumoniae, Sa0 essenciais para a infeccao pois proporcionam esta habilidade de aderir a

superficies bidticas e abidticas (Paczosa e Mecsas, 2016)). Por outro lado, particularmente

encontradas em enterobactérias, as fimbrias do tipo 3 (mrk) s@o cruciais para a formagao

de biofilme (Stahlhut et al.. 2013; [Paczosa e Mecsas, 2016; Martin e Bachman)|, 2018} |Zhu/
2021)). Vale ressaltar toda a sinergia que ocorre entre estes fatores de viruléncia

na bactéria, uma vez que a atividade da fimbria tipo 3 e a formagao de biofilme sao

influenciadas pela disponibilidade de ferro (Zhu et al., |2021)).

Bombas de efluxo, apesar de serem importantes mecanismos de resisténcia como

abordado na [Subsubsecao 1.2.1.1] sao também importantes para a viruléncia da bactéria.

Certas bombas de efluxo, como a bomba AcrAB sao consideradas também fatores de vi-

ruléncia pois auxiliam na sobrevivéncia durante a infecgao bacteriana através da extrusao

de peptideos antimicrobianos do hospedeiro (Paczosa e Mecsas, 2016; Martin e Bachman,

2015).

Bactérias normalmente produzem toxinas e moléculas efetoras que estao associa-

das, por exemplo, a competicao com outras bactérias em situagoes de estresse, ou a sua
viruléncia durante uma infeccao. Para que facam uso deste arcabougo, contam com um
complexo com multiplas proteinas, denominado sistema de secregao tipo VI (T6SS), que

funciona como uma nano-seringa que serve como canal injetor destas moléculas em outras

células (Liu et al. 2017; [Martin e Bachman| 2018; Zhu et al. |2021). Ao permitir esta

injecao, este sistema garante a capacidade de hidrolisar a parede celular, membrana ou

acidos nucleicos de outras células. E um sistema que reage a situagoes de estresse, e pode

ser, por exemplo, induzido positivamente na presenga de antimicrobianos (Liu et al.,|[2017;

Martin e Bachman, 2018; Zhu et al. [2021)). Alguns estudos sugerem que o T6SS pode

conferir vantagens para a sobrevivéncia de linhagens hipervirulentas (Zhu et al., 2021]).

1.4.2 A hiperviruléncia em Klebsiella pneumoniae

Descrito pela primeira vez na década de 1980 no sudeste asidtico (Catalan-Najera

2017), linhagens hipervirulentas de Klebsiella pneumoniae (hvKp) representam uma
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preocupante parcela da populagao desta espécie. Contrastando com linhagens “classicas”
associadas ao ambiente hospitalar e consideradas unicamente oportunistas, as linhagens

hipervirulentas sao capazes de causar infeccoes de alto risco de vida em individuos adultos

saudaveis adquiridas em comunidade (fora de ambientes hospitalares) (Marr e Russo,

2019; Zhu et al., [2021; Ali et al., 2023; [Heng et al. [2024). Dentre elas, destacam-se o

abcesso piogeénico do figado, endoftalmite, meningite e bacteremia. Além disso, infeccoes
causadas por hvKp sao capazes de se difundir em multiplos sitios, como cérebro e olhos

(Catalan-Najera et al., 2017; |Zhu et al., 2021).

Durante muito tempo, a hiperviruléncia foi caracterizada pela identificacao do
fenotipo de hipercapsula, através do “String test” positivo. Consequentemente, esta
pratica, induziu pesquisadores a considerar o fenotipo de hipermucoviscosidade junto com

alguns sorotipos capsulares especificos como um marcador da hiperviruléncia (Paczosa e

Mecsas, 2016; |Zhu et all, 2021} |Ali et al., 2023). Porém, com os crescentes relatos de

“excessoes” a regra, entende-se hoje que apesar de potencializar a viruléncia e ser fre-
quentemente identificado em linhagens hvKp, a hipermucoviscosidade é um fenétipo a
parte e, independente da hiperviruléncia, além de nao ser exclusivo dos sorotipos capsu-
lares K1 e K2 como se acreditava [Figura 2| (Chuang et al., [2013; [Liu et al., 2014} |Cubero|
et al., 2016} [Luo et all 2014} |[Cubero et al., [2016; [Wu et al., 2017} [Catalan-N4jera et al.]
2017; |Zhu et al., 2021; |Gorrie et al.l [2022; Ali et al.l [2023).

Em resumo, este fenotipo hiperviruléncia é muito mais complexo do que se pensava,

e esta associado a diversos fatores diretamente relacionados ao genoma acessério da espécie

(Catalan-Najera et al), 2017; [Martin e Bachman, [2018; Zhu et al., 2021} |Gorrie et al.

2022; Ali et al 2023). Em razao disto, desde 2019, colaboracées internacionais tém

sido realizadas com o intuito de estabelecer novos biomarcadores do fenétipo e melhores

protocolos para identificacdo de hiperviruléncia (Marr e Russo, 2019, |Zhu et al. 2021}
Heng et al., 2024)).

Como resultado destes diversos estudos, atualmente temos um leque mais atua-
lizado de biomarcadores deste fendtipo. No geral, utiliza-se hoje para identificagao do
fenétipo a presenca dos genes iuc (aerobactina), iro (salmochelina), rmpA e/ou rmpA2

em plasmideos (Marr e Russo, 2019; Russo e Marr, 2019; Zhu et al. 2021} Ali et al.|

2023)). Por exemplo, sabe-se que apesar destas linhagens serem capazes de produzir todos
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os diferentes sideréforos, a aerobactina parece ser o biomarcador que desponta devido a
sua alta contribuicao para viruléncia em condigoes experimentais, além de ser prevalente
em hvKp, sendo encontrada em ~90% destas linhagens (Zhu et al., 2021)).

De todo modo, o trabalho de catalogacao de biomarcadores de hiperviruléncia
e desenvolvimento de técnicas para a correta identificacao de linhagens de alto risco é
continuo e seu constante aprimoramento é de extrema importancia para a satide publica
global (Marr e Russo, [2019; Russo e Marr, 2019; [Zhu et al., 2021} (Gorrie et al., 2022; |Ali
et al., 2023; Heng et al., [2024).

1.4.3 A multirresisténcia em Klebsiella pneumoniae

Linhagens de Klebsiella pneumoniae multirresistentes a antimicrobianos (MDR-
Kp) sdo globalmente conhecidas por causarem infecgoes severas e de alta mortalidade
(Gorrie et al., |2017; [Bengoechea e Pessoaj, |2018; [Miller e Arias|, [2024)). Este problema é
ainda mais acentuado pelo fato de que muitos destes isolados sao produtores de carba-
penemases (CpKp, do inglés “Carbapenem-producing K. pneumoniae”), enzimas capazes
de hidrolisar um amplo espectro de farmacos [-lactamicos, como penicilina, aztreonam,
cefalosporinas e carbapenemas. Somado a isso, observa-se um incremento anual na pre-
valéncia de isolados produtores de carbapenemases (Palmeiro et al., 2019; (Calderaro et al.,
2021; |Dos Santos et al., 2024; (Cuicapuza et al., 2024]).

Entre as carbapenemases, as predominantemente detectadas nestes isolados sao
a KPC, NDM e OXA. Por isso, estas trés enzimas constituem importantes marcadores
do fenétipo de resisténcia estendida (XDR, do inglés “extensively drug resistant”) nestes
microrganismos (Theuretzbacher et al., |2021). Dentre elas, os genes da familia NDM,
observados em K. pneumoniae pela primeira vez em 2009 (Yong et al. [2009), sao de
bastante relevancia clinica devido ao seu alto espectro de resisténcia e a velocidade de
disseminacao.

A NDM ¢é uma metalo-g-lactamase classe B que, além de apresentar uma rapida
disseminacao por todo o mundo, confere resisténcia a todas as drogas [3-lactamicas, exceto
o aztreonam (Boyd et al., 2020)). A transferéncia horizontal de genes tem papel fundamen-

tal na disseminacao desta familia génica, e ela ocorre principalmente por plasmideos de
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nove grupos de incompatibilidade (“Inc type”) especificos, como o IncX3, IncFIB, Incll,
entre outros (Dong et al., [2022). Somado a isso, plasmideos carreadores de NDM ge-
ralmente codificam miltiplos genes de resisténcia, aumentando o risco de co-transmissao
(Dong et al., [2022)).

Em termos de similaridade genética, linhagens de K. pneumoniae pertencentes ao
grupo clonal 258 (CG258) sao prevalentes mundialmente e intimamente associadas a disse-
minagao de resisténcia (Wyres et al 2015)). Membros deste grupo tipicamente carreiam
plasmideos contendo [-lactamases de espectro estendido (ESBLs, do inglés “extended
spectrum f-lactamases”) e carbapenemases classe A, como CTX-M e KPC. Por isso, sdo
geralmente considerados de alta relevancia clinica pelo seu potencial de desencadear sur-
tos e por sua ligacao com o surgimento de linhagens XDR e até mesmo pan-resistentes
(PDR) (Wyres et al 2015; [Lee et al., 2016} 2017; [Wang et al., 2018} van Dorp et al.,
2019; |Li et al., [2022; Nakamura-Silva et al., [2022).

Este grupo CG258 é um grande complexo clonal de bactérias que compreende
diversas subdivisoes baseadas em tipagem de sequéncia por multiplos lécus (MLST). O
MLST é talvez uma das técnicas mais difundidas, baseada na identificacao de diferentes
combinagoes de alelos de certos genes essenciais (housekeeping), que permite a definigao
de perfis alélicos denominados “Sequence type” (ST) (Lee, [2017). Dessa forma, o CG258
representa um conglomerado de diferentes STs como o ST11, ST14, ST17, ST20, ST29 e
outros (De Campos et al. 2018; Nakamura-Silva et al., 2021)).

Entre estes diferentes STs, destaca-se as linhagens ST11, um grupo de K. pneu-
moniae MDR de alto risco, produtoras de CTX-M-15 ou CTX-M-14 e de alto sucesso de
disseminacao, principalmente na Asia e América do Sul (Qi et al., [2011; D’Andrea et al.|
2014} [He et al., 2022)). A determinacao exata do surgimento deste ST é bastante desafi-
adora pois o esquema de MLST para Klebsiella pneumoniae sé foi introduzido em 2005
(Diancourt et al. [2005). Todavia, é proposto que os membros do CG258 s@o linhagens
descendentes de um ancestral comum, hoje ST11, que subsequentemente diversificou em
diversas linhagens através de recombinagoes (Wyres et al., [2015)).

Atualmente, o ST11 é considerado como um dos trés STs de K. pneumoniae MDR
mais difundidos globalmente e considerado, na China, como o mais perigoso no pais (He

et al., 2022). No Brasil, um dos primeiros relatos de K. pneumoniae ST11 ocorreu em
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2006, com isolados de Pernambuco e Minas Gerais (Seki et al., |2011). Apesar de incerto,

é possivel que este possa ser também o primeiro relato deste ST na América Latina, uma

vez que outros membros do grupo CG258 comegaram a ser relatados na regiao por volta

do mesmo perfodo (Munoz-Price et al., 2013).

1.4.4 Convergéncia de genes de resisténcia e viruléncia

Em Klebsiella pneumoniae, a plasticidade do genoma acessério é de extrema re-

levancia para o surgimento de linhagens de alto risco, contendo ambos os fenétipos de

hiperviruléncia e multirresisténcia (Holt et al.) 2015; He et al. 2022; Liu et al., |2022;

Shelenkov et all, 2023). Estas linhagens apresentam taxa de mortalidade muito maior

que linhagens “classicas” e, por isso, impoem um tremendo desafio para a satide publica
global. Nao s6 uma preocupagao, esta convergéncia de fendtipos ja é uma realidade com o

nimero de isolados XDR-hvKp aumentando constantemente a cada ano devido principal-

mente a movimentacao de plasmideos (Holt et al., 2015; |Lee et al., [2017; Navon-Venezia)
et all, 2017 |Gu et all, 2018} [Lam et al.| [2021}; [Li et al., 2021} [Zhu et all, 2021} [Liu et al.|,
2022; |He et al., 2022; |Liu et al., 2022; Shelenkov et al., [2023)).

A convergeéncia destes fendtipos acontece de duas maneiras. Linhagens hvKp ad-
quirem elementos genéticos moveis (plasmideos, transposons, etc.) contendo genes de

resisténcia. Ou, quando linhagens multirresistentes adquirem plasmideos de viruléncia

(Russo e Marr, [2019; Zhu et al., [2021; He et al., 2022). Acredita-se que a taxa de aquisigao

de plasmideos de viruléncia por clones MDR seja maior que a de aquisicao de plasmideos

de resisténcia por clones hipervirulentos (Wyres et al., 2019). Barreiras intrinsecas como

a incompatibilidade entre plasmideos e a super expressao da capsula bacteriana podem

ter papel importante nesta observagao (Russo e Marr, 2019; Zhu et al., [2021]). Por isso,

mesmo que ambos os fluxos de movimentacao de genes possam ocorrer, neste contexto,
as linhagens MDR representam um alerta maior devido a maior probabilidade de con-

vergéncia dos fenétipos nestas bactérias.



Secao 1.4. O patdgeno Klebsiella pneumoniae e sua relevancia mundial 17

1.4.5 Monitoramento de linhagens de alto risco no Brasil

Devido ao seu impacto economico e desafios impostos para a saide publica global,
o monitoramento epidemioldgico de linhagens multirresistentes e de viruléncia aumentada
¢ essencial. No Brasil, linhagens CG258 representam uma grande parte dos relatos as-

sociados a IRAS (Azevedo et al., 2019; Aires et al. [2019; Nakamura-Silva et al [2022).

Como discorrido na [Subsecao 1.4.3] linhagens deste complexo clonal sao frequentemente

associadas a movimentacao de diversos genes de resisténcia na América do Sul, incluindo
genes de alta relevancia como o blaNDM.

No geral, entre todos os genes de resisténcia difundidos e detectados em genomas de
Klebsiella pneumoniae isoladas no Brasil, podemos destacar dentre os mais frequentes, os
genes de resisténcia a f-lactamicos (blaxpc-s, blasyv.11, blaoxa-1/2, blarey:1, blacrx-ar-15),
fluoroquinolonas (0qzAB, aac(6’)lb-cr), fosfomicinas (fosA5/6), sulfonamidas (sull), ami-
noglicosideos (aac(3)-1la), trimetropina (dfrA) e tetraciclinas (tetA) (Azevedo et al., 2019;
Aires et al.| [2019; |[Palmeiro et al.,|2019; Andrey et al.; 2019; Longo et al., 2019; Nakamura-
Silva et all 2022). Apesar de menos frequente, provavelmente devido a sua introducao

recente, a deteccao de genes blaNDM ¢é bastante relevante devido ao vasto espectro de

resisténcia que confere a bactéria como discutido anteriormente (Subsecao 1.4.3).

Na América do Sul, o primeiro relato do gene blaNDM ocorreu em 2013, na
Colombia, onde autores descreveram um surto de Klebsiella pneumoniae produtoras de
NDM-1 em uma unidade neonatal (Escobar Pérez et al., 2013)). J& no Brasil, o primeiro
relato do gene também ocorreu em 2013, porém em um isolado de Providencia rettger:
(Carvalho-Assef et al., 2013), mas, logo depois, ja encontrado também em Klebsiella pneu-
moniae (Nava et al.| [2019). J& entre 2017 e 2018, foi relatado o primeiro surto hospitalar
causado por Klebsiella pneumoniae produtoras de NDM (Monteiro et al., 2019). Atual-
mente, como demonstrado por Camargo et al., Enterobacterales produtoras de NDM sao
detectadas em todas as regides administrativas do Brasil (Camargo et al., 2022).

Em seu estudo, (Camargo et al.| ressaltam que o gene blaNDM ¢é detectado, majo-
ritariamente, em plasmideos transferiveis dos grupos de incompatibilidade IncF e IncX3
(Camargo et al., [2022). Estudos recentes tém demonstrado que plasmideos IncX3 sao ex-

tremamente relevantes no contexto do carreamento e disseminagao de genes de resisténcia
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devido a sua alta estabilidade, baixo impacto no “fitness” bacteriano e eficiente habilidade
de conjugagao (Guo et al.| 2022).

Um pouco mais além, um estudo com isolados de Enterobacterales de 2015 a 2022,
incluindo K. pneumoniae, ressaltou que as espécies dessa ordem podem estar passando
por um processo de mudanga na frequéncia detectada de seus genes de resisténcia (Kiffer
et al., [2023). Baseado nos resultados das frequéncias de observagao dos genes, os autores
discorrem que as linhagens parecem estar migrando do gene blaKPC para o blaNDM, o
que ressalta a notoéria propagacao deste gene nos tltimos anos (Kiffer et al., 2023)). E
ainda, corroborando com estudos anteriores (Camargo et al., [2022), os autores sugerem
que plasmideos possuem papel chave no aumento da disseminacao do gene blaNDM.

Além disso, linhagens pan-resistentes do grupo CG258, incluindo resisténcia a dro-
gas de ultimo recurso, como a colistina, ja foram reportados em diferentes localidades no
Brasil (Longo et al 2019; Conceicao-Neto et al., 2022} Fonseca et al., 2023; Gomes et al.|
2023). Em paralelo a todo este cendrio preocupante de multirresisténcia, a disseminagao
de genes de viruléncia também tem aumentado bastante e, consequentemente, também os
relatos de linhagens MDR com viruléncia aumentada. Incluindo linhagens com fendtipo
de hipermucoviscosidade mediada por rmpA (biomarcador de hiperviruléncia), associadas
a altas taxas de mortalidade (Azevedo et all 2019; Ferreira et al., [2019; |Andrey et al.
2019; |Aires et al., 2019; Nakamura-Silva et al., [2022).

Todo esta conjuntura reitera alertas quanto ao surgimento de linhagens multirre-
sistentes capazes de causar infecgoes na comunidade, de alta morbidade, mortalidade, e
talvez intrataveis. No geral, demonstra-se a necessidade de estudos epidemiolégicos de
monitoramento e caracterizagao continuado, como jé realizado por alguns grupos (Aires

et al., 2019; |Azevedo et all 2019; |Gomes et al., [2023)).

1.5 A genomica de bactérias patogenicas

O monitoramento continuado de patdgenos bacterianos é imprescindivel dada a
constante evolugao destes. Estratégias experimentais para sua detecgao e categorizacao
sao constantemente aprimoradas e compreendem diversas abordagens. Por exemplo, a

cultura de amostras clinicas, a caracterizacao fenotipica por testes bioquimicos e mor-
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folégicos, variagoes da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), MLST (multilocus
sequence typing), entre outras (Fournier et al. 2013).

O esquema MLST para Klebsiella pneumoniae foi estabelecido em 2005 e é dispo-
nibilizado através do banco de dados BIGSdb Pasteuff’| (Diancourt et al. [2005). Além de
Klebsiella pneumoniae, este banco de dados também possui esquemas MLST para outras
bactérias, como Fscherichia coli, Bordetella, entre outros.

Apesar de sua utilidade na caracterizacao de populagoes de patdgenos, em nivel
regional ou global, o MLST sozinho nao tem resolucao suficiente para o estudo e compre-
ensdo de sua estrutura genética (Heng et al., 2024). Desta forma, h4 um demanda por
novas abordagens e, neste contexto, a genomica desponta como uma forte aliada.

Em contraste com técnicas experimentais restritas a poucos locus, como o PCR
e MLST, a genomica permite a determinacao completa do catalogo de genes, facilitando
a investigacao de diversos aspectos biologicos, como a identidade do patégeno, dinamica
evolutiva, rotas de introdugao e dispersao, bem como seu potencial metabdlico (Fournier
et al.l [2013; [Lee, 2017; Djaffardjy et al., 2023 [Baker et al., 2023; Djordjevic et al., 2023},
Heng et al., 2024]).

A possibilidade de obter genomas bacterianos completos proporciona uma visao
mais abrangente dos componentes e mecanismos que contribuem para a resisténcia a
farmacos, permitindo uma identificagdo mais precisa dos genes envolvidos (Djordjevic
et al., 2023 Baker et al., 2023; Castaneda Barba et al., 2023)). Ao explorar os detalhes
do genoma bacteriano, abre-se um leque de estratégias mais eficazes para caracterizar e
combater a resisténcia aos antimicrobianos (Baker et al. 2023; Wheeler et al., 2023]).

De fato, a genomica ja tem sido efetivamente utilizada para a investigacao e controle
de surtos e diagnésticos clinicos. Talvez uma das provas atuais mais marcantes de seu uso
tenha sido durante a pandemia do virus SARS-CoV-2 a partir de 2020 (Tosta et al., 2023;
Fokam et al.| 2023]). Destaca-se que, tudo isto sé se tornou possivel devido aos diversos
avancos nas técnicas de sequenciamento de DNA nos ultimos anos.

Estes avancos permitiram o estabelecimento da genomica de populagoes, forne-

cendo um inventario de ferramentas inédito para a detecgao e o estudo populacional de

3https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html
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variagoes genéticas com resolugao em nivel de bases individuais (Baker et al.; 2023} [Whe-
eler et al., 2023; Heng et al., 2024). Neste contexto, diversos estudos tém demonstrado
a relevancia de experimentos de genomica em larga escala para evidenciar fenomenos

importantes.

1.5.1 Genomica de populacoes

Em 2017, Manson et al.| descreveram um estudo de gendémica comparativa utili-
zando 5.310 genomas de Mycobacterium tuberculosis dos cinco continentes para investigar
a dindmica evolutiva de linhagens multirresistentes (Manson et al., 2017). Foi detectado
que linhagens MDR apresentam majoritariamente resisténcia a droga isoniazida antes de
qualquer outra e, por isso, desenvolveram um diagnoéstico para identificar linhagens mo-
noresistentes a isoniazidas como uma estratégia de prevengao ao surgimento de bactérias
MDR (Manson et al., 2017).

Ainda no mesmo ano, (Goldstone e Smith| estudaram 4.022 genomas de FE. coli e
puderam detectar resisténcia intrinseca a sete classes de antimicrobianos. Além disso, de-
tectaram 118 combinacoes de genes de resisténcia a farmacos que nunca ocorriam, a época,
simultaneamente em nenhum dos genomas, representando possibilidades terapéuticas para
o combate de fenétipos MDR (Goldstone e Smith| 2017)).

No ano seguinte, em 2018, Lam et al. investigaram a prevaléncia, evolugao e
mobilidade do gene ybt em Klebsiella pneumoniae (Lam et al., 2018). Identificou-se a
presencga de um elemento genético mével, ICEkp, em um terco da populacao da espécie,
sugerindo a plasticidade fenotipica através de eventos de transferéncia horizontal de genes.
Também estabeleceu-se que o gene ybt é comumente transmitido através de plasmideos
IncFIBg, conhecidos por co-associar cassetes de resisténcia e viruléncia em um tnico
elemento genético de alta estabilidade.

Ja em 2019, [Wyres et al.| compararam >2.200 genomas de Klebsiella pneumoniae
e caracterizaram os 28 grupos clonais mais comuns da espécie (Wyres et al., 2019). Deter-
minaram que clones MDR apresentam maior risco a satide piblica devido a sua maior taxa
de recombinacao, ressaltando a necessidade do estabelecimento de sistemas de vigilancia

genomica para o rastreamento e combate destes clones.
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Paralelamente, ainda em 2019, [Roe et al.| estudaram 107 isolados de Acinetobac-
ter baumanit e constataram que diversos genomas analisados haviam sido erroneamente
classificados como A. baumanii. Demonstraram também que em patdgenos de extrema
plasticidade, cujos genes de resisténcia nao sao conservados entre as linhagens, o uso de
dados transcritomicos sao essenciais para viabilizar o estudo dos mecanismos de resisténcia
na espécie (Roe et al., |2019).

Alguns anos mais tarde, ja em 2022, pesquisadores realizaram uma analise genomica
epidemioldgica retrospectiva de 420 linhagens de Klebsiella pneumoniae produtoras de car-
bapenemases dos anos de 2009 a 2017, provenientes de 70 diferentes hospitais na China
(Li et al., 2022). No estudo, detectaram que o ST prevalente era o ST11, e que a re-
sisténcia a carbapenémicos era conferida principalmente pelo gene blaKPC, codificado
majoritariamente em plasmideos de 5 grupos de incompatibilidade diferentes. Identifica-
ram também certas combinagoes entre serotipo e plasmideos que pareciam garantir uma
maior vantagem fenotipica, facilitando sua disseminacao no pais. Por fim, baseado nos da-
dos genomicos obtidos foram capazes de sugerir tratamentos com combinagoes de drogas
especificas para isolados CG258 e nao-CG258.

Ainda em 2022, pesquisadores analisaram 21 isolados de Klebsiella pneumoniae
do grupo clonal de risco CG258, selecionados entre 2014 a 2016 de quatro hospitais da
cidade de Manaus-AM (Nakamura-Silva et al., 2022). A maioria das linhagens foram
classificadas como multirresistentes além de oito isolados classificados como hipermuco-
viscosos. Os autores ressaltam um cendrio preocupante observado na cidade que pode ter
sido potencializado pelo colapso do sistema publico causado na cidade devido a pandemia
do COVID-19 em 2020, onde diversos pacientes de diferentes regioes foram admitidos na
cidade e submetidos a intensas terapias com antimicrobianos.

Em 2023, |Roy Chowdhury et al| realizaram uma andlise filogendmica de uma
colecao global contendo 925 genomas de Fscherichia coli ST38, provenientes de 38 paises.
No estudo, observaram que o co-carreamento dos genes fyuA e irp2 servia como um
bom indicador da presenca da ilha de hiperviruléencia de Yersinia, uma vez que fora
observado em mais de 60% dos genomas. Além disso, detectaram indicativos de eventos
de transmissao entre hospedeiros, e entre hospedeiro/ambiente (Roy Chowdhury et al.)

2023).
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Recentemente, ja em 2024, no Reino Unido, [Wan et al. realizaram uma analise
integrada de genomica e dados de movimentacao de pacientes (locais e horarios das enfer-
marias) para investigar uma possivel cadeia de transmissao. Os autores foram capazes de
demonstrar um surto mediado por plasmideos, envolvendo multiplas espécies de Entero-
bacterales resistentes a carbapenemas e colistina. Nao sé isso, identificaram enfermarias
de alto risco e possiveis rotas de potencial transmissao cruzada, permitindo uma avaliacao
de risco para evitar tais eventos (Wan et al., [2024)).

Hoje, com todos os exemplos disponiveis, é indubitavel que a epidemiologia genoémica
assume um papel de destaque nos esforcos para investigar a evolugao da resisténcia e vi-
ruléncia bacteriana, e caracterizar e compreender os mecanismos de resisténcia, proporci-
onando dados para o desenvolvimento de terapias mais eficientes (Hendriksen et al., [2019;
Kan et al., 2018} Carter et al., 2022; |Stockdale et al.| 2022; Baker et al.| [2023; Djordjevic
et al., [2023). Somado a isso, o estabelecimento de redes de vigilancia gendmica e di-
agnéstico rapido podem se tornar pilares para esforcos de contencao de surtos de doencas
infecciosas em estagios precoces de modo a diminuir seus impactos na satide ptblica global
(Chiu e Miller, |2019). Desta forma, é notério que estas abordagens genoémicas torna-se-ao
ainda mais frequentes e, hoje, pode-se dizer que o maior gargalo nao se encontra mais na
geracao de dados, mas sim no processamento, armazenamento e integracao destes dados

(Muir et al.| 2016; Stockdale et al., 2022; Baker et al., |2023).

1.6 Processamento e interpretacao de dados genomicos

Presenciou-se nos tltimos anos uma revolugao nas tecnologias de sequenciamento
de DNA de nova geracao (NGS), reduzindo seu custo exponencialmente e aumentando a
qualidade e amplitude das técnicas. Isto transformou a genomica, e tem gradualmente tor-
nado o sequenciamento em um servigo mais acessivel para pesquisadores, democratizando
0 acesso a técnica. Entre as plataformas de sequenciamento atuais, destacam-se como
talvez as mais importantes devido sua ampla adocao, as plataformas Illumina, Pacbio e
Oxford Nanopore (Koren e Phillippy, 2015).

Em qualquer estudo genomico, estes dados de sequenciamento s6 podem ser inter-

pretados e biologicamente contextualizados através da bioinformatica (Djaffardjy et al.,



Secao 1.6. Processamento e interpretagao de dados genémicos 23

2023; Baker et al.,|[2023). Para isso, diversas ferramentas computacionais sdo empregadas,
sequencialmente, de modo a resolver uma cadeia de etapas analiticas. Atualmente, es-
tas andlises bioinformaticas consomem consideravelmente mais tempo e recursos humanos
do que o préprio processo de sequenciamento. Além disso, é comum que essas analises
sejam subestimadas nos célculos totais de custos, apesar de representarem uma parcela
significativa dos mesmos (Muir et al., [2016; Baker et al., 2023).

Por isso, ao mesmo tempo que as novas técnicas de sequenciamento democratizam
a genomica e permitem a sua aplicagao regular em laboratérios de microbiologia, também
introduzem uma lacuna quanto a anélise efetiva dos dados (Muir et al., 2016; Stockdale

et al., |2022; Djaffardjy et al., 2023; Baker et al., 2023).

1.6.1 Protocolos computacionais automatizados

Em uma anélise de bioinformética, o conceito de protocolo computacional (pi-
pelines) é definido pelo fluxo de dados em uma sequéncia de etapas necessérias para a
conversao de dados brutos em resultados analiticos, através do encadeamento de progra-
mas (Griining et al., 2017).

No inicio, era comum utilizar-se de scripts em linguagens de programagao para
a implementacao de pipelines. Porém, estes geralmente careciam de pontos importan-
tes para a reprodutibilidade e escalonamento de andlises, que sao: a abstracao de de-
pendéncias e a habilidade de recomecar a andlise a partir de pontos de interrupgao sem a
necessidade de reexecutar etapas bem-sucedidas (Leipzig, 2016)).

Nos ultimos anos, diversos sistemas especializados e automatizados de gerencia-
mento de pipelines que apresentam solugoes para estes problemas tém sido desenvolvidos
(Tabela 1)) e, cabe ao pesquisador, definir qual sistema melhor se enquadra sob suas de-
mandas (Strozzi et al., 2019; Djaffardjy et al., 2023). Estes sistemas fornecem uma sintaxe
padronizada e inteligivel das etapas a serem executadas de acordo com as dependéncias de
dados entre estes (Perkel, 2019). Ao mesmo tempo, permitem a tolerancia de erros (algo
bastante frequente em protocolos computacionais) e reinicio no ponto de interrupgao,
proporcionando pipelines robustos e escalonaveis (Leipzig, [2016; |Perkel, |2019; |Djaffardjy

et al., 2023). Todas essas caracteristicas sao fatores essenciais para garantir a reprodu-
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tibilidade e portabilidade de analises bioinformaticas, o que viabiliza e potencializa os

estudos genomicos.

Tabela 1 - Exemplos de alguns dos principais sistemas de gerenciamento de pipelines da atualidade,

comparando-os quanto a sua linguagem de programacao base e se possui ou nao interface grafica agregada.

Nome Linguagem Interface grafica Referéncia

CWL CWL Nao 10.6084/m9.figshare.3115156.v2
Galaxy Python Sim 10.1093/nar/gky379

Nextflow  Groovy Nao 10.1038/nbt . 3820

Snakemake Python Nao 10.1093/bioinformatics/bts480

1.6.2 Tecnologia de contéineres

Apesar de toda a melhoria quanto a implementacao de tarefas, a instalacao dos
programas analiticos requeridos ainda pode ser uma grande barreira para a execucao de
pipelines. Uma das caracteristicas dos programas de bioinformatica é que a grande maioria
requer o sistema operacional Linux para sua instalacdo e execucdo. A necessidade do
conhecimento Linux para instalagao e gerenciamento de dependéncias destas ferramentas
traz um problema para sua utilizagao por usudrios nao especialistas.

Diante deste cenario, um conceito cada vez mais utilizado é o de contéineres com-
putacionais, que consistem em ambientes isolados que encapsulam programas e suas de-
pendéncias em um ambiente virtual dentro do sistema operacional do usudrio (ex: Win-
dows), mas que sdo executados transparentemente como se estivessem em um sistema
operacional de origem (ex: Linux). Dentre as tecnologias de contéineres mais utilizadas
atualmente temos o Docker® (Merkel, [2014)) e Singularity (Kurtzer et al., 2017).

Este arcabougo permite que desenvolvedores criem pipelines com blocos indepen-
dentes e autossuficientes dedicados a suas aplicacoes, que podem ser executados em qual-
quer sistema operacional. Desta forma, tem-se uma grande melhoria na distribuicao de
programas, pois a instalacao de todo o ambiente de execucao fica a cargo do desenvol-

vedor, que disponibiliza o contéiner para a comunidade (Boettiger, 2015; |Griining et al.,

2018).
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A distribuicao de pipelines acoplados a contéineres garante maxima portabilidade
(execugao em diversas plataformas), além de abstrair o complexo processo de instalagao
das ferramentas pelo usudrio final (Boettiger, 2015). Um exemplo de sistema de geren-
ciamento automatizado de pipelines que integra transparentemente os contéineres é o

Nextflow (Di Tommaso et al., [2017)), que ¢é descrito a seguir.

1.6.3 Nextflow

Nextflow é uma linguagem de dominio especifico (DSL, do inglés “Domain Specific
Language”) desenvolvida especificamente para a descri¢ao e gerenciamento de pipelines
(Di Tommaso et al., [2017)).

Analises de bioinformatica geralmente envolvem a utilizacao de uma grande quan-
tidade de programas. Cada um destes, possuem suas proprias peculiaridades, arquivos de
entrada e arquivos de saida diferentes. O Nextflow, executa cada tarefa em um ambiente
isolado, o que permite o facil gerenciamento dos arquivos requeridos por cada programa
e a rastreabilidade de erros.

Este sistema, conta com canais dedicados e independentes para a transmissao de
arquivos entre processos (tarefas), o que facilita a execugao de programas em paralelo. O
Nextflow, aplica o paradigma de fluxo de dados e somente inicia uma tarefa quando seus
arquivos de entrada sao recebidos e, por isso, um processo nunca sera executado enquanto
seu arquivo de entrada nao for gerado. Assim, é possivel criar, de maneira simples, um
fluxo de trabalho complexo com tarefas interdependentes em paralelo.

Em funcao de seu sistema de gerenciamento de trabalhos, Nextflow é capaz de
tolerar erros de modo que a execucao seja pausada assim que algum problema aconteca.
Desta maneira, permite-se que o usuario seja capaz de identificar o local exato do pro-
blema, corrigi-lo, e reiniciar o pipeline do ponto em que parou, sem que seja necessario
refazer as analises bem sucedidas.

Além disso, essa ferramenta é completamente integrada as tecnologias Docker e
Singularity, permitindo incorporar rapidamente contéineres computacionais de maneira
automatica. Nextflow se encarrega de montar, executar e desacoplar estes contéineres

no momento de sua execucao, tudo feito sem a intervencao do usudrio, simplificando e
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automatizando a execucao do pipeline e instalagdo de suas dependéncias (Di Tommaso
et al., 2017; Djaffardjy et al. 2023).

Como um todo, Nextflow disponibiliza um sistema de gerenciamento de trabalhos
que facilita a implementacao, comunicacao entre processos, paralelizagao, rastreabilidade
de erros e o gerenciamento de pipelines.

O Nextflow, e outras ferramentas de desenvolvimento de pipelines como Snake-
make, oferecem uma forma inovadora para a consolidacao de andlises bioinformaticas,
representando o atual direcionamento do desenvolvimento de ferramentas computacionais
na area. Isto porque as tratam como verdadeiros protocolos computacionais que aderem
as melhores praticas de gerenciamento de dados cientificos, os chamados principios FAIR

(do inglés, “Findable, Accessible, Interoperable, Reusable”) (de Visser et al., [2023)).

1.7 Pipelines de genomica bacteriana

Ao longo dos anos, inimeros pipelines especializados em genomica bacteriana fo-
ram implementados de diversas maneiras e com diferentes objetivos, podendo ser dividi-
dos quanto as formas de distribuicao, sistema operacional requerido, tipo de dado aceito,
etc. Além disso, nao necessariamente sao capazes de realizar todas as etapas de estu-
dos genomicos. Alguns, por exemplo, podem ser bastante especializados em algumas
tarefas, como PGAP (Li et al., 2020) e DFAST (Tanizawa et al 2018)), especificos para
a anotacao de genomas. O primeiro, oferecido pelo NCBI, é bastante utilizado para a
anotacao automatica de genomas submetidos ao banco de dados GenBank. Ja o segundo,
foi desenvolvido para facilitar a submissao de genomas ao banco de dados DDBJ.

Avaliando-os em linha do tempo, é possivel perceber que estes pipelines foram ado-
tando as caracteristicas e tendéncias de cada época, de modo que se percebe um progresso
na robustez das ferramentas, como mostrado na[Tabela 2| Atualmente, existem pipelines
como ASA3P (Schwengers et al. 2019), Bactopia (Petit e Read, 2020) e bacass (Peltzer
et al., [2019) que agregam estas novas tendéncias do desenvolvimento e compartilhamento
de pipelines através de contéineres e sistemas de gerenciamento de execugao. Estes sao
capazes de montar e anotar genomas utilizando leituras curtas e longas. Além disso, o

Bactopia possui uma particularidade que permite o pipeline ser executado por completo,



Secao 1.7. Pipelines de genémica bacteriana 27

ou somente uma unica ferramenta por vez.

No entanto, a grande maioria dos pipelines sao anteriores a estes conceitos, com
poucas opgoes de escolha dos programas incluidos, ou seja, as analises sao pré-determinadas
e sem flexibilidade. Além disso, cada pipeline foi implementado com diferentes objetivos
em mente e, consequentemente, produzindo diversos resultados diferentes, ainda que com-
partilhem a implementagao de algumas mesmas anélises. Todas estas diferengas de imple-
mentagoes e restri¢coes transformam a escolha do pipeline ideal em um processo laborioso
e pouco trivial.

Deste modo, ainda existe espago para pipelines genéricos e de simples execucao,
que apresentem ao usuario multiplas escolhas de programas, capazes de produzir diversos
resultados significativos para a grande maioria dos cendrios analiticos, seja no contexto
clinico ou de ecologia microbiana, dentre outros. Finalmente, além de executar uma série
de programas, os pipelines devem proporcionar ao usuario final um ambiente dinamico de
manipulacao e investigacao dos resultados de modo a facilitar a interpretacao dos dados.
Neste quesito, a maioria das solugoes de software mostrados na ¢ deficiente e

abre uma lacuna para ser explorada no contexto da genomica bacteriana.

Tabela 2 - Exemplos de alguns dos principais pipelines de genémica bacteriana disponiveis atualmente.
Estes sao categorizados na tabela de acordo com o tipo de tarefa realizada (montagem, anotacdo ou
hibrido) e a sua forma de execu¢do (web ou local). Tarefa “hibrida” indica a habilidade de executar

diferentes etapas de montagem e anotacao.

Nome do programa Tipo (tarefa) Execucao Referéncia (DOI)

ASA3P Hibrido Local 10.1101/654319

bacass Hibrido Local 10.5281/zenodo . 3574476
BacPipe Hibrido Local 10.1016/j.isci.2019.100769
BacSeq Hibrido Local 10.3390/microorganisms11071769
Bactopia Hibrido Local 10.1128/msystems.00190-20
DFAST Anotacao Local e web 10.1093/bioinformatics/btx713
MEGAnnotator Hibrido Local 10.1093/femsle/fnw049

MICRA Anotagao Web 10.1186/s13059-017-1367-2
MyPro Hibrido Local 10.1016/j.mimet.2015.04.006
PATRIC (RAST) Hibrido Web 10.1007/978-1-4939-7463-4_4
PGAP Anotacao Local e web 10.1093/nar/gkw569

TORMES Hibrido Local 10.1093/bioinformatics/btz220
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Objetivos

2.1 Objetivo geral

Desenvolver protocolos computacionais robustos para padronizar e automatizar o
pré-processamento, montagem e anotacao de genomas procaridticos e utiliza-los para a

analise completa de isolados bacterianos multirresistentes a antimicrobianos.

2.2 Objetivos especificos

e Reformular e aprimorar pipelines computacionais genéricos de anélise de geno-
mas procaridticos prototipados anteriormente (de Almeidal, 2020) para torna-

los mais robustos e acessiveis para a comunidade

e Conceitualizar e desenvolver aplicacao web para integracao completa dos re-
sultados de anotagao genomica, para prover uma plataforma visual para ex-

ploracao e consolidagao dos resultados

e Aplicar os pipelines para a andlise e caracterizagao de dados de sequenciamento
de genomas de isolados multirresistentes de Klebsiella pneumoniae do Hospi-
tal Universitario de Brasilia, visando adquirir maior detalhamento genético e
melhor compreender essas bactérias causadoras de infecgoes no hospital, com

foco em genes e caracteristicas de relevancia clinica

e Realizar um estudo de genomica comparativa retrospectiva incluindo outras
linhagens brasileiras de K. pneumoniae para verificar a dinamica de aquisicao

e persisténcia de genes de resisténcia e viruléncia
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3.1 Desenvolvimento dos pipelines

Os protocolos computacionais desenvolvidos e apresentados neste trabalho sao em-
basados nos protétipos criados durante meu projeto de Mestrado (de Almeida; [2020).
Neste trabalho, reformulou-se completamente todos os pipelines de modo a aderir a
padroes de qualidade de desenvolvimento de software (Ewels et al., 2020]), bem como
se adicionou uma série de novas funcionalidades para fornecer uma exploragao abrangente
de diversos aspectos da genomica bacteriana, partindo de dados brutos de sequenciamento
até anotagao funcional do genoma (Almeida et al., [2023)).

Toda a légica de implementacao, médulos analiticos disponibilizados, operacao,
dependeéncias, versionamento e documentagao estd completamente delineada em artigo

publicado em 2023 (Almeida et al., 2023)), incluido neste trabalho como Apéndice.

3.1.1 Implementacao

Os protocolos computacionais foram implementados utilizando a linguagem de
dominio especifico Nextflow (Di Tommaso et al., [2017)), uma ferramenta especializada
para a definicao e gerenciamento de pipelines complexos. Foram utilizados diversos con-
ceitos discutidos e estabelecidos pela comunidade nf-core (Ewels et al., [2020). Dentre
estes, ressalta-se: (i) suporte para execugao através de contéineres; (ii) utilizacao de ver-
sionamentos de cédigo e contéineres; (iii) adocao da estrutura de cddigo estabelecida
pela comunidade; (iv) disponibilizagdo de testes minimos para avaliagdo da ferramenta,
(v) documentagao detalhada.

Para o desenvolvimento dos pipelines, diversos scripts foram desenvolvidos para

intermediar o processamento e compilacao de resultados, de modo a serem utilizados
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para a geracao de arquivos graficos e de relatérios. Com isso, diversas linguagens de
programagcao foram utilizadas, como Python E], R E] e Groovy ﬂ Todos os programas,
scripts e dependéncias foram empacotados em imagens Docker® para garantir a distri-
buigao uniforme dos pipelines independente do sistema operacional disponivel (Merkel,
2014; Boettiger, 2015).

Para garantir flexibilidade e seu uso em diversos cendrios, além da andlise de ge-
nomas procarioticos, o fluxo computacional foi dividido em trés pipelines independentes.

Desta forma, desenvolveu-se os seguintes pipelines:

1. ngs-preprocess: para pré-processamento e controle de qualidade de dados bru-

tos de sequenciamento de DNA;
2. MpGAP: para a montagem de genomas;

3. Bacannot: para a anotacao de genomas procariéticos

Os dois primeiros podem ser utilizados sequencialmente (ou nao), para qualquer
projeto de sequenciamento de DNA, independente do organismo. Ja o pipeline de anotacao
é especifico para genomas procarioticos.

A arquitetura geral dos pipelines encontra-se delineada na [Figura 3| e a imple-

mentagao de cada um deles serd detalhada de forma sucinta nas préximas segoes.

!https://www.python.org/
2https://www.r-project.org/
3https://groovy-lang.org/
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Figura 3: Visao geral do fluxo de trabalho dos pipelines. Estes sao dividido em trés médulos que sao
executados separadamente, na seguinte ordem: (i) pré-processamento de dados brutos de sequenciamento
com o pipeline ngs-preprocess; (ii) montagem de genomas com o pipeline MpGAP; (iii) anotagao de geno-
mas com o pipeline Bacannot. Os diferentes arquivos de entrada aceitos pelos pipelines sao representados
por losangos de fundo branco, demarcando os possiveis pontos de inicio de execugao, enquanto losangos
de fundo cinza, demarcam o final de cada pipeline. Fonte: |Almeida et al.| (2023)).
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3.1.2 Pipeline de pré-processamento: “ngs-preprocess”

O pipeline “ngs-preprocess” é capaz de realizar varias etapas de controle de quali-
dade necessarias para a avaliacdo de dados de sequenciamento de DNA de nova geracao
(NGS). O pipeline aceita dados de leituras de sequenciamento de diversas plataformas
NGS, como leituras curtas (plataforma Illumina") e longas (plataformas PacBio e Oxford
Nanopore). Os arquivos de sequenciamento podem estar disponiveis em armazenamento
local, armazenamentos remotos (ex: o servigo de nuvem S3 da Amazon), ou ainda, dire-
tamente do repositério publico “Sequence Read Archive” (SRAED. No ultimo caso, caso
uma lista de identificadores do SRA seja fornecida, os dados brutos de sequenciamento
(no formato FASTQ) sdo automaticamente baixados localmente.

Todas as etapas analiticas do pipeline sao determinadas automaticamente depen-
dendo do tipo de leitura utilizado ou por configuracoes definidas pelo usuario. Essas
etapas incluem verificacao de contaminagao por outros organismos, remoc¢ao de adapta-
dores e regices de baixa qualidade de bases, demultiplexacao, conversao de arquivos e
geragao de relatérios gréficos (Figura 4). As versoes das ferramentas e suas aplicagoes sao
detalhadas na Tabela 1 do artigo em Apéndice (Almeida et al., 2023).

O produto final deste pipeline é um diretério contendo:

e as leituras de sequenciamento pré-processadas, organizadas por tecnologia de

sequenciamento;

e os resultados intermediarios de checagem de qualidade e metadados produzidos

pelas ferramentas executadas, organizados por amostra;

e um arquivo de entrada (“samplesheet”) pré-configurado para encadeamento

com o pipeline “MpGAP”

Em termos gerais, estes resultados podem ser utilizados em qualquer projeto de

sequenciamento NGS, inclusive para andlises de transcritomas (RNA-seq) e metagenomas.

4https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra
>https://en.wikipedia.org/wiki/FASTQ_format
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Figura 4: Visado geral do fluxo de trabalho desempenhado pelo pipeline “ngs-preprocess” e todas as
etapas analiticas disponibilizadas. Detalha-se na figura as diferentes ferramentas e etapas adotadas pelo
pipeline dependendo do tipo de arquivo bruto recebido e do tipo de tecnologia de sequenciamento. Todos

os diferentes arquivos de entrada aceitos pelo pipeline e respectivos pontos de inicio de processamento

sao representados pelas formas geométricas especiais de fundo verde. Fonte: |A1meida et al.| (]2023[).
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3.1.3 Pipeline de montagem de genomas: “MpGAP”

O pipeline “MpGAP” para montagem de novo de genomas foi desenvolvido para ser
independente da plataforma de sequenciamento e do organismo. Este realiza montagens
usando apenas leituras curtas, apenas leituras longas, bem como as denominadas monta-

gens hibridas, que utilizam uma combinacao de dados de tecnologias de sequenciamento

(Figura 5)). Na |[Figura 5| detalha-se todas as ferramentas de montagem (“assemblers”) e

de correcao de erros de sequenciamento (polimento) que podem ser utilizadas em cada

estratégia de montagem.
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Figura 5: Visao geral do fluxo de trabalho desempenhado pelo pipeline “MpGAP” e todas as etapas
analiticas disponibilizadas. Todos os diferentes arquivos de entrada aceitos pelo pipeline e respectivos
pontos de inicio de processamento sao representados pelas formas geométricas especiais de fundo verde.

Da esquerda para a direita, exemplifica-se os fluxos de trabalho unicamente de leituras curtas, hibrido e

unicamente de leituras longas. Fonte: |A1meida et al.| (]2023[).

Dependendo da combinagao de dados de entrada fornecida pelo usuario, o pipeline
seleciona automaticamente todos os modos de montagem possiveis, as quais podem ser
especificas para um perfil de leituras (curtas ou longas) ou sua combinagao com duas

estratégias para a montagem hibrida de genomas:

e estratégia direta onde todos os dados sao entregues a montadores especializa-

dos que nativamente realizam a montagem hibrida
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e cstratégia indireta, onde as leituras longas sao primeiramente montadas isola-
damente por montadores especializados e, em seguida, erros de sequenciamento

sao corrigidos utilizando leituras curtas de alta qualidade

Por fim, o pipeline realiza uma etapa de controle de qualidade onde coleta es-
tatisticas das montagens e as condensa em relatério unificado. As versoes das ferramen-
tas e suas aplicagoes sao detalhadas na Tabela 2 do artigo em Apéndice (Almeida et al.,
2023).

O resultado final do “MpGAP” é um diretério contendo:

e todos os genomas produzidos, incluindo genomas antes e depois do polimento,

organizados por amostra;

e todos os arquivos de checagem de qualidade de cada uma das montagens,
incluindo compilagao em relatério MultiQC (Ewels et al., [2016)) e arquivo de

texto para comparagao, organizados por amostra;

e um arquivo de entrada (“samplesheet”) pré-configurado para encadeamento

com o pipeline “bacannot”

3.1.4 Pipeline de anotacao de genomas procarioticos: “Bacannot”

O pipeline “bacannot” é especializado na anotacao de genomas procarioticos, abran-
gendo etapas como a predicao de genes, anotacao de familias génicas, elementos genéticos
moveis e identificacao de caracteristicas clinicamente relevantes. A principal caracteristica
deste pipeline foi seu desenvolvimento focado em auxiliar usuarios menos familiarizados
com as ferramentas a investigar e interpretar seus resultados. O fluxo de trabalho com-

pleto realizado pelo pipeline, incluindo etapas obrigatérias e opcionais ¢ resumido na

Fizma o)
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Figura 6: Visao geral do fluxo de trabalho desempenhado pelo pipeline “Bacannot” e todas as etapas
analiticas disponibilizadas. Detalha-se na figura as diferentes tarefas de anotagdo: (i) genéricas, isto é,
comuns para quaisquer linhagens; (ii) especializadas, que utilizam bancos de dados bastante especificos e
geralmente sdo mais relevantes para linhagens clinicas. Além disso, detalha-se também todos as formas
de visualizacdo dos resultados geradas pelo pipeline. Todos os diferentes arquivos de entrada aceitos
pelo pipeline e respectivos pontos de inicio de processamento sao representados pelas formas geométricas
especiais de fundo verde. Fonte: |Almeida et al.| (]2023[).
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Ao final de sua execucao, o pipeline gera relatorios dinamicos e interativos de
toda a anotagao, juntamente com um navegador genomico para garantir a andlise dos
resultados em seus contextos genomicos (Almeida et al., 2023). Adicionalmente, o pipeline
processa todos os elementos genéticos anotados e incorpora a anotagao completa em um
banco de dados relacional SQIE] (do inglés “Structured Query Language”) para permitir
a manipulagao estruturada dos resultados.

Desta forma, para complementar o pipeline visando facilitar a exploracao destes
resultados, desenvolveu-se uma aplicacao web personalizada utilizando o “framework R
Shiny” (Chang et al. 2024) que utiliza como base o banco de dados SQL gerado pelo
pipeline, fornecendo uma plataforma completa para a integragao e andlise dos resultados.

Esta plataforma oferece aos usuarios diversos recursos adicionais como filtragem
dinamica de anotacoes, bem como uma funcionalidade de busca de similaridade de sequéncia
(BLAST) (Camacho et al., 2009), a qual é integrada com uma interface grafica para
execucao e visualizagao dos resultados produzidos utilizando a ferramenta SequenceSer-
ver (Priyam et al., [2019). Além do uso interativo através desta plataforma, usudrios
podem opcionalmente fornecer bancos de dados personalizados (com genes de interesse)
em arquivos FASTA como entrada para o pipeline, que utilizard estas sequéncias para
anotagao direcionada com BLAST+ (Camacho et al. 2009) e integrara estes resultados
adicionais em relatérios dinamicos, assim como os demais.

Da mesma maneira que as demais dependéncias do pipeline, esta plataforma também
encontra-se encapsulada e distribuida através de imagens Docker. As versoes das ferra-
mentas e suas aplicagoes, bem como todos os bancos de dados incluidos sao detalhados

na Tabela 3 do artigo em Apéndice (Almeida et al., [2023]).

3.2 Estudo de caso de isolados bacterianos multirresistentes

Para demonstrar a utilidade dos pipelines desenvolvidos realizou-se um estudo
de caracterizagao genomica de isolados bacterianos com relevancia para o problema de
resisténcia a antimicrobianos. Os métodos experimentais e computacionais deste estudo

sao descritos a seguir.

6https://en.wikipedia.org/wiki/SQL
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3.2.1 Isolamento e teste de suscetibilidade

Foram obtidos trés isolados de Klebsiella pneumoniae pertencentes a colegao do La-
boratério de Andlises Moleculares de Patégenos da UnB (LAMP/UnB), coordenado pela
professora Tatiana Amabile Campos. As trés linhagens utilizadas (KpBSB56, KpBSB60
e ECR) encontram-se descritas na e foram isoladas a partir de culturas micro-
bianas obtidas de um Hospital tercidrio (Hospital Universitério de Brasilia - HUB/UnB)
em Julho de 2021. O isolado KpBSB56 foi obtido de drenagem de secrecao de um paci-
ente de 45 anos; KpBSB60 isolado de urina de uma paciente de 80 anos; e ECR isolado
de lavagem peritoneal de uma paciente de 41 anos. O sistema MicroScan® (Beckman
Coulter) foi utilizado para a identificagdo microbiana e teste de suscetibilidade a antimi-
crobianos. Adicionalmente, a resisténcia a Polimixina B foi testada através do teste de
concentragao inibitéria minima (MIC), como recomendado pelo CLSI (do inglés, “Clinical

& Laboratory Standards Institute”).

Tabela 3 - Metadados gerais dos isolados bacterianos analisados neste estudo. Na tabela, apresenta-se a
colegao da qual estes isolados fazem parte, a fonte de isolamento e a idade e sexo dos pacientes dos quais
estas bactérias foram isoladas.

Isolados  Fonte de isolamento Idade do paciente Sexo do paciente Colecao

KpBSB56 Drenagem de secrecao 45 Masculino LAMP
KpBSB60 Urina 80 Feminino LAMP
ECR Lavagem peritoneal 41 Feminino LAMP

3.2.2 Extracao de DNA e sequenciamento

A extragao de DNA total foi realizada conforme descrito por /Ausubel et al.| (1992)
e a sua quantificacio foi feita utilizando o equipamento Nanodrop . O sequenciamento de
DNA foi realizado utilizando leituras longas e curtas. O sequenciamento de leituras longas
por nanoporo foi realizado em Janeiro de 2022 utilizando a plataforma Ozford Nanopore
MinION, coordenado por Rodrigo de Paula Baptista da Universidade da Gedrgia (EUA).
As cepas foram multiplexadas com o kit “Rapid Barcode Prep. Kit” e sequenciadas em

duas “flowcells” R9.4. O sequenciamento de leituras curtas foi realizado pela empresa
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Beijing Genomics Institute (BGI) (Shenzhen, China) em Agosto de 2022, utilizando a
estratégia de leituras pareadas (paired-end) com 150 pares de base em uma plataforma

DNBseq ®.

3.2.3 Genomas publicos adicionais

Outros isolados brasileiros foram selecionados para permitir analises comparativas
com nossas linhagens (Tabela A.1] Material Suplementar). Dentre eles selecionou-se,

manualmente:

e todos os genomas de linhagens de Klebsiella pneumoniae de um estudo que
investigou a prevaléncia do gene blaNDM (New Delhi metallo-5-lactamase) no

Brasil de 2015 a 2021 (Camargo et al., |2022)

e um conjunto de dados brutos de sequenciamento de Klebsiella pneumoniae
isolados em Brasilia entre 2010 e 2014 (Lee et al., [2021) para comparacao

temporal

e duas linhagens sequenciadas por nosso grupo de pesquisa para comparacao
local, KpBSB31 isolada no mesmo Hospital tercidrio (De Campos et al., |2018))
e KpV3 isolada no lago Paranod (Janssen et al., 2021)

3.2.4 Analise computacional
3.2.4.1 Pré-processamento

As leituras curtas foram entregues pré-processadas pela empresa BGI, incluindo
remocao de sequéncias adaptadoras, contaminacao e sequéncias de baixa qualidade (<Q20).
As leituras longas brutas foram pré-processadas através do pipeline ngs-preprocess v2.4
(Almeida et al., 2023). Através dele, porechop v0.2.4 (Wick et al., [2017)) foi utilizado
para remocao de sequéncias adaptadoras, nanofilt v2.8.0 para a filtragem de leituras de
baixa qualidade e nanostat v1.6.0 para checagem da qualidade das leituras, ambos parte
do pacote NanoPack (De Coster e Rademakers, [2023). As leituras longas foram filtra-

das baseadas em qualidade (>10) e tamanho (>750), através da configuragao do pipeline
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ngs-preprocess com os parametros “--lreads_min_length” e “--Ireads_min_quality”, respec-

tivamente.

3.2.4.2 Montagem de genoma

Leituras curtas e longas foram montadas através do pipeline MpGAP v3.1.4 (Al-
meida et al., [2023). As leituras foram montadas de forma hibrida, onde as leituras lon-
gas foram primeiramente montadas com Flye v2.9 (Kolmogorov et al., 2019)) seguido
da corregao de erros (polimento) usando leituras curtas com Pilon v1.24 (Walker et al.)

2014). Este modo de montagem ¢ selecionado no pipeline ao definir o parametro “--

> como “27.

hybrid _strategy’

O isolado KpBSB60, devido a baixa qualidade observada de suas leituras longas,
foi adicionalmente montado utilizando somente as leituras curtas, também através do pi-
peline MpGAP com parametros padrdo. Nesta estratégia, o programa Shovill [] v1.1.0
foi utilizado tendo o programa Skesa v2.4.0 (Souvorov et al., 2018) como seu montador
base (“core assembler”). Em seguida, ji sem auxilio do pipeline, foi realizado um scaf-
folding destas sequéncias utilizando as leituras longas disponiveis através do programa
LongStich v1.0.4 (Coombe et al., 2021)), com parametros padrao. Finalmente, outras fer-
ramentas especializadas, como MOB-suite v3.1.7 (Robertson e Nash| 2018) e PLASMe
v1.1 (Tang et al., [2023), foram utilizadas com parametros padrao para tentar reconstruir

os plasmideos deste isolado.

Os dados publicos de isolados de Brasilia (Lee et al} 2021)) utilizados para genoémica

comparativa (Subsubsegao 3.2.4.4]) encontram-se disponibilizados somente como dados

brutos de sequenciamento e, por isso, tiveram seus genomas montados com Shovill e
Skesa, como descrito para KpBSB60.

A qualidade das montagens foi avaliada pela quantidade de genes essenciais espe-
rados que sao encontrados na montagem. Para isto, utilizou-se o programa BUSCO v5.5.0
(Manni et al., [2021) com parametros padrao e seu banco de dados de genes essenciais da
Ordem Enterobacterales (versao odb10). Finalmente, a circularizagdo dos genomas foi

avaliada com a ferramenta circlator v1.5.5 (Hunt et al.| [2015)) e erros de montagens foram

"https://github.com/tseemann/shovill
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verificados com CRAQ v1.0.9 (Li et al., 2023), ambos utilizando seus parametros padrao.

3.2.4.3 Anotagao de genoma

Todos os genomas utilizados foram anotados usando o pipeline bacannot v3.1.5
(Almeida et al., [2023)). Os bancos de dados requeridos pelo pipeline foram obtidos em
Maio de 2022. O pipeline executou Prokka v1.14 (Seemann, 2014) como base de sua
anotacao e o banco de dados da ferramenta foi incrementado com a biblioteca publica do
NCBI, PGAP (Li et al., [2020)), ao usar o parametro “--prokka_use_pgap” no pipeline.

A deteccao de plasmideos foi realizada com Platon v1.6 (Schwengers et al., 2020))
e PlasmidFinder v2.1.6 (Carattoli et al., [2014)). Resfinder v4.1 (Bortolaia et al., 2020) e
AMRFinderPlus v3.10 (Feldgarden et al.; 2019) foram usados para anotagao de resisténcia.
O painel de resisténcia do programa Resfinder foi selecionado através do parametro do
pipeline “--resfinder_species” que foi definido como “Klebsiella”. VFDB (do inglés, “Vi-
rulence Factor Database”) (Chen et al., [2005) foi utilizado através do pipeline para a
anotagao de viruléncia.

Adicionalmente, devido aos isolados serem da espécie Klebsiella pneumoniae, Kle-
borate v2.2.0 (Lam et al., [2021)) foi utilizado manualmente para complementar os resul-

tados e investigar caracteristicas especificas de Klebsiella.

3.2.4.4 Genomica comparativa

A distancia genética entre os genomas analisados e outros genomas do banco de
dados NCBI foi calculada com a ferramenta refseq_masher [f| v0.1.2, ainda através do
pipeline bacannot.

A identidade média de nucleotideos (ANI, do inglés “Average Nucleotide Identity”)
entre os genomas deste estudo foi calculado usando FastANI v1.33 (Jain et al. [2018)) e
a andalise de colinearidade e sintenia entre os genomas da ECR e KpBSB56 foi realizada
através do pipeline MCscan (Tang et al., 2008), parte da biblioteca jevi v1.3.8, ambos
utilizando parametros padrao.

Anélises filogenéticas foram realizadas por ferramentas que utilizam genomas com-

8 https://github.com/phac-nml/refseq_masher
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pletos, sendo elas: SANS serif v2.3 9A (Rempel e Wittler, 2021)) que realiza uma re-
construgao filogenética livre de alinhamento e Parsnp v1.7.3 (Treangen et al., 2014) que
possui abordagem dependente de alinhamento, baseada em polimorfismos de base tnica.
Além dos parametros padrao, SANS serif foi configurado para calcular arvore com 1.000
repeticoes “bootstrap”.

Devido ao programa Parsnp nao realizar “bootstrap”, o seu arquivo de alinhamento
de genomas foi utilizado para reconstrugao da filogenia com a ferramenta 1QTree v2.2.5
(Minh et al.l 2020), com selegdo de modelo automatica (“-m MFP”), “bootstrap” ultra
rapido (“-B”) com 1000 repeti¢oes e parametro para evitar super estimagao deste método
de “bootstrap” (“-bnni”). As figuras de filogenia e mapas de presenca e auséncia de genes
foram geradas com scripts R usando as bibliotecas ggtree v3.10.0 (Yu et al., |[2016), ggplot2
v3.4.4 (Wickham, 2016|) e phytools v2.1-1 (Revell, |2011). As arvores foram desenhadas
utilizando a fun¢ao “midpoint.root()” do pacote phytools.

As anédlises de co-ocorréncia de genes foram realizadas utilizando os pacotes R
CooccurrenceAffinity v1.0 (Mainali e Slud, 2022) e Cooccur v1.3 (Griffith et al., 2016).
Os gréficos desta andlise foram gerados com o pacote R corrplot ] O mapa circular do
plasmideo foi desenhado através da ferramenta “CGView Comparison Tool” (CCT) v2.0.3
(Grant et al| 2012)). Os gréficos de “cluster” génicos foram produzidos com o programa

Gcluster tool v2.06 (Li et al., [2020).

9https://github.com/taiyun/corrplot
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Resultados e Discussao

4.1  Desenvolvimento de pipelines para genomica bacteriana

O desenvolvimento do conjunto de softwares descritos neste trabalho culminou em
publicacao (Almeida et al., 2023) (em Apéndice), a qual fornece um detalhamento de
sua arquitetura e desenvolvimento. Nas proximas secoes serao detalhadas a usabilidade e

operabilidade dos pipelines, bem como publicagoes que os utilizaram como base.

4.1.1 Formalizacao de pipelines com o Nextflow

De maneira analoga a protocolos experimentais na Biologia, protocolos realizados
no computador, ou “in silico”, devem observar diversos critérios de forma a garantir sua
consisténcia e replicacao. Na area de bioinformatica os protocolos computacionais sao
denominados pipelines, ou workflows, e consistem na utilizagao de diversos programas em
etapas bem definidas. Para garantir a sua reproducao faz-se necessdario registrar as versoes
dos programas e todo seu ambiente de execucao, como o sistema operacional utilizado.

Ademais, em um pipeline todas as etapas devem ser delineadas e conectadas de
forma a estabelecer um fluxo coerente de ativacao das mesmas. Dependéncias entre as
etapas ocorrem quando a uma etapa B requer a utilizacdo de um arquivo (ou variavel
légica) gerado por uma etapa A, estabelecendo a seguinte sequéncia de execugao de tarefas:
A — B. Em uma situacao comum de um protocolo de bioinformatica, existem diversas
tarefas que devem ser encadeadas e esta atribuicao fica a cargo do desenvolvedor, que
deve delinear todas as etapas e respectivas dependéncias para criar o pipeline.

No entanto, existem tarefas que nao apresentam dependéncias entre si, ou seja,
seus arquivos de entrada ja estao disponiveis. Nestes casos, para efeito de otimizacao de

execugao, seria interessante usar o potencial dos multiplos ntcleos (“cores”) dos proces-
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sadores modernos e executar as tarefas em paralelo.

Por exemplo, uma tarefa C' pode requerer arquivos gerados por duas etapas dis-
tintas (A e B), mas que nao possuem dependéncias entre si. Para maximizar o potencial
do computador, as tarefas A e B podem ser executadas simultaneamente usando nucleos
diferentes e, quando ambas forem finalizadas, progredir para a tarefa dependente C', como

na representagao a seguir:

A | B
nucleoy nicleos

pY v

A modelagem da situagao de paralelismo acima é ainda mais complexa em termos
de programacao e é geralmente negligenciada em favor de considerar todas as tarefas de
maneira linear (A — B — (), o que nao ¢ eficiente.

De modo geral, pipelines podem ser escritos em qualquer linguagem de programacao,
como Python e Bash. No entanto, estas implementacoes geralmente carecem de uma orga-
nizacao logica e nao conseguem modelar, de maneira simples, as relacoes de dependéncia
entre tarefas, a sua execugao em paralelo, a tolerancia a falhas e extensibilidade (Leipzig,
2016).

Em se tratando de pipelines, o conceito de “tolerancia a falhas” refere-se a capaci-
dade de um protocolo computacional de continuar funcionando mesmo quando ocorrem
erros em etapas intermediarias. Estes podem ser tao simples quanto uma interrupgao na
conexao de rede, até mais complexos como a insuficiéncia de memoria durante a execucao
de algumas tarefas em paralelo. Por outro lado, o termo “extensibilidade”, refere-se a
capacidade de um pipeline de ser facilmente incrementado com novas funcionalidades, de
forma modular, sem a necessidade de grandes modificacoes na infraestrutura existente.
Um exemplo bem difundido na comunidade quanto a este conceito é a plataforma Galaxy
(Abueg et al., [2024]).

Motivados por estes conceitos e necessidades, optamos por adotar o Nextflow, uma

linguagem especifica para o desenvolvimento e orquestragao de pipelines (Di Tommaso
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et al., 2017). O Nextflow consiste em uma linguagem especifica para defini¢ao de pipelines,
permitindo a criagao de tarefas de forma modular e de facil definicao de dependéncias de
entrada e saida entre elas. Adicionalmente, o Nextflow oferece um ambiente robusto de
execucao de pipelines, garantindo uma execucao coordenada e eficiente das etapas através
do gerenciamento de recursos computacionais (nimero de CPUs e memoria), tolerancia a
falhas e uso de contéineres.

Para controle de erros, o Nextflow permite que tarefas sejam desenhadas com a
possibilidade de reexecucao automatica em caso falhas temporarias, através do parametro
errorStrategy ‘retry’, que reexecuta uma tarefa quantas vezes for definido no pipeline.
Além disso, caso a execucao apresente um erro fatal e que necessite reajuste de parametros,
o Nextflow permite a sua reexecucao com o parametro -resume, que permite que pipelines
reutilizem resultados ja processados, economizando tempo e recursos. De forma geral,
estes recursos avancgados fazem com que esta linguagem proporcione uma solugao mais
robusta e flexivel para a execucao de processos complexos, assegurando adaptabilidade
em ambientes variados (Di Tommaso et al., 2017).

O Nextflow suporta o uso de contéineres para a execucao dos pipelines, garantindo
um ambiente replicavel e isolado para execucao das tarefas. Por isso, a implementacao dos
pipelines acoplados a contéineres Docker ¢ um ponto chave a se destacar. Os contéineres
sao microambientes de computacao que permitem a instalacao de programas e suas de-
pendéncias (linguagens e bibliotecas de programagao, arquivos de configura¢ao) em uma
mesma instancia. Geralmente este ambiente (contéiner) ¢ baseado no sistema operacional
Linux, mas solugoes de virtualizacao, como o Docker e Singularity, permitem sua execugao
nativa em qualquer outro sistema operacional que o usuério dispée (ex: Windows). Sendo
assim, o desenvolvedor do pipeline cria e distribui o seu préprio contéiner, e o Nextflow
utiliza de forma transparente os programas instalados no contéiner para consecucao das
tarefas. Com isso, toda a complexidade de instalacao de programas e manutencao das
versoes sai da al¢ada do utilizador do pipeline, garantindo um ambiente replicavel e isolado

para a execucao das tarefas.
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4.1.2 Implementacao dos pipelines

Em se tratando de genomica bacteriana, analises normalmente envolvem o enca-
deamento de dezenas de programas dentro de um fluxo de trabalho. E comum ter, para
uma mesma tarefa, uma grande diversidade de alternativas de programas com diferentes
implementacgoes, vantagens e desvantagens, permitindo que pesquisadores possam esco-
lher ferramentas que melhor se adaptem as suas necessidades especificas. Dessa forma,
pipelines completos de gendmica envolvem diversas opgoes de tarefas que dependem da
natureza dos dados. Por exemplo, dados provenientes de diferentes tecnologias de se-
quenciamento podem necessitar de etapas de pré-processamento distintas. Mesmo assim,
apesar de toda essa variabilidade, existem ainda etapas que sao consistentes e universais,
como por exemplo, a checagem de qualidade de montagens de genomas.

Neste contexto, visando criar um ecossistema completo de andlise automatizada
de genomas bacterianos a partir de dados brutos de diversas tecnologias recentes de se-
quenciamento de DNA, foram desenvolvidos trés pipelines modularizados e independentes
. Cada um deles, inclui uma diversa selecao de ferramentas computacionais que
proporcionam flexibilidade e generalidade, garantindo sua aplicacao em diferentes cenarios
analiticos. De maneira geral, houve um intenso trabalho para estruturar estes pipelines de
modo a empregar conceitos amplamente adotados pela comunidade nf-core (Ewels et al.|
2020), que cataloga diversos pipelines padronizados de bioinformética e que adotam os
seguintes preceitos: (i) execugao por meio de contéineres; (ii) organizacao do coédigo fonte

em uma estrutura normatizada; e (iii) documentagao rica em detalhes e exemplos.

Tabela 4 - Descrigdo dos trés pipelines desenvolvidos neste trabalho (Almeida et al., 2023). Nos
respectivos repositérios encontram-se o cédigo-fonte e documentagao, distribuidos na forma de codigo

aberto (“open source”).

Nome Objetivo Repositério

ngs-preprocess Pré-processamento de dados brutos https://github.com/

fmalmeida/ngs-preprocess

MpGAP Montagem de genomas https://github.com/
fmalmeida/MpGAP
bacannot Anotagao de genomas https://github.com/

fmalmeida/bacannot
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4.1.3 Descricao dos pipelines

O pipeline “ngs-preprocess” é capaz de aplicar de forma independente e autonoma,
diversas etapas de controle de qualidade e pré-processamento requeridos para a utilizagao
de dados de sequenciamento de proxima geracao de diferentes tecnologias de leituras curtas
(ex: BGI Genomics e Illumina) e longas (ex: Pacific Biosciences e Oxford Nanopore).
Incluindo o controle de qualidade, remogao de sequéncias adaptadoras, aplicagao de filtros,
demultiplexagao de amostras, conversao de dados e relatérios graficos para avaliacao da
qualidade dos dados.

O pipeline MpGAP foi desenhado de modo a permitir a montagem de genomas a
partir de dados de leituras curtas ou longas, ou combinadas em uma estratégia de mon-
tagem hibrida. Dado um arquivo de configuracio amplamente documentadd] o pipeline
é capaz de selecionar automaticamente os programas mais adequados para a montagem,
dada a natureza dos dados disponiveis e a estratégia escolhida. Para isso, o pipeline inclui
mais de 10 diferentes programas de montagem e alguns programas de correcao de erros.
Isso possibilita o usuario realizar diversas estratégias de montagem, as quais podem ser
posteriormente comparadas através do relatorio final gerado pelo pipeline, que por sua
vez baliza a escolha da montagem final para a andlises posteriores.

Por dltimo, o pipeline bacannot é especializado na anotagao genomica de proca-
riotos. O bacannot permite a execucao automatica de modulos genéricos de predicao de
genes, deteccao de sequéncias de TRNA, anotacao de metabdlitos secundarios, calculo de
distancia genética com genomas publicos, entre outros. Também inclui moédulos especificos
para a anotacao de genes de viruléncia e resisténcia, predicao de plasmideos, anotacao de
elementos genéticos moveis como ilhas genomicas e elementos integrativos, anotacao de
préfagos e anotagao funcional utilizando sequéncias ortélogas do banco KEGG (Kanehisa
e Goto, [2000; Kanehisa et al., [2022). Por fim, existe a possibilidade do usuério forne-
cer sequéncias adicionais (ex: membros de uma familia génica) que sdo utilizadas para
buscas por similaridade, o que permite estender o escopo de anotacao. Toda a capaci-

dade analitica do pipeline é detalhada em sua documentagao welﬂ, incluindo explicacao

!https://mpgap.readthedocs.io/en/latest/
2 https://bacannot.readthedocs.io/en/latest/
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e exemplificacdo dos resultados interativos produzidos pelo pipelind’|

4.1.4 Independéncia e personalizacao dos pipelines

A estratégia de desenvolvimento adotada garante a independéncia dos trés pipe-
lines. Isso significa que podem ser executados separadamente ou em combinacao, em
multiplos contextos. Portanto, esta arquitetura permite a criacao de pontos de checa-
gem entre os pipelines e a flexibilidade de executar somente as etapas de interesse. Por
exemplo, usuarios podem utilizar somente o pipeline de anotacao a partir de um genoma
previamente montado. Quando utilizados sequencialmente, os pipelines proporcionam
uma solucao completa para a analise de genomas bacterianos, desde o recebimento de
dados brutos de sequenciamento até a geracao de relatorios de anotacao de diversas ca-
racteristicas genéticas codificadas no genoma. Além disso, este desacoplamento permite
que os dois primeiros pipelines mais genéricos, possam ser utilizados para dados de orga-
nismos nao-procarioticos.

Com enfoque no usudrio final, os pipelines oferecem uma estrutura mais robusta e
abrangente, com uma ampla automagao das analises mas, ao mesmo tempo, permitindo a
total flexibilidade para personalizar as mesmas conforme desejado. Por exemplo, apesar de
automaticamente selecionar todos os métodos de montagem possivel dado as diferentes
combinagoes de arquivos de sequenciamento, o pipeline MpGAP permite que usuarios
ativem ou desativem estratégias ou programas de montagem de modo a executar somente
os que lhe interessem. Essa versatilidade, garante que os usudrios tenham poder de escolha
e uma diversidade de resultados para consolidar suas predigoes. Similarmente, o pipeline
de anotacao também permite selecionar certas analises, como a anotagao de metabdlitos
secundarios, de resisténcia, viruléncia, etc., além de possibilitar a anotagao de genes de

interesse nao contemplados diretamente pelo pipeline, como discutido anteriormente.

4.1.5 Interface grafica para exploracao de resultados

Um aspecto distintivo no desenvolvimento dos pipelines aqui descritos foi a melho-

ria na apresentacao dos resultados para usudrio. A maior parte dos pipelines coordena

3https://bacannot.readthedocs.io/en/latest/outputs/
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a execucao de diversos programas e organiza suas saidas em pastas. No entanto, estas
saidas sao geralmente dezenas de arquivos de texto que devem ser posteriormente disse-
cados para realizar inferéncias bioldgicas. O volume de trabalho manual para percorrer os
inimeros arquivos de texto e sumariza-los é uma atribuicao complexa e nao trivial para
o usudrio final.

Diante desta lacuna, os esforgos foram direcionados para o desenvolvimento de uma
interface grafica, operada via navegador de internet, para a visualizacao e interpretagao
dos resultados do pipeline de anotacao genomica. Todo este sistema visual consiste em
um programa adicional, desenvolvido com a linguagem de programacao R e a biblioteca
Shiny (Chang et al., 2024), e que realiza o pés-processamento automatico dos diversos
arquivos de texto gerados possibilitando a integracao de todos os resultados. Este, oferece
ao usudrio diversos recursos adicionais como acesso unificado aos relatérios (como os genes
de resisténcia e viruléncia preditos), filtragem dindmica das anotagoes génicas e buscas

indexadas por palavras-chave ou por similaridade de sequéncia. Uma visao geral da

aplicagao encontra-se na [Figura 7]
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Figura 7: Visao geral das abas e ferramentas disponibilizadas na plataforma web para investigacao dos
resultados do pipeline Bacannot. Na Figura pode-se ver as diversas abas disponibilizadas no pipeline (1
a 4) e os links para rdpido acesso aos relatérios e aplicagbes disponiveis (5 a 10). Os nimeros anotados
na figura destacam as paginas para acesso: 1. Da pagina de entrada da aplicagao; 2. A ferramenta
de filtragem dinamica dos resultados baseada em texto; 3. A ferramenta para alinhamento e filtragem
dinamica dos resultados baseado em sequéncia; 4. A,aphcagéo “SequenceServer” (Priyam et al.l |2019))
para executar e visualizar alinhamentos BLAST (Camacho et al| [2009); 5. Ao relatério automatico
da anotacao genérica; 6. Ao relatério automatico da anotagdo de elementos genéticos moéveis; 7. Ao
relatério automético da anotacdo de genes de resisténcia; 8. Ao relatério automatico da anotagao de
genes de viruléncia; 9. Ao relatério automatico de anotagao da metabdlicos secundérios; 10. Ao navegador

genomico.
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Todos os elementos genéticos anotados pelo pipeline sao processados pelo programa
que disseca as suas propriedades (posigdo no genoma, nome do gene, presenca no banco
de dados CARD, etc.) e as incorpora em um banco de dados relacional que é anexado
aos resultados de anotagao. Com isso, é possivel realizar com eficiéncia consultas es-
pecificas no universo de genes anotados para o genoma em questao. Por exemplo, pode-se
inquirir graficamente os resultados por elementos conjugativos e integrativos (ICEs) que
pertencam ao cromossomo na posi¢ao entre as bases 300.000 a 400.000. O resultado é
uma tabela dinamica no navegador que permite o exame dos componentes filtrados em
seu contexto genomico. Os resultados filtrados podem ser baixados pelos usuarios em di-
ferentes formatos padrao como GFFﬂ para anotacao e CSVH que pode ser visualizado em
um programa de planilha eletronica. Uma imagem geral desta funcionalidade encontra-se
na

Além de condensar todos os relatorios interativos e mecanismos de busca gera-
dos pelo pipeline que resultam em tabelas, esta aplicagao prové também um navegador
genomico com todos os resultados da anotacao. Esta visualizagao grafica ao longo do
genoma facilita um exame de presenca de grupos de genes (“gene clusters”) e vizinhanga
com elementos genomicos mdveis que podem sugerir mecanismos de mobilizacao. Esta
funcionalidade encontra-se representada na na

Adicionalmente, esta aplicacao prové a possibilidade de realizar buscas por simi-
laridade de sequéncia utilizando a ferramenta BLAST (Camacho et al. [2009) embutida
(Figura 10A). Isso permite que o usudrio fornega um conjunto de sequéncias alvo que
sao interrogadas contra o genoma montado (DNA) ou as proteinas anotadas, o que per-
mite a identificacao de homologia, variantes de sequéncia ou refinamento de anotacao
(Figura 10B). Por ltimo, disponibiliza-se também o programa SequenceServer (Priyam

et al., 2019) permitindo que o usudrio visualize o alinhamento de suas sequéncias alvo

(Figura 10C).

4https://www.ensembl.org/info/website/upload/gff.html
Shttps://en.wikipedia.org/wiki/Comma-separated_values
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Figura 8: Visao geral da ferramenta de filtragem dinamica baseada em texto disponibilizada na plata-
forma web do pipeline Bacannot. A figura A ilustra esta ferramenta e seus campos de filtros disponiveis
que sao acessados ao selecionar a pagina denominada “SQL querying” na aplicagao. Nela, usuérios po-
dem utilizar os filtros pré-configurados (“Main filters”) para filtrar os resultados por contig, “sources”,
“features”, posigdo (inicio e fim) e por orientagdo (“strand”). Estes campos de anotagdo sido baseados
nas colunas do formato GFFﬁ O campo “sources” indica todas as fontes de anotagao, por exemplo,
“Resfinder”, “VFDB”, etc. O campo “features” indica todos os tipos de genes anotados, por exemplo, re-
sisténcia, viruléncia, etc. Além disso, através da opgao “Attribute filters”, é possivel também que usudrios
utilizem um arquivo texto com diversos filtros a serem aplicados de forma aditiva, baseado em qualquer
par chave-valor presente na coluna nove da anotacao GFF final, como por exemplo, identificadores de
genes (ID), produto génico (“product”), entre outros. Na figura B, ilustra-se a tabela contendo todos os
resultados que correspondem aos filtros aplicados na figura A.
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Figura 9: Visao geral da funcionalidade de navegador gendmico disponibilizada na plataforma web do
pipeline Bacannot. Ilustra-se na figura a investigacao da anotacao do genoma da ECR em seu contexto
gendmico, destacando a deteccao de um grupo de genes de viruléncia que possuem em sua vizinhanca
um par de transposases. No menu lateral a esquerda, disponibiliza-se toda a anotacao do genoma de
forma seccionada, para que o usudrio possa selecionar quais anotagoes visualizar no navegador. Cores sao
atribuidas a diferentes segcoes de anotagao, como por exemplo, viruléncia, resisténcia, anotagao genérica,
etc.
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Figura 10: Visao geral da funcionalidade de buscas por similaridade de sequéncia disponibilizada na pla-
taforma web do pipeline Bacannot. As figuras A e B ilustram a funcionalidade de busca por similaridade
de sequéncia utilizando a ferramenta BLAST (Camacho et al.l 2009) que permite alinhamento contra o
genoma ou as protefnas anotadas (A) e além de apresentar os resultados em tabela, identifica também as
anotagoes geradas pelos pipelines que intersectam com as coordenadas genémicas dos resultados BLAST.
Na Figura C, ilustra-se o programa SequenceServer (Priyam et al., |2019)) disponibilizado na plataforma

para que usuarios nao sé executem mas também visualizem o alinhamento de suas sequéncias alvo.
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4.1.6 Visao geral da operacao e funcionamento

Os pipelines desenvolvidos auxiliam usudrios experientes ou com pouca pratica em
desenvolvimento e gerenciamento de pipelines que desejem realizar uma analise gendmica
bacteriana de maneira réapida e simples, quando comparado ao mesmo esforco sendo rea-
lizado de maneira passo a passo e sem coordenacao de tarefas. Além disso, a adocao do
Nextflow e o uso de contéineres simplifica a execucao dos pipelines, tornando-a transpa-
rente e portavel em diversas arquiteturas de computador, incluindo computadores pesso-
ais, servidores com multiplos processadores e computagao em nuvem.

Devido a adocao da linguagem Nextflow, os pipelines requerem sistemas POSIX,
como Linux e Mac OS X. Mas, também podem ser utilizados no Windows através do
WSL2, “Windows Subsystem for Linux”. A invocacao dos comandos para execucao dos
pipelines deve ocorrer através de um terminal executando um “shell” POSIX (ex: bash,
zsh), que sao distribuidos de forma padrao em todos os sistemas POSIX acima. Isso
significa que nao existe uma interface grafica para o encaminhamento de execucao e con-
figuragao dos pipelines. Em funcao disso foram elaborados documentos detalhados des-
crevendo os comandos necessarios para execucao de cada pipeline, os quais encontram-se
disponibilizados em seus repositérios GitHub (Tabela 4)).

Para executar um pipeline no terminal basta indicar o perfil de execugao para geren-
ciamento dos contéineres (Docker ou Singularity) contendo os programas pré-instalados e
um arquivo de configuragao contendo os parametros da corrida (ex: arquivos de sequéncia).

Uma linha de comando genérica que executaria os pipelines seria:
nextflow run [pipe] -profile docker -c conf.txt

Onde as opgoes sao:

[pipel = nome do pipeline (ver a seguir)
alternativa = -profile singularity
[conf.txt] = arquivo de configuragdo

Para utilizacao, os pipelines requerem a pré-instalacao da ferramenta Nextflow e

uma das tecnologias de contéineres, Docker ou Singularity, além da opcao de ambientes
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virtuais Condd| para os pipelines de pré-processamento e montagem. Neste documento,
serao apresentados os passos para sua utilizacao com Docker. Para instalagao dos pipeli-

nes, 0s seguintes passos Sa0 Necessarios:

1. Instalar Java > 17 conforme documentacao oficialf]
2. Instalar Docker conforme documentacao oficial’}

e Para Linux, o modo de execucgao nao-root também se faz necessario.

Os passos estdo descritos na documentagao oficial™}

3. Instalar Nextflow
curl -s https://get.nextflow.io | bash
4. Instalar os pipelines

nextflow pull fmalmeida/ngs-preprocess
nextflow pull fmalmeida/mpgap

nextflow pull fmalmeida/bacannot

Os trés ultimos comandos geram, na maquina, copias dos pipelines prontos para
serem utilizados. Durante a execugao, Nextflow automaticamente fara o gerenciamento
dos contéineres Docker.

Para uma melhor distribuicao e explanacao de como utilizar os pipelines em con-
junto, criamos um depdsito em estilo “Quickstart” no repositorio Zenodo, uma plataforma
publica de propdsito geral para compartilhamento de arquivos (de Almeida e Pappas,
2024). Neste repositdrio, usudrios encontram um conjunto de arquivos de parametros e
linhas de comando pré-configurados, prontos para baixar e executar para realizar uma
analise modelo. Este passo a passo serd descrito abaixo para exemplificar a operacao

destes pipelines.

"https://conda.io/projects/conda/en/latest/user-guide/getting-started.html
8 https://www.java.com/en/download/help/download_options.html
9https://docs.docker.com/engine/install/

0 https://docs.docker.com/engine/install/linux-postinstall/
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O primeiro passo para a execucao deste exemplo, é a obtencao dos arquivos do
Zenodo que podem ser obtidos através do botao na pagina web, ou através da linha de co-
mando “wget https://zenodo.org/records/12205665/files/supporting_files.zip’.

Uma vez baixados, este arquivo deve ser descompactado, e gerara um diretério chamado

“zenodo_sup material” contendo os seguintes arquivos (Tabela 5)):

Tabela 5 - Detalhamento de todos os arquivos disponibilizados no repositério Zenodo, como material
suplementar ao artigo |Almeida et al.| (2023). Estes arquivos sdo utilizados para a automagio de uma

andlise de demonstracao que utiliza os trés pipelines em conjunto, para replicar a analise descrita no

artigo.

Pipeline Arquivo

Descrigao

ngs-preprocess input/sra_ids.txt

ngs-preprocess preprocess-—params.yml

ngs-preprocess run_preprocess.sh

MpGAP assembly-params.yml
MpGAP assembly.config

MpGAP assembly_samplesheet.yml
MpGAP run_assembly.sh

Bacannot annotation-params.yml
Bacannot annotation_samplesheet.yml
Bacannot run_annotation.sh

Arquivo de entrada listando identificadores SRA para
analise

Arquivo YAML com parametros pré-configurados
Linha de comando pré-configurada para execucao do
pipeline

Arquivo YAML com parametros pré-configurados
Exemplo de arquivo de configuracao Nextflow para
personalizar alocagao de recursos computacionais
Arquivo “samplesheet” pré-configurado, descrevendo
amostra e arquivos de entrada

Linha de comando pré-configurada para execucao do
pipeline

Arquivo YAML com parametros pré-configurados
Arquivo “samplesheet” pré-configurado, descrevendo
amostra e arquivos de entrada

Linha de comando pré-configurada para execucao do

pipeline

Y
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Com estes arquivos disponiveis, os pipelines devem ser executados em sequéncia,
para que os arquivos pré-configurados possam usar o resultado de um, como entrada do
proximo. Uma andlise de demonstracao pode ser executada com os seguintes passos,

utilizando as seguintes linhas de comando em um terminalf] usando um shell POSIX

(bash, zsh):
1. Execucao do pipeline de pré-processamento

nextflow run fmalmeida/ngs-preprocess -profile docker -r v2.7.1

-params-file preprocess-params.yml -latest
2. Execucao do pipeline de montagem

nextflow run fmalmeida/mpgap -profile docker -r v3.1.4 -c

assembly.config -params-file assembly-params.yml -latest

3. Obtencao do banco de dados pré-formatado para o pipeline de anotagao usando

a URL do Zenodd?]

wget https://shorturl.at/dUItv -0 bacannot_db.tgz

tar zxvf bacannot_db.tgz
4. Execucao do pipeline de anotacao

nextflow run fmalmeida/bacannot -profile docker -r v3.2

-params-file annotation-params.yml -latest

Nas linhas de comando listadas acima, destaca-se alguns parametros importantes:

-r

para selecionar a versao do pipeline a ser executada

11 Qualquer programa de terminal do Linux, Mac OSX ou Windows WSL2
12 Caminho completo:  https://zenodo.org/record/7615812/files/bacannot_db_2023_02_07.

tar.gz
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-profile docker

para selecionar a execucao via Docker

para passar um arquivo de configuracao Nextflow opcional para personalizacao

da execugao

-params-file
para passar um arquivo em formato JSON| ou YAMI[™| para modificacao de

parametros dos pipelines

-latest

para atualizar a versao selecionada do pipeline antes da execugao

De maneira geral, o tempo de execucao dos pipelines é intrinsecamente dependente
da capacidade do computador (processador, memdria) que abriga a paralelizacao das
tarefas. Além disso, os pipelines de pré-processamento e montagem sao influenciados
pela quantidade de dados a serem analisados e pelo niimero de programas de montagem
selecionados pelo usuario. Uma analise de demonstracao utilizando 11 Gb de dados de
sequenciamento de DNA de uma cepa bacteriana foi executada em um computador pessoal
Linux com 4 CPUs (8 nucleos) e 18 Gb de memoéria RAM (Almeida et al., 2023). Com

estes recursos e esta quantidade de dados, esta analise utilizou aproximadamente:

e uma hora para o pré-processamento dos dados brutos;

e 11 horas para a montagem dos genomas, sendo que a tarefa de polimento de

montagem consumiu mais de 70% do tempo total de execucao; e

e 40 minutos para a anotagao do genoma

Ao final deste passo a passo, todos os resultados gerados estarao organizados

em trés diretorios, nomeados: 01_PREPROCESSED, 02_ASSEMBLY e 03_ANNOTATION. Desta

13 https://www.json.org/json-en.html
“https://yaml.org/
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forma, o usudrio ird reproduzir os resultados obtidos e demonstrados no artigo publi-
cado (Almeida et al., [2023). Para uma referéncia mais detalhada dos resultados e sua
interpretacao, recomenda-se a utilizacao do artigo publicado e dos manuais “online” dis-
ponibilizadod™ q}

Uma vez terminada a execucao dos pipelines, uma das principais adigoes deste

trabalho é a plataforma web desenvolvida para proporcionar uma interacao completa com

os resultados do pipeline de anotagao (Subsecao 4.1.5). Esta aplicagdo web esta dis-

ponibilizada através de imagens Docker e, apds terminar, o pipeline Bacannot guarda
no diretério contendo os resultados de anotacao de cada amostra um script chamado
run_server.sh que automatiza a inicializacao e encerramento da aplicacao web, res-
pectivamente com os comandos “./run_server.sh -s” e “./run_server.sh -k”. Apds
inicializada, a aplicacao pode ser acessada utilizando um navegador de internet através
da URL http://localhost:3838/.

Em resumo, o desenvolvimento dos pipelines foi delineado de forma a produzir
um arcabougo robusto e completo para realizacao de andlises genomicas pré-definidas e
padronizadas. Contudo, ainda mantendo a flexibilidade de personalizacao. Este arca-
bougo prové uma forma simplificada de instalacao e execucao, de modo a incentivar sua
utilizagao por usuarios menos e mais experientes. O objetivo é que a utilizacao de tais pi-
pelines permita que laboratorios e grupos de pesquisa padronizem suas andlises e gastem

menos tempo instalando ferramentas e mais tempo interpretando seus resultados.

4.1.7 Comparacao com outros pipelines

Apo6s analise da bibliografia corrente e inspecao no repositério GitHub foi possivel
identificar seis pipelines de genomica bacteriana com manutencao ativa e com carac-
teristicas comparaveis aos nossos pipelines. Sao eles: ASA3P (Schwengers et al.; 2019),
TORMES (Quijada et al., |2019)), Nullarboﬁ, Bactopia (Petit e Read} 2020]), Microbe-
Annotator (Ruiz-Perez et al., [2021)) e MicroPIPE (Murigneux et al., 2021)).

15 https://ngs-preprocess.readthedocs.io/en/latest/
16 https://mpgap.readthedocs.io/en/latest/

1" https://bacannot.readthedocs.io/en/latest/

18 https://github.com/tseemann/nullarbor
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Embora possuam alguns elementos comuns e médulos de montagem e anotacao
comparaveis, cada software possui recursos exclusivos adaptados para fins especificos (Ta
Material Suplementar). No geral, os objetivos e desenhos de cada pipeline variam
consideravelmente, proporcionando aos usudrios opgoes de alta qualidade para diversos
tipos de analises. Destacaremos algumas das caracteristicas distintivas desses pipelines.

Em conjunto, nossos trés pipelines fornecem uma andlise genomica bacteriana
abrangente, desde de dados brutos de sequenciamento até a anotacao genomica, seme-
lhante ao que ASA3P, TORMES, Nullarbor e Bactopia oferecem. Em contrapartida, a
analise fornecida pelo MicroPIPE e pelo MicrobeAnnotator é bem mais focalizada e me-
nos abrangente. O MicroPIPE é projetado para montagem de genomas e cobre o processo
desde a chamada de bases (do inglés, “basecalling”) até o polimento do genoma. No en-
tanto, nosso pipeline de montagem MpGAP é mais versatil, pois pode acomodar dados
de leituras longas (ex: PacBio) que o MicroPIPE nao possui, além de permitir uma maior
diversidade de montadores e distintas estratégias de montagem. O MicrobeAnnotator,
por outro lado, é um pipeline que se especializa na anotagao metabdlica funcional do
genoma, usando os bancos KEGG, UniProt, RefSeq e Trembl, e nao possuindo médulos
extras e mais especializados para anotagao de genes de viruléncia e resisténcia, como em
outros pipelines. Também deve ser ressaltado que um de seus modulos, o de anotagao de
Ortologia KEGG através do Kofamscan, também esta disponivel no bacannot.

Assim como nossos pipelines, o Bactopia é bastante flexivel e customizavel. Com-
parado ao bacannot, o Bactopia tem funcoes adicionais, por exemplo, para andlises de
pangenoma e filogenéticas. O bacannot nao oferece essas ferramentas, mas a padronizagao
de seus resultados permite que usudrios os utilizem rapidamente para tais tarefas. Em
contrapartida, o Bactopia nao possui modulos para a geracao de relatorios visuais e fer-
ramentas interativas para uma melhor inspegao dos resultados assim como o bacannot
possui.

De maneira geral, quanto aos pipelines de anotagao, o bacannot se destaca por sua
capacidade adicional de anotar varias classes de caracteristicas genomicas como parte de
seu fluxo de trabalho central, incluindo metabdlitos secundarios, profagos, ilhas genomicas,
elementos integrativos e conjugativos (ICEs) e metilagdo de DNA, sem exigir execugoes

adicionais. Esse alcance analitico permite a anotacao de caracteristicas clinicamente re-
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levantes, mas fornece também atributos valiosos para isolados nao clinicos.

4.1.8 Exemplos de aplicacao dos pipelines

Apds disponibilizados em plataforma publica, estes pipelines ja se provaram uteis,
tendo sido utilizados em outros estudos publicados em colaboragao com outros grupos
da UnB e também por grupos fora da UnB. Em 2021, foram utilizados para a analise
de 5 isolados multirresistentes de Klebsiella variicola que haviam sido primeiramente
identificados como K. pneumoniae (Campos et al., [2021]).

Também em 2021, foi realizada a andlise de uma linhagem de K. pneumoniae
multirresistente isolada no lago Paranoa (Brasilia-DF), na qual foi identificado um novo
elemento genético non-1Tn4401 mobilizando uma carbapenemase KPC (Janssen et al.
2021). Ja em 2023, os pipelines foram utilizados para a montagem e anotagao dos ge-
nomas de bactérias ambientais. A primeira, uma bactéria classificada como uma nova
espécie, Novosphingobium terrae, isolada dos solos do Cerrado (Belmok et al., 2023) e a
segunda, uma linhagem de Pantoea stewartii, isolada de folhas de uma arvore de castanha
do Brasil (Rocha et al., [2023)). Finalmente, no final de 2023, um grupo externo, indepen-
dente de colaboragao com nosso grupo, publicou uma analise do potencial adaptativo de
Arabidopsis thaliana em resposta a Pseudomonas syringae onde o pipeline de anotacao

foi utilizado (Bartoli et al., [2023).

4.2 Analise dos isolados clinicos de K. pneumoniae

Objetivando demonstrar a aplicabilidade dos pipelines e ao mesmo tempo direcio-
nar o desenvolvimento dos mesmos, focamos no problema da resisténcia a antimicrobianos.
Em particular, analisamos trés isolados bacterianos (denominados KpBSB56, KpBSB60
e ECR) pertencentes a colegdo do Laboratério de Andlises Moleculares de Patogenos da
UnB, obtidos de diferentes fontes de isolamento de infeccoes de diferentes pacientes no
Hospital Universitério de Brasilia em 2021 (Tabela 3.

Através do sistema MicroScan (Beckman Coulter™), os isolados foram microbi-

ologicamente identificados como K. pneumoniae e demonstraram resisténcia para quase
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todos os antimicrobianos testados, sendo a ECR suscetivel ao antimicrobiano Amicacina e
KpBSB60 a Gentamicina . Além disso, todas testaram positivas para producao
de carbapenemase e ESBL (do inglés, “Extended Spectrum Beta-Lactamase”). Por fim, o
teste de Concentragao Minima Inibitéria (MIC, do inglés “Minimum inhibitory concentra-
tion”) utilizado para determinar a menor concentragao de um antimicrobiano necessaria
para inibir o crescimento de um microrganismo confirmou resisténcia a Polimixina B em
todos os isolados. Desta forma, todas as linhagens foram caracterizadas como extensi-
vamente resistentes (XDR, do inglés “Extensively drug resistant”), como definido por
Magiorakos et al.| (2012) e de acordo com as diretrizes do Centro Europeu de Prevengao

e Controle de Doengas (ECDC) e do Centro de Controle e Prevengao de Doengas (CDC).

Tabela 6 - Resultados de ensaios experimentais de identificacao microbiana e suscetibilidade a anti-
microbianos realizados através do sistema MicroScan (Beckman Coulter™) e método de Concentragao

Inibitéria Minima conforme recomendado pelo CLSE (para Polimixina-B)

Isolados Espécie Meropenem Imipenem Amicacina Gentamicina Ceftazidima / Avibactam Polimixina-B Carbapenemase Metalo-3-lactamase
ECR Klebsiella pneumoniae R R S R R R Positivo Nao testado
KpBSB56  Klebsiella pneumoniae R R R R R R Positivo Negativo

KpBSB60 Klebsiella pneumnoniae R R R S R R Positivo Negativo

Diferentemente de estudos que utilizam poucos marcadores e técnicas com menor
resolucao, empregamos o sequenciamento completo de genomas para investigar, com re-
solucao em nivel de bases, determinantes de resisténcia e outros elementos de importancia
clinica, como fatores de viruléncia e plasmideos. A analise destes dados sera detalhada

nas proximas segoes.

4.2.1 Montagem dos genomas

Visando obter genomas de alta qualidade e ao mesmo tempo tentando maximizar
a contiguidade destes, utilizou-se uma combinacao de tecnologias de sequenciamento de
leituras curtas (fornecendo alta cobertura e baixa taxa de erros) e de leituras longas para
garantir esta contiguidade.

Para isso, foram utilizadas tecnologias de sequenciamento BGI/DNBseq para ge-
rar leituras curtas e Oxford Nanopore/MinlON para gerar leituras longas, produzindo
respectivamente >800X e >30X de cobertura de dados brutos por linhagem. As leituras

curtas foram recebidas ja pré-processadas (sequéncias adaptadoras removidas) pela em-
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presa de sequenciamento BGI. Ja as leituras longas foram pré-processadas com o pipeline
ngs-preprocess para remocao de sequéncias adaptadoras e filtragem por tamanho (>750)
e qualidade (>Q10, taxa de erro de 10%), resultando em leituras processadas que foram
utilizadas para a estratégia de montagem hibrida de genomas.

Através do pipeline MpGAP, as leituras longas e curtas foram utilizadas em con-
junto para a realizagao da montagem hibrida dos genomas dos isolados. Nesta abordagem
as leituras longas sao utilizadas para construcao de um arcabouco do genoma, mas que
contem erros de nomeagao de bases inerentes a tecnologia. Sobre este arcabouco, as
leituras curtas (de baixa taxa de erros) sao utilizadas para a corre¢ao de erros de sequen-
ciamento, em um procedimento chamado polimento de genoma.

A execucao do pipeline com esta estratégia de montagem resultou em genomas de
alta qualidade para as linhagens ECR e KpBSB56 em termos de acuracia, contiguidade
e conteudo genético esperado, conforme pode ser observado na Para estes
dois genomas, a alta contiguidade idealizada durante desenho experimental foi de fato
observada, apresentando resolugao do cromossomo bacteriano em nivel de sequéncia tinica,

como evidenciado pelo tamanho do maior contig gerado que possui o tamanho esperado

do cromossomo para a espécie Klebsiella pneumoniae (Tabela 7)).

Tabela 7 - Estatisticas gerais da montagem de genomas. Dentre as estatisticas nas colunas, o N50 é
uma medida de continuidade da montagem, indicando o tamanho do contig mais curto cuja soma dos
tamanhos dos contigs maiores ou iguais a ele representa pelo menos 50% do tamanho total. A métrica
BUSCO (Manni et al. 2021]) avalia a completude da montagem com base na presenga de genes conservados

universalmente, mostrando a porcentagem de genes ortélogos esperados que estao completos.

Linhagem N. Contigs Tamanho Total (pb) Maior contig N50 BUSCOs completos (%)
ECR 4 5.584.349 5.375.438 5.375.438 98,65
KpBSB56 8 5.718.898 5.156.478 5.156.478 98,65
KpBSB60 64 5.715.670 504.103  363.387 98,65

Porém, a montagem com a estratégia hibrida para a cepa KpBSB60 foi marcada-
mente diferente e resultou em uma montagem muito fragmentada com >200 contigs (dado
nao mostrado), o que nao é esperado. Isto muito provavelmente esté relacionado a pro-
blemas que foram observados durante a extracao de DNA e sequenciamento das leituras

longas que resultaram em baixa cobertura (=20X) e leituras nao tao longas (750 a 1200
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pares de base). Por isso, os dados da KpBSB60 foram montados novamente, utilizando
uma estratégia diferente, onde primeiro as leituras curtas foram montadas em diversos
contigs de alta acuracia através do pipeline MpGAP e, em seguida, independentemente
do pipeline, estes contigs foram rearranjados e concatenados em uma etapa chamada
“scaffolding” utilizando as leituras longas disponiveis através da ferramenta LongStich
(Coombe et al. [2021)). Com esta estratégia, gerou-se um genoma de melhor contiguidade
que anteriormente, apesar de estar aquém em termos de qualidade do que foi obtido para
as outras linhagens .

Apesar de tudo, demonstra-se que mesmo nao sendo possivel gerar montagens
hibridas de forma direta em alguns casos, ainda assim € possivel, através de diferentes
metodologias, beneficiar-se da alta acuracia das leituras curtas e do alcance das leituras
longas, produzindo genomas acurados de maior contiguidade.

Em posse destes genomas, procuramos melhor caracterizar estas montagens através
de uma predicao in silico de plasmideos para identificar e separar contigs cromossomicos
e de plasmideos. Para isso, utilizamos a ferramenta Platon (Schwengers et al., [2020)),
que identificou coletivamente entre os genomas, a presenca de 29 contigs plasmidiais
, permitindo a separagao de sequéncias. No geral, foi possivel obter seis sequéncias
completas de plasmideos, provenientes das linhagens ECR e KpBSB56. Apesar das ten-
tativas de reconstruir os plasmideos da KpBSB60, através de ferramentas especializadas
como MOB-Suite (Robertson e Nash|, 2018) e PLASMe (Tang et al., 2023), nao foi possivel
resolve-las e tampouco determinar a sequencia completa de seus plasmideos.

Por fim, obteve-se trés genomas completos e de boa qualidade, sendo dois circula-
rizados a nivel de cromossomo, para prosseguimento da anotacgao e utilizacao em analises

comparativas.
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Tabela 8 - Deteccao in silico de contigs das linhagens deste estudo que sao provenientes de plasmideos.
Classificagao de contigs “cromossémicos” e “plasmidiais” foi realizada através da ferramenta Platon
(Schwengers et al.l 2020).

Linhagem Nimero de contigs Contigs Tamanho em pares de base
plasmidiais
ECR 3 contig 2 6.261
contig_3 83.939
contig 4 118.711
KpBSB56 7 contig_ 2 222.389
contig_3 261.646
contig 4 3.843
contig_6 43.590
contig_7 9.270
contig_8 9.076
contig 9 12.606
KpBSB60 19 scaffold14 108.453
scaffold20 53.149
scaffold21 44.496
scaffold22 40.867
scaffold24 33.739
scaffold25 22.927
scaffold26 21.973
scaffold30 10.951
scaffold31 9.294
scaffold32 9.007
scaffold34 6.967
scaffold36 6.687
scaffold38 6.346
scaffold39 6.026
scaffold42 4.438
scaffold43 3.549
scaffold44 3.349
scaffold45 3.070

scaffold47 2.809
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4.2.2 Conservacao genomica

Com o intuito de investigar a conservacao de genoma entre as linhagens, selecionou-
se as sequéncias cromossomicas de cada um dos genomas. Em seguida, calculou-se a média
da identidade de nucleotideos (ANI; do inglés, “Average Nucleotide Identity”) entre os
cromossomos. No geral, esta andlise revelou altissima similaridade de sequéncia entre
os cromossomos das linhagens com valores >99,7. Somado ao resultado BUSCO, este
resultado ANI indica que, apesar da fragmentacao, o genoma da KpBSB60 estd bem
completo em termos de conteudo.

Realizou-se também um estudo da colinearidade entre as linhagens com cromosso-
mos completos resolvidos (KpBSB56 e ECR) para verificagdo da colinearidade dos mes-
mos. O resultado desta andlise com o programa MCscan revelou uma alta conservacao dos
blocos, mas com diversas interrupgoes curtas na colinearidade destes, indicando alguns
pontos de divergéncia entre estas linhagens . Esta alta equivaléncia entre as
linhagens corrobora os resultados de conservacgao entre os genomas.

Para confirmar que estas observacoes nao sao erros de montagem, utilizamos a
ferramenta CRAQ para avaliar a qualidade da montagem dos genomas e a ferramenta
circlator para avaliar a circularizacao da sequéncia. A andlise demonstrou que, para as
duas linhagens, os cromossomos estao corretamente circularizados e de boa qualidade
conforme o indice de qualidade de montagem (AQI, do inglés “Assembly Quality Index”)
proposto pelos autores da ferramenta CRAQ (Li et al., 2023). Para os dois cromossomos,
observou-se um valor AQI de 100 no meio da sequéncia e de 90,48 nas bordas, sendo que
AQI > 90 representa qualidade excepcional. Desta forma, confirma-se que as observagoes
sao legitimas.

Uma anélise inicial dos pontos de interrupcao de colinearidade dos blocos identifi-
cou a presenga de genes como transposases, recombinases, integrases e outros envolvidos
na resposta ao dano no DNA. Uma andlise mais detalhada foi realizada para a regiao
de quebra mais evidente, assinalada com uma seta na [Figura 1TA. Ainda com a ferra-
menta MCScan, realizou-se uma andlise de sintenia guiada para visualizarmos o conteido
génico nesta regiao, a qual revelou que a grande interrupgao da colinearidade entre os

cromossomos é causada pela inser¢ao de duas transposases IS3/ISKpnl8 no genoma da
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Figura 11: Andlise de blocos genoémicos colineares entre os genomas da KpBSB56 ¢ ECR. A) dotplot
do alinhamento das sequéncias dos cromossomos da KpBSB56 e ECR. Neste destaca-se com uma seta
vermelha o ponto de interrup¢do de colinearidade mais chamativo. B) Detalhamento dos genes adja-
centes ao ponto de interrupgao destacado. Destaca-se em vermelho os genes encontrados exatamente no
ponto de quebra. Os demais genes presentes na figura que fazem parte da regiao conservada anterior
ao ponto de quebra sdo: hypothetical protein (CJBBFPDK_04497); Cation efflux system protein CusA
(CJBBFPDK _04498); Cation efflux system protein CusB (CJBBFPDK_04499); Cation efflux system
protein CusF (CJBBFPDK_04500); Cation efflux system protein CusC (CJBBFPDK_04501); Transcrip-
tional regulatory protein CusR (CJBBFPDK_04502); Sensor histidine kinase CusS (CJBBFPDK_04503);
hypothetical protein (CJBBFPDK _04504); hypothetical protein (CJBBFPDK_04505); 50S ribosomal pro-
tein L16 3-hydroxylase (CJBBFPDK_04506). Resultados foram produzidos através da ferramenta MCs-
can (Tang et al., 2008).
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ECR (Figura 11B). Nesta mesma figura é possivel observar a conservacao de genes entre
as linhagens antes das transposases, incluindo dois operons envolvidos na detoxificacao
de cobre (cusRS e cusCFBA) (Zulfigar e Shakoori, 2012). No entanto, o sitio de insergao
das transposases no genoma da ECR foi dentro de uma das cépias do rRNA 16S, que foi
truncada nesta linhagem.

De forma geral, estas observagoes sugerem que possam ter ocorrido eventos de
movimentacao e recombinagao do DNA levando ao padrao observado na [Figura 11] Inte-
ressantemente, nas regioes nao-sinténicas, que sao aquelas encontradas somente em uma
das linhagens, foram detectados elementos integrativos, relaxases, integrases e préfagos.
Em resumo, é interessante notar que, apesar de serem provenientes do mesmo Hospital,
estas duas linhagens acomodam divergéncias , sugerindo um processo continuo

de evolucao mediado por elementos transponiveis.

4.2.3 Anotacao dos genomas

Todos os genomas foram anotados através do pipeline bacannot conforme descricao
nos métodos . Os resultados de distancia genética obtidos através do pipeline
corroboram a identificagao microbiolégica, indicando serem da espécie Klebsiella pneumo-
niae. Em termos de classes de genes, a anotagao genémica apresentou niimeros similares,
salvo os resultados de rRNA que mostraram uma grande diferenca para a KpBSB60 se
comparada as demais . Isto se d4 muito provavelmente pelo seu genoma ser
embasado nas leituras curtas conforme descrito anteriormente. Por serem menores, as
leituras curtas geram montagens fragmentadas que nao perpassam a integralidade dos
operons de TRNA, o que dificulta sua resolucao e impede a distincao de suas multiplas
copias (de Oliveira Martins et al., [2019)).

O pipeline bacannot traz suporte automatico para a identificacao dos grupos clonais
de K. pneumoniae através da analise computacional de MLST. Entretanto, o pipeline nao

esta restrito a esta espécie e permite classificar qualquer espécie presente no banco de dados

PubMLST (Jolley et al., 2018)).
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Tabela 9 - Resumo das caracteristicas gerais de anotagao dos genomas das linhagens deste estudo. As
anotagoes de serotipo K e O foram obtidas através da ferramenta Kleborate (Lam et al. |2021) e as
informacoes de ST, nimero total de genes e sequéncias de rRNA e tRNA e a distancia genémica para o

genoma referéncia mais préximo, obtidos através do pipeline bacannot.

Linhagem ST Serotipo K Serotipo O CDS rRNA tRNA Genoma mais Nome da referéncia Distancia

préoximo gendmica

ECR 11 105 01/02v2  5.241 26 86 GCF_000529325.1 Klebsiella 0,00257170
pneumoniae 1S33

KpBSB56 11 3 01/02v2  5.447 25 88 GCF_000529325.1 Klebsiella 0,00768918
pneumoniae 1S33

KpBSB60 11 64 0O1/02vl  5.454 8 79 GCF_000445405.1 Klebsiella 0,00469623

pneumoniae JM45

Os resultados de MLST classificam todas as linhagens analisadas como pertencen-
tes ao grupo clonal ST11 , um grupo de alto risco de isolados multirresistentes
produtores de CTX-M 14 e 15 que se alastrou pelo mundo (Navon-Venezia et al., [2017; |He
et al., 2022). Este serotipo, parte do grupo clonal 258 (CG258), é considerado uma das
principais ameacas a saude publica global devido a sua relevancia para a disseminacao
de resisténcia, principalmente através de plasmideos (Wyres et al., [2015; Nakamura-Silva
et al.; 2022)). A detecgao de isolados ST11 é sempre preocupante devido aos constantes re-
latos de surtos causados por linhagens deste serotipo e sua recente ligagao a convergéncia
de fatores de resisténcia e viruléncia (Zhan et al., 2017; |Gu et al., 2018; Xie et al. 2021
Liu et al., [2022; [Mendes et al.| 2022; Nicola et al., [2022).

Além disso, estas linhagens foram também avaliadas quanto a seu sorotipo K, re-
ferente a cdpsula polissacaridea (CPS) e seu sorotipo O, referente ao lipopolissacarideo
(LPS) através da execucao manual da ferramenta Kleborate (Lam et all [2021), a qual
nao foi integrada ao pipeline bacannot, em virtude de poder ser aplicada exclusivamente
a espécie Klebsiella pneumoniae. Na pode ser verificado que dentre as nossas
linhagens nenhuma foi anotada como K1 ou K2, serotipos comumente associados a hi-
perviruléncia (Zhu et al., [2021). Dentre elas, destaca-se a deteccao de uma linhagem
ST11-KL64 (KpBSB60) que é um grupo de bactérias com distribuigdo mundial e consi-
derado de extrema importancia na expansao de linhagens resistentes a carbapenémicos
(Wang et al., [2023]).

Além disso, todas as linhagens apresentaram serotipo O1/02 que estao entre os se-
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rotipos mais comuns associados a infecgoes globalmente (Choi et al., 2020; Wantuch et al.|
2023). Estas classifica¢oes, somadas a classificagdo ST, provém uma maior resolugao na
categorizacao de linhagens para embasar expectativas quanto ao potencial de resisténcia
e viruléncia (Follador et al., 2016} |Choi et al., 2020; Lam et all [2021; Zhu et al [2021}
Wantuch et al., [2023)).

4.2.4 Anotacao de fatores de viruléncia

Fatores de viruléncia sao compostos bacterianos que contribuem para a capaci-
dade de um patdgeno de causar infeccao. Estes podem estar diretamente relacionados ao
aumento do “fitness” bacteriano durante a infeccao, mediando eventos como a adesao,
invasdo celular, colonizacdo, captagao de ferro e formacao de biofilme (Ho et al.| [2014;
Coulthurst, 2019; [Paczosa e Mecsas, 2016; Zhu et al} 2021 Gorrie et al., 2022). Por isso,
visamos também identificar os genes de viruléncia presentes nos genomas analisados.

Diversos fatores de viruléncia foram detectados nestes genomas, com todos os genes
anotados presentes no cromossomo bacteriano . Alguns destes fatores como os
antigenos K (CPS) e O (LPS) sao capazes de provocar respostas imunes no hospedeiro e,

por possuirem composicao variavel, sao classificados em sorotipos que representam estas

diferentes composigoes, e foram abordados na [Subsecgao 4.2.3| (Tabela 9)). Os demais fato-

res de viruléncia nao relacionados a serotipagem encontram-se disponiveis na [labela 10|
No geral, a anotacao de viruléncia é bastante conservada e similar entre as linhagens.
Dentre os fatores de viruléncia detectados, a enterobactina, o sistema de secrecao tipo VI
(T6SS) e as fimbrias do tipo 1 e 3 foram encontradas em todos os genomas. A entero-
bactina, que permite a captacao de ferro, é um sideréforo extremamente prevalente na
espécie e considerado intrinseco.

Além disso, outros genes de viruléncia menos prevalentes também foram detecta-
dos nos genomas. Por exemplo, todos os isolados codificam pelo menos um sideréforo
adicional além da enterobactina. Esta é uma caracteristica relevante pois, a presenca de
outros sideréforos é geralmente relacionada a fendtipos de viruléncia aumentada (Martin
e Bachman| 2018; Paczosa e Mecsas, 2016} Zhu et al., [2021} Russo et al., [2021; Gorrie

et al., 2022). A KpBSB60 codifica em seu genoma o lécus da Aerobactina, incluindo os
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genes iucABCD e iutA enquanto a ECR e KpBSB56 codificam o 16cus completo da Yer-
siniabactina, detectada em um transposon ICEkp . A Yersiniabactina é um
sideréforo capaz de mediar o escape da resposta inflamatoria e potencializar o crescimento
e infecgao bacteriana (Lam et al., 2018; Zhao et al., 2022). O ICEkp é um elemento auto-
transmissivel frequentemente observado em Klebsiella pneumoniae e que pode carregar
outros fatores de viruléncia, além do 16cus ybt, sendo considerado um dos mecanismos de
transferéncia de viruléncia mais importantes na espécie (Lam et al.| 2018; Farzand et al.,
2019; |Zhao et al., [2022).

Em termos gerais, esta observagao é preocupante pois a presenca de sideréforos adi-
cionais, particularmente Aerobactina e Yersiniabactina, é uma caracteristica tipicamente
encontrada em isolados de viruléncia aumentada ou hipervirulentos (Paczosa e Mecsas,
2016; Wyres et al. [2020; |Zhao et al.,|2022; Gorrie et al., 2022)). Apesar da detecgao destes
variados fatores de viruléncia, inclusive de sideréforos “nao classicos” sugerir um fendtipo
de viruléncia aumentada, andlises experimentais sao necessarias para sua mensuracao.
Além disso, é importante ressaltar que, assim como em algumas de nossas linhagens,
isolados de K. pneumoniae podem codificar genes iroF (Salmochelina) e iutA (Aerobac-
tina) em seus cromossomos e, a presenca destes genes sozinhos sem o restante do l6cus,
nao ¢ suficiente para observagao do fenétipo (Russo e Marr, [2019). Finalmente, os genes
reguladores da hipermucoviscosidade rmpA e rmpA2, que sdao também usados como in-
dicadores da capacidade de causar infecgoes comunitarias (De Campos et al., 2018), néo

foram detectados em nenhum dos genomas.
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4.2.5 Anotacao de genes de resisténcia

Corroborando os resultados experimentais de suscetibilidade a antimicrobianos das
linhagens estudadas 7 a anotagao computacional de genes de resisténcia detec-
tou, em todas, a presenca de genes de resisténcia para mais de 5 categorias de antimi-
crobianos, distribuidos entre seus plasmideos e cromossomos , ratificando a
sua classificagdo como extensivamente resistentes (XDR). No geral, além dos genes de
resisténcia considerados intrinsecos & espécie (blaSHV, ogzAB, e fosA), a anotacao entre
os genomas ¢ bem similar, com diversos genes de resisténcia adquiridos e com quase todas
as classes de genes de resisténcia a antimicrobianos sendo encontradas nas trées linhagens.

Interessantemente, as linhagens ECR e KpBSB60 apresentaram suscetibilidade
comprovada experimentalmente a Amicacina e Gentamicina, respectivamente, apesar de
possuirem genes de resisténcia a estas classes de drogas. Recentemente, um estudo mos-
trou que algumas comunidades microbianas podem apresentar genes de resisténcia cha-
mados “silenciosos”, significando que o fenétipo nao é observado por diferentes motivos,
caracterizados ou nao (Deekshit e Srikumar, [2022). Os autores discutem que estes ge-
nes podem ter papel importante na adaptabilidade a ambientes clinicos ja que diversos
fatores podem influenciar a reativacao destes genes, como por exemplo, a insercao de
sequéncias de insergao (IS, do inglés “Insertion Sequence”), na regiao “upstream” destes
genes (Deekshit e Srikumar, 2022)).

Quanto as [-lactamases, detectou-se em todas as linhagens pelo menos uma ESBL
e uma carbapenemase. Todas as linhagens possuem genes das (-lactamases blaCTX-
M-15, blaOXA, blaTEM-1 e blaNDM-1 em seus genomas. Adicionalmente, detectou-se
o gene da blaKPC-2 no genoma da KpBSB60, localizada em um plasmideo, na regiao
downstream a uma resolvase de transposon Tn3 e upstream a uma transposase ISKpn6
(familia da transposase 1S1182), sugerindo uma possivel mobilidade deste gene através de

transposons Tn3.
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Recentemente, detectou-se no lago Paranod uma linhagem ambiental de K. pneu-
moniae (KpV3) que possuia o gene blaKPC-2 associado a transposons da mesma familia
(Janssen et al., [2021)). Isso motivou a realizagdo de andlises para contrastar as estruturas
dos blocos sinténicos que flanqueiam este gene nas nossas linhagens comparando a linha-
gem ambiental (KpV3) e mais quatro linhagens hospitalares isoladas no estado de Sao
Paulo. Os resultados sao mostrados na e mostram que a Unica caracteristica
comum a todas as linhagens ¢é a presenca de uma transposase da familia IS1182 logo apds
o gene KPC-2, mas na fita oposta (orientagao tail-to-tail). A maior conservacao da linha-
gem KpV3 é com a KpBSB60 que compartilha um pequeno bloco incluindo a resolvase
de transposon Tn3 antes do blaKPC-2 e IS1182.

A revela um comportamento interessante de linhagens com o gene
blaKPC-2 do DF. Comparada a linhagem analisada neste estudo (KpBSB60), a linha-
gem KpBSB31, que foi isolada anteriormente no mesmo hospital terciario (De Campos
et al., [2018), ndo compartilha outros genes na regiao, a nao ser os previamente indicados
(blaKPC-2 e IS1182). No entanto, a linhagem KpBSB31 apresenta uma significativa con-
servacao na mesma regiao com as linhagens isoladas em hospitais de Tocantins em 2019
e Sao Paulo em 2021 (Figura 12).

Em resumo, juntas, as linhagens apresentam potencial genético de resisténcia a vir-
tualmente todas as f-lactamases conhecidas, ressaltando a propensao de linhagens ST11
em acumular genes e mecanismos de resisténcia (Lee et al.| [2016; He et al., 2022). Relatos
de isolados carreando multiplas carbapenemases tém se tornado mais frequente em todo
o mundo (Gao et al., [2020; |Guo et al., 2023). Estas combinagoes potencializam os niveis
de resisténcia a carbapenémicos, dificultando ainda mais o gerenciamento de infec¢oes em
ambientes hospitalares, e ainda, ampliam a preocupacao quanto a disseminacao de genes
de resisténcia e surgimento das chamadas “superbactérias” (Bedeni¢ et al., [2023; |[Yuan

et al., 2024).
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Figura 12: Representacao grafica comparativa do cluster génico da KPC-2 detectado na linhagem
KpBSB60 e em outras linhagens brasileiras, gerada através da ferramenta GCluster (Li et all 2020).
Genes considerados conservados entre os genomas sdo coloridos, baseado em homologia de sequéncia.
Em fonte de texto vermelha, destaca-se o gene que foi utilizado para centralizar a andlise e estender o
l6cus a ser comparado em até 10 genes em cada flanco. Na figura, os genomas marcados com * sdo
provenientes deste estudo, e os marcados com ** sdo genomas mais antigos também analisados por nosso
grupo. As demais linhagens sdo provenientes dos estados de Sao Paulo (GCF_026223235; GCF 026223255,

GCF.026223735) e Tocantins (GCF_026223285).
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4.2.6 Anotacao dos plasmideos

Em posse das informacoes que nos permitem separar contigs de plasmideos e de

cromossomos (Subsegao 4.2.1]) visamos aumentar a resolugao de nossas anotagoes quanto

aos plasmideos para identificar os grupos de incompatibilidade (“Inc typing”) presentes
nas linhagens e categorizar quais dos genes de resisténcia e viruléncia discutidos nas se¢oes
anteriores estao sendo movimentados por plasmideos.

Quanto aos genes de interesse clinico, nao foi detectado nos plasmideos, nenhum
dos genes de viruléncia apresentados anteriormente. Em contrapartida, a maioria dos
genes de resisténcia a antimicrobianos nao-intrinsecos foram detectados nas sequéncias de
plasmideos . Observa-se na tabela a presenca de diversas f—lactamases em
plasmideos, sugerindo a importancia dos mesmos no co-carreamento de multiplos destes
genes.

Utilizando o programa PlasmidFinder (Carattoli et al., 2014)), que permite a anotagao
de grupos de incompatibilidade através da deteccao de sequéncias de replicons, identificou-
se 19 grupos diferentes em 15 contigs, indicando a presenca de plasmideos com multiplos
replicons , os quais vém se mostrando importante disseminadores de resisténcia
em bactérias Gram-negativas (Wang et al., 2021). Nas linhagens ECR e KpBSB56 por
exemplo, foram detectados contigs com mais de um replicon carreando diversos genes
de resisténcia a antimicrobianos . A deteccao de plasmideos com estas ca-
racteristicas levantam alertas uma vez que estes podem desempenhar papel chave na
sobrevivéncia bacteriana em ambientes de alta pressao de selecao, como hospitais (Wang

et al., 2021)).
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Tabela 12 - Resumo da anotacao in silico de grupos de incompatibilidade e de genes de resisténcia a
antimicrobianos identificados nos plasmideos preditos. Os grupos de incompatibilidade foram anotados

através da ferramenta PlasmidFinder (Carattoli et al., [2014)). J& os genes de resisténcia sdo os mesmos

detalhados na [Tabela 11}
Linhagem Contig Grupos de Genes de resisténcia
incompatibilidade
ECR contig_2 blaCTX-M-15
contig.3  IncR aac(3)-11d, aac(6’)-Ib-cr, aph(3”)-Ib,

aph(6)-Id, blaCTX-M-15, blaOXA-1,
blaTEM-1, tet(D), sul2
contig: 4 IncFII(K), IncFIB(pQil) aadAl, aac(6’)-Ib, aph(3’)-VI,
blaCTX-M-15, blaNDM-1, blaOX A-9,
blaTEM-1, ble, qnrS1
KpBSB56 contig-2  IncFIB(K) aadAl, sull
contig-3  IncR, IncFII(pRSB107) aac(3)-1I, aac(6’)-Ib-cr, aadA2,
blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaNDM-1,
blaTEM-1, ble, dfrA12, qnrB1, sull, sul2
contig 7 ColRNAI
contig 9  Coll56, IncQ1 aph(3’)-VIa
KpBSB60 scaffold14 IncFIB(pKPHS1)
scaffold20 IncFII(K)
scaffold21 IncFIB(pQil) blaTEM-1
scaffold22 IncC
scaffold24 IncFIA
scaffold25 IncFIB(AP001918),

IncFII(pRSB107)
scaffold26 tet(A)
scaffold30 IncQ1 blaKPC-2
scaffold31 ColRNAI
scaffold32 sul2
scaffold34 blaCTX-M-15, qnrS1
scaffold36 aph(37)-VI, blaNDM-1, ble
scaffold38 aadAl, aadA5, blaOXA-9, dfrA17, sull
scaffold39 mph(A)
scaffold42 erm(B)

scaffold43 Col4401
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4.2.7 Genomica comparativa com isolados brasileiros

Além dos resultados de anotacao para as trés linhagens estudadas, procuramos
também realizar andlises de genomica comparativa para entender o contexto destes acha-
dos com outras linhagens brasileiras Material Suplementar). Devido ao
cenario observado das nossas anotacoes, utilizamos os seguintes dados genomicos dis-

poniveis em bancos de dados publicos para efeito de comparagao:

e linhagens Klebsiella pneumoniae produtoras de NDM identificadas no Brasil
(Camargo et al., [2022) de 2015 a 2021 para permitir uma contextualizagao

mais aprofundada do gene;

e um conjunto de linhagens MDR isoladas em Brasilia para comparagao tempo-

ral de genomas da mesma regiao (Lee et al.| 2021) e;

e duas linhagens mais antigas, KpBSB31 (De Campos et al., 2018)) e KpV3
(Janssen et al., [2021)), também analisados por nosso grupo para uma com-

paracao local

4.2.7.1 Analise filogenomica

Para entender melhor como nossas linhagens se relacionam com estas outras linha-
gens incluidas realizou-se uma analise filogenomica entre as mesmas. Devido a grande
quantidade de genomas incluidos, o conjunto foi simplificado, manualmente, para conter
somente um ou alguns genomas representativos por ramo. Para comparagao e validagao,
foram utilizadas duas metodologias distintas para a construcao de arvores filogenéticas
levando em consideracao a integralidade dos genomas, ao invés de utilizar poucos genes
marcadores: 1. com o programa SANS-Serif (Rempel e Wittler 2021)), que é livre de ali-
nhamento e nao necessita de genoma de referéncia; 2. com o programa Parsnp (Treangen
et al., |2014)), que é dependente de alinhamento global dos genomas.

O resultado desta andlise é apresentado na e, salvo alguns poucos geno-
mas, as arvores geradas sao essencialmente iguais. E interessante notar nesta figura que
a arvore do programa SANS-Serif (a4 esquerda) tem maior resolucao que a gerada pelo

programa Parsnp, o qual viria a sugerir uma expansao clonal de diversas linhagens do DF.
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Os motivos para a falta de resolucao do Parsnp provavelmente se devem ao processo de
selecao dos caracteres para calcular a arvore, que no caso sao somente polimorfismos de
base tnica em sub-regides conservadas em todos os genomas analisados (Treangen et al.)
2014). Apesar de ser computacionalmente eficiente, a estratégia do Parsnp nao aponta,
por exemplo, a diferenca nos genomas da KpBSB56 e KpBSB60, enquanto que o programa
SANS-Serif identifica caracteres distintivos entre essas. Devido a este fato selecionamos
a arvore do programa SANS-Serif para a interpretacao das relagoes filogenéticas entre as

diversas linhagens.

Figura 13: Comparacao das diferentes arvores filogenéticas das linhagens de Klebsiella pneumoniae
incluidas neste estudo. A esquerda, mostra-se a arvore gerada pela ferramenta SANS-Serif que utiliza
metodologia livre de alinhamento (Rempel e Wittler| [2021)). A direita, mostra-se a arvore gerada pela
ferramenta Parsnp+IQTree, que utiliza metodologia dependente em alinhamento. As linhagens isoladas
no DF e caracterizadas por nosso grupo neste estudo sao apresentadas em vermelho e as em azul sao

referentes a estudos anteriores.
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A arvore final foi anotada de maneira a incluir os “Sequence Types” sendo possivel
observar um substancial agrupamento de linhagens ST11 , que pertencem ao
grupo clonal CG258, o qual representa uma ameaca global em termos de K. pneumoniae
MDR (Fuga et al., |2020; [Nakamura-Silva et al., [2021). Neste clado ST11, observa-se que
as linhagens KpBSB56 e KpBSB60 agrupam-se, com a linhagem KpBSB31 e diversas
linhagens MDR isoladas em Brasilia entre 2010 e 2014 (c6digo iniciando com ERR na
Figura 13) (Lee et al., |2021). Os reduzidos comprimentos de ramo no clado indicam
uma alta similaridade entre os genomas, mesmo em um periodo de quase uma década de
circulacao destas linhagens. Ja a ECR, outra linhagem avaliada neste estudo, apesar de
pertencer ao ST11 e ter sido isolada no mesmo local que KpBSB56 e KpBSB60, mostra
uma similaridade maior com linhagens isoladas no estado de Sao Paulo entre 2018 e 2021
(Camargo et al., [2022), o que pode indicar uma possivel rota de introdugao.

Interessantemente, os resultados revelaram que apesar de nossas linhagens serem
do mesmo Hospital, somente a KpBSB56 e KpBSB60 agrupam entre si. Sob esta ética,
podemos observar na que as linhagens ECR e KpBSB56, apesar de serem gene-
ticamente mais préximas da mesma referéncia, sao dispostas distantes entre si na arvore.
Isto pode ser uma consequéncia da diversidade de recombinagoes (Sakoparnig et al., 2021)
(Figura 11]), indicando que, apesar de serem da mesma localidade e ST, estas linhagens
possuem diferencas genomicas significativas entre si. Também, vale ressaltar que a linha-
gem KpV3 é geneticamente mais diversa que as demais, provavelmente devido a esta ser

a Unica linhagem ambiental dentre as incluidas na analise.
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Figura 14: Arvore filogenética dos genomas das linhagens de Klebsiella pneumoniae gerada pela ferra-
menta SANS-Serif (Rempel e Wittler] |2021)). Todos os ramos tiveram suporte “bootstrap” maior que
80%. As linhagens isoladas no DF e caracterizadas por nosso grupo neste estudo sao apresentadas em
vermelho e as em azul sao referentes a estudos anteriores. Linhagens com cédigo iniciando com o prefixo
ERR foram isoladas em hospitais de Brasilia, entre 2010 a 2014 (Lee et al., |2021)). As demais linhagens
(prefixo GCF) sao predominantemente do estado de Sdo Paulo (Camargo et al., |2022). Os circulos ter-

minais sdo coloridos de acordo com o ”Sequence Type” (ST) de cada genoma.
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4.2.7.2 Estudo retrospectivo da resisténcia e viruléncia

Uma comparacao inicial das trés novas linhagens (KpBSB56, KpBSB60 e ECR)
com as outras duas linhagens (KpBSB31 e KpV3) do mesmo Hospital demonstrou a
manutencao de certas caracteristicas observadas no passado. Primeiro, observamos na
linhagem KpBSB60 a presenca de uma KPC-2 flanqueada por uma transposase e uma
resolvase, assim como identificado na KpV3 (Janssen et al., 2021).

Além disso, observou-se a conservagao de diversos fatores de viruléncia, inclusive
a presenca de sideréforos adicionais, identificados na linhagem KpBSB31 e outros isola-
dos XDR hipermucoviscosos de 2018 provenientes do mesmo Hospital (De Campos et al.,
2018). A época, estes isolados foram classificadas como nao-hipervirulentos, porém, todos
demonstraram invasividade e toxicidade em células epiteliais Hep-2, e sobrevivéncia em
sangue e soro humano (De Campos et al., [2018). Interessantemente, estes isolados de
2018 e as linhagens ECR e KpBSB60, demonstraram suscetibilidade somente a aminogli-
cosideos, sugerindo manutencao de um mesmo perfil de resisténcia.

Em seguida, passamos para a comparacao do resistoma, isto é, o conjunto total de
genes de resisténcia, com todas as outras linhagens brasileiras incluidas. Em um primeiro
momento, tentamos avaliar o perfil de resisténcia em forma de um mapa de presenca e
auséncia (“heatmap”) dos genes de resisténcia detectados (Figura 15)). Para uma melhor
legibilidade, utilizou-se 0 mesmo sub-grupo apresentado na arvore filogenética

e genes com muitos alelos foram colapsados em coluna tnica.
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Figura 15: Mapa da presenga/auséncia de genes de resisténcia detectados nos genomas analisados. A
anotagao representa o consenso dos resultados das ferramentas AMRFinderPlus (Feldgarden et al., [2019))
e Resfinder (Bortolaia et al., |2020). A presenga dos genes é marcada por blocos coloridos conforme

as classes de antimicrobianos para as quais estes genes conferem resisténcia, ou em branco no caso de

auséncia. Os cédigos dos genomas sao os mesmos da |[Figura 14
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Pela imagem, nao é possivel perceber padroes claros de ocorréncia dos conjuntos
de genes de resisténcia entre as linhagens, sugerindo uma distribuicao aleatoria. Porém,

é possivel destacar trés observacoes:

1. A prevaléncia de resisténcia a sulfonamida é elevada e parece estar estabe-
lecida na regiao. Este cendrio se assemelha a uma observacao levantada du-
rante um estudo retrospectivo de K. pneumoniae multirresistentes em Manaus

(Nakamura-Silva et al.l 2022);

2. Visualmente, os resultados parecem corroborar com relatos recentes de actimulo
de p-lactamases e maior frequéncia de co-carreamento de carbapenemases

(Gao et al., 2020; Guo et al., [2023);

3. Nota-se uma tendéncia entre os genes blaNDM e blaKPC-2, em que os genes
blaKPC sao encontrados mais frequentemente nas linhagens mais antigas (de

2014, c6digos ERR), enquanto que o blaNDM apresenta um perfil inverso.

Estes resultados respaldam estudos recentes que indicam que o gene blaNDM-1
vem se tornando cada vez mais frequente no Brasil desde sua introducao (Camargo et al.,
2022; Kiffer et al., 2023). E também apontam para uma possivel transi¢ao no perfil de
resisténcia a carbapenémicos, como sugerido em um estudo que avaliou o impacto da
pandemia de COVID-19 no padrao de co-ocorréncia destes genes no Brasil (Kiffer et al.|
2023)).

Por isso, decidimos aprofundar a investigacao do padrao e dinamica de ocorréncia
de pares de genes em nosso conjunto de dados. Procurou-se identificar se existem genes
que sempre ocorrem associados, embasados em um arcabouco estatistico. Para isso, reali-
zamos andalises de co-ocorréncia através dos pacotes na linguagem R: CooccurrenceAffinity
(Mainali e Slud} [2022)) e Cooccur (Griffith et all [2016)). Para tanto, os genomas foram
separados em dois subconjuntos de linhagens, antes e depois de 2019, e as estatisticas
calculadas para cada grupo. Os resultados obtidos pelos dois pacotes foram idénticos, e
por isso utilizamos para comparacgao e visualizagao somente os resultados da ferramenta
CooccurrenceAffinity uma vez que esta introduz a métrica «, baseada em estimativa de

méaxima verossimilhanca, que mensura a intensidade da associagao entre duas entidades,
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enquanto Cooccur somente indica se é positivo, negativo ou aleatério. Este resultado é

apresentado na [Figura 16|

Figura 16: Valores da anédlise de “afinidade” de co-ocorréncia dos genes de [3-lactamases detectados nos
genomas analisados. Na figura, separam-se os subconjuntos de genomas de antes (A) e depois de 2019
(B). A andlise foi realizada através do pacote CooccurrenceAffinity (Mainali e Slud, [2022)) que introduz
uma nova métrica « capaz de mensurar a intensidade da associagao, positiva ou negativa, entre duas
entidades. Nesta métrica, o valor 0 representa uma associagdo aleatéria. Somente sdo mostradas os

valores cujo p-valor é menor que 0,05.

Os resultados da andlise de co-ocorréncia de pares de genes, mostram que os ge-
nomas anteriores a 2019 ), apresentam uma certa co-ocorréncia positiva, mas
nao tao intensa, para os genes blaLAP, blaKPC, blaOXA, blaCTX-M e blaTEM. O valor
absoluto dos resultados (métrica «) sugere que, embora estes genes pudessem co-ocorrer,
este cendrio nao era muito frequente, uma vez que 0 significa uma associacao aleatéria. In-
teressantemente, o resultado ressalta um « fortemente negativo para a associacao blaKPC
e blaNDM, indicando que encontrar um na presenca do outro era raro e inesperado.

Em contrapartida, os resultados dos genomas apds 2019 (Figura 16B) mostram
uma intensa co-ocorréncia positiva para os genes blaCTX-M, blaOXA, blaTEM e blaNDM.
Além disso, a observagao de maiores valores absolutos de « sugere que a co-ocorréncia
destes pares de genes ¢ muito mais provavel que anteriormente. Isso indica que estas
linhagens podem estar acumulando genes de (-lactamase e carbapenemases, e que esta
vem de maneira combinada, assim como também sugerido por outros estudos (Gao et al.,

2020; \Guo et al., [2023).
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A observacao dos altos valores o com sinal negativo para a associagao blaKPC
e blaNDM aliada a substituicao do blaKPC pela blaNDM na lista de genes positiva-
mente associados do grupo de genomas pos 2019, respalda a sugestao de que no Brasil
estas bactérias podem estar mudando seu perfil génico, favorecendo a NDM (Kiffer et al.|
2023). Este cendrio pode, por exemplo, estar atrelado a diferengas de custos para o “fit-
ness” bacteriano. Um bom exemplo sao os plasmideos IncX3, que sao moléculas de alta
estabilidade e custo fisiolégico baixo, considerados os principais veiculos de transmissao
de NDM (Guo et al., [2022). Porém, mais estudos sdo necessarios para entendimento e
confirmacao dos mecanismos por tras destas observagoes.

Neste mesmo contexto, percebe-se que a presenca dos genes blaNDM, blaKPC e
blaOXA ao mesmo tempo nao é detectada entre as linhagens mais antigas, enquanto
que esta ¢é identificada em seis dos genomas mais recentes . Imagina-se dois
cendrios possiveis para explicar esta observacdo: (i) ou estas linhagens encontram-se no
processo de reposicao, em que acabaram de adquirir o blaNDM e vao consequentemente
perder o blaKPC ou; (ii) ou elas representam um novo evento de acumulacao destas
carbapenemases.

Algo que poderia ajudar a explicar estas intensas associagoes observadas entre o
gene blaNDM e outras [-lactamases, e seu consequente acimulo nestas linhagens mais re-
centes, seria a presenca de elementos genéticos moveis carreando estes genes em conjunto.
Isto permitira aventar a hipétese de que a reposicao da KPC pelo NDM seria mediada por
trocas de plasmideos, mudando seu perfil de resisténcia e balanceando custos de “fitness”.

Por isso, buscamos também comparar o perfil dos grupos de plasmideos detectados
no conjunto de dados e investigar a disposicao destes genes nos plasmideos resolvidos de
nossas linhagens. Assim como geralmente observado em Enterobacterales (Rozwandowicz
et al., [2018;|Chen et al., 2024) o grupo de plasmideos IncF foi identificado como o grupo de
plasmideos mais frequentemente detectado entre os genomas K. pneumoniae analisados,
representando aproximadamente ~36% de todos os replicons anotados. Plasmideos IncF
sao importantes vetores de resisténcia, frequentemente relacionados a transmissao de genes
de resisténcia a antimicrobianos (Bonnin et al.; [2012; Bi et al.; [2018; |Chen et al., |2024) e
considerados como essenciais na expansao recente de carbapenemases (Chen et al., 2024)).

Em nosso conjunto de dados, os plasmideos conjugativos IncFIB(K), IncFII(K) e
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IncFII(pCRY) foram os replicons IncF mais comumente detectados. Entre estes, o Inc-
FII(K), um plasmideo bastante heterogéneo em tamanho que pode ser muito grande e
possuir estruturas de mosaico (Bi et al., 2018; Montelongo Hernandez et al., 2022), foi
encontrado nos genomas da ECR e KpBSB60. Para ter uma visao geral da anotacgao e con-
servacao deste plasmideo entre as linhagens, gerou-se um mapa circular usando a sequéncia
completa do plasmideo IncFII(K) da ECR como espinha dorsal para alinhamento contra
as linhagens KpBSB56, KpBSB60 e outras trés linhagens brasileiras produtoras de NDM
(Figura 17)).

O mapa circular mostra que a sequéncia é completamente compartilhada entre as
linhagens ECR e KpBSB60, sugerindo que ambas possuem este plasmideo, mas com a
ressalva de que nao é possivel uma confirmagao devido a fragmentagao da montagem da
KpBSB60. Além disso, o fato de varias subsecoes do plasmideo serem conservadas entre as
diferentes linhagens, mas nao a sequéncia completa, sugere uma integracao de diferentes
segmentos, destacando o mosaicismo caracteristico deste grupo de plasmideos (Bi et al.|
2018; Montelongo Hernandez et al., [2022). A mostra também que os genes de
resisténcia detectados estao organizados em pequenos grupos cercados por transposases,
o que sugere uma capacidade de mobilizacao. Por fim, o mapa mostra que este plasmideo
nas linhagens ECR e KpBSB60 codifica todas as quatro S-lactamases (NDM-1, CTX-M-
15, OXA-9 e TEM-1) que foram encontradas co-ocorrendo positivamente nas linhagens a

partir de 2019.
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Figura 17: Mapa circular da sequéncia completa do plasmideo IncFII(K) identificado na linhagem ECR.
Na camada mais externa do mapa, destacam-se os genes de resisténcia e transposases, e a posicao dos
replicons detectados neste plasmideo. As cinco préximas camadas, possuindo blocos retangulares de
coloragoes vermelho escuro, verde escuro e azul escuro, representam os blocos genémicos conservados via
alinhamentos BLAST com as cinco linhagens identificadas por seus cédigos (apés BLAST vs). Nas trés
camadas mais internas, mostram-se trés diferentes representacoes das variagoes do conteiiddo GC ao longo
da sequéncia. Esta figura foi gerada através da ferramenta “CGView Comparison Tool” (Grant et al.
2012).



Conclusoes

Apresenta-se neste trabalho o desenvolvimento de trés pipelines genomicos ba-
seados em contéineres computacionais que fornecem um fluxo de anédlises completo e
automatizado para o estudo de genomas bacterianos, compreendendo as etapas de pré-
processamento de dados brutos de sequenciamento, montagem de genomas e anotacao
genérica e especializada de genomas bacterianos.

Estes foram implementados objetivando mitigar lacunas especificas detectadas
entre os diversos pipelines existentes para andlises de gendomica bacteriana. Por isso,
desenvolveu-se diversos relatérios graficos e visualizagoes interativas para melhorar a in-
terpretagao dos resultados. E complementarmente, desenvolveu-se uma interface grafica
acessivel pelo navegador de internet que permite aos usudrios analisar e refinar todos os
resultados de anotagao de forma interativa, distinguindo o bacannot de outros pipelines.

Além disso, durante o desenvolvimento e concretizacao destes pipelines, estes ja
foram utilizados em outros estudos que envolveram diferentes espécies de bactérias e
contemplam linhagens clinicas e ambientais. Assim, destacam o desenvolvimento de fer-
ramentas genéricas que possam ser tteis em diferentes contextos analiticos (Campos et al.|
2021} Janssen et al., 2021; Belmok et al., 2023; Rocha et al., 2023). Salienta-se que os
pipelines foram adaptados a forma modular de definicao de pipelines adotada pela comu-
nidade Nextflow, tornando possivel estender suas andlises de forma simplificada.

De maneira geral, os pipelines desenvolvidos proporcionam um sistema que faci-
lita e permite a compilagao padronizada de resultados de diversos genomas. Esta pa-
dronizacao abre caminho para a efetivacao de estudos de gendémica comparativa. Neste
contexto, ressalta-se a importancia de bancos de dados e plataformas especializadas como

o One Health Brazilian Resistancdl] (OneBR) que oferece uma rica interface gréfica para

!http://onehealthbr.com/
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selecionar e explorar metadados de diversos genomas de espécies relevantes para a saude
publica no Brasil. A utilizacao conjunta dos pipelines desenvolvidos nestes trabalho a
estas plataformas e iniciativas especializadas permitird uma melhor integracao de dados
e a avaliacao de aspectos inexplorados da epidemiologia de linhagens multirresistentes,
alavancando estudos evolutivos.

Sob esta ética, sequenciamos e caracterizamos genomicamente trés isolados de
Klebsiella pneumoniae obtidos de um Hospital terciario de Brasilia e, incluimos diver-
sos outros isolados brasileiros para realizagao de uma analise comparativa retrospectiva,
objetivando demonstrar a aplicabilidade destes pipelines.

Todas as trés linhagens deste estudo foram classificadas como linhagens de Klebsi-
ella pneumoniae XDR ST11. A identificacao de bactérias ST11 é preocupante, pois este
é um grupo de bactérias frequentemente associado ao desenvolvimento de surtos bacte-
rianos, com diversos relatos recentes de linhagens de alto risco, apresentando fendtipo
convergente de multirresisténcia e viruléncia aumentada (Zhan et al., [2017; |Gu et al.
2018; [Xie et al., [2021}; Nicola et al., 2022 Liu et al., 2022; Mendes et al., [2022). Somado
a isso, foram detectados trés diferentes KL (3, 64 e 105), evidenciando a diversidade das
cepas. Particularmente, linhagens ST11-KL64 (KpBSB60) sao prevalentes mundialmente
e de alta relevancia no contexto da expansao de linhagens resistentes a carbapenémicos
(Wang et al., [2023).

Os resultados da anotagao destacaram a presenga de diversos genes de resisténcia
a antimicrobianos nas trés linhagens, com varios destes genes codificados em plasmideos.
Inclusive, detectou-se a presenca de plasmideos com muiltiplos replicons , con-
siderados melhores carreadores de fendétipo de resisténcia. Em particular, destaca-se a
detecgao do gene blaNDM-1 em ambas as trés linhagens sequenciadas. Este é considerado
um gene de alto risco que codifica uma carbapenemase que confere resisténcia a todas as
drogas [-lactamicas, exceto o aztreonam (Boyd et al., |2020).

Em se tratando de -lactamases, as andlises comparativas com todas as linhagens
incluidas neste estudo apontaram uma co-ocorréncia significativa dos genes blaCTX-M,
blaOXA, blaTEM e blaNDM no sub-conjunto de dados de linhagens pds-2019. Nao s6
isso, os valores absolutos da analise indicam que estas combinagoes tém ficado mais fre-

quentes, sugerindo que estas bactérias estejam acumulando estes genes. Além disso, os
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resultados corroboram com a observagao de outros autores de que, no Brasil, as linhagens
parecem estar migrando da KPC para a NDM que esta se tornando cada vez mais pre-
valente (Camargo et al., [2022; Kiffer et al., 2023). Interessantemente, estes genes foram
detectados em um mesmo plasmideo, completamente compartilhado pelas linhagens ECR
e KpBSB60.

Realizou-se também uma comparagao do viruloma (conjunto total de genes de vi-
ruléncia) das trés linhagens deste estudo com outros isolados de 2018 do mesmo Hospital,
incluindo a KpBSB31 (De Campos et al., [2018). Esta andlise permitiu observar uma certa
conservacao destes genes, incluindo a deteccao de fatores determinantes de viruléncia au-
mentada, como os sideréforos Aerobactina e Yersiniabactina que sao capazes de aumentar
o “fitness” bacteriano durante infecgoes (Paczosa e Mecsas|, [2016; [Wyres et al., |2020; Zhao
et al., [2022; |Gorrie et all 2022)). Além disso, este 16cus da Yersiniabactina foi detectado
em um transposon ICEKp que é um dos principais fatores de disseminagao de viruléncia
na espécie (Farzand et al., 2019; |Zhao et al., |2022). Estes resultados reiteram alertas
quanto a convergeéncia de genes de resisténcia e viruléncia em linhagens da espécie, um
cendrio que vem se tornando mais prevalente globalmente (Lee et al.,|2017; |Navon-Venezia
et al.l 2017; |Gu et al| 2018} [Li et al., 2021} Liu et all 2022; He et al.| [2022; |Liu et al.,
2022; (Cardoso Almeida et al., 2024)). Porém, é necessério realizar andlises experimentais
para mensurar o real potencial de viruléncia destas linhagens.

De modo geral, os resultados sugerem que elementos genéticos méveis podem estar
desempenhando papel-chave nessas observagoes destacadas no presente estudo. Além
disso, também enfatizam a presenca de forte pressao seletiva nos ambientes investigados
que além de poder estar favorecendo a manutengao destas moléculas (Wang et al., [2021)),
pode também estar contribuindo para as observacoes de substituicao da KPC e actimulo
geral de genes destacada por outros autores (Camargo et al., 2022 Kiffer et al.| [2023).
Porém, a baixa resolucao da maioria dos genomas devido a nao utilizagao de leituras
longas impede a validagao dessa e de outras hipdteses levantadas neste estudo. Assim,
constata-se a necessidade de mais estudos que adotem o sequenciamento por leituras
longas de modo a obter uma maior resolugao do cenério da disseminacao de resisténcia, e
viruléncia, através de moléculas extracromossomicas.

Como um todo, estas analises demonstram a aplicabilidade dos pipelines desen-
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volvidos para a realizacao de estudos de genomica comparativa. Além disso, o estudo
reitera a necessidade de agir agora para evitar um futuro onde infecgoes bacterianas se-
jam intrataveis e, ao mesmo tempo, extremamente capazes de produzir doencas graves.
Por fim, enfatiza-se a urgéncia em adotar a vigilancia genomica de rotina em ambien-
tes clinicos utilizando metodologia hibrida, permitindo um estudo mais detalhado destes
eventos de expansao de genes e seus mecanismos. Estes sistemas de vigilancia podem
fornecer informacoes criticas para ajudar hospitais e governos a desenvolver estratégias
para combater a propagacao da resisténcia antimicrobiana e potenciais falhas terapéuticas
(Schnall et al.; 2019; Hendriksen et al.| 2019; on Genomic Surveillance of AMRJ 2020; Lam
et al., 2021} [Deekshit e Srikumar, 2022; |Waddington et al., [2022]).
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Apendice A

Tabela A.1 - Genomas publicos incluidos nas andlises comparativas deste trabalho.

Material Suplementar

Nome Ano Localidade Numero de acesso
ERR* 2015 Brasilia PRJEB9325
ECR 2021 Brasilia SAMN41648388
KpBSB56 2021 Brasilia SAMN41648389
KpBSB60 2021 Brasilia SAMN41648403
KpBSB31 2015 Brasilia GCA_022204885
KpV3 2019 Brasilia GCF_019038575
GCF_026223615 2015 Recife GCF_026223615
GCF_026223555 2016 Jau GCF_026223555
GCF_026223205 2017 TItatiba GCF_026223205
GCF_026223155 2017 Rio de Janeiro GCF_026223155
GCF_026222875 2017 Sao Caetano do Sul GCF 026222875
GCF_026222745 2018 Jau GCF_026222745
GCF_026223755 2018 Sao Paulo GCF_026223755
GCF_026223095 2018 Santo André GCF_026223095
GCF_026223265 2019 Araras GCF_026223265
GCF_026222945 2019 Araras GCF_026222945
GCF_026223175 2019 Belo Horizonte GCF_026223175
GCF_026223135 2019 Botucatu GCF_026223135
GCF_026223055 2019 Botucatu GCF_026223055
GCF_026223115 2019 Botucatu GCF_026223115
GCF_026222935 2019 Botucatu GCF_026222935
GCF_026222955 2019 Limeira GCF_026222955
GCF_026223475 2019 Tocantins GCF_026223475
GCF_026223455 2019 Tocantins GCF_026223455
GCF_026223435 2019 Tocantins GCF_026223435
GCF_026223335 2019 Tocantins GCF_026223335
GCF_026223315 2019 Tocantins GCF 026223315
GCF_026223285 2019 Tocantins GCF_026223285
GCF_026222835 2019 Sorocaba GCF 026222835
GCF_026223065 2020 Araras GCF_026223065
GCF_026223035 2020 Araras GCF_026223035
GCF_026223775 2020 Sorocaba GCF_026223775
GCF_026223715 2020 Sorocaba GCF_026223715
GCF_026223005 2020 Sao Paulo GCF_026223005
GCF_026222865 2020 Sao Paulo GCF_026222865
GCF_026222845 2021 Belém GCF_026222845
GCF_026223395 2021 Campinas GCF_026223395
GCF_026223375 2021 Campinas GCF_026223375
GCF_026223735 2021 Sao Paulo GCF_026223735
GCF_026223515 2021 Sao Paulo GCF_026223515
GCF_026223255 2021 Sao Paulo GCF _026223255
GCF_026223235 2021 Sao Paulo GCF_026223235
GCF_026222735 2021 Sao Paulo GCF 026222735
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Tabela A.2 - Comparacao de recursos disponiveis em alguns pipelines de gendémica bacteriana, obtida por traducao livre do artigo

Recurso

Bacannot

Bactopia

ASA3P

MicrobeAnnotator

Nullarbor

TORMES

Tipo de sequenciamento

Tipo de montagem

Leituras “single-end”

Fluxo de trabalho

Retomar se parado
Compatibilidade com
computagao de alta performance
e nuvem

Processamento em massa a
partir de arquivo de configuragao

Relatorios de resultados

Container disponivel

Documentagao

Versao comparada (ano/versao)

Leituras curtas e
longas

Leituras curtas,

longas e hibrido

Sim

Nextflow

Sim

Sim

Sim

IHZH_M_ Navegador
de Genoma e
Aplicagao Shiny
Sim

Website e Readme

v3.2/2022

Leituras curtas e
longas

Leituras curtas e
hibrido

Sim

Nextflow

Sim

Sim

Sim

Texto

Sim

Website

v2.2.0/2022

Leituras curtas e
longas

Leituras curtas,
longas e hibrido
Sim

Groovy

Nao

Sim

Sim

HTML

Sim

Manual em PDF e

Readme

v1.3.0/2020

Leituras curtas

Apenas leituras
curtas pareadas
Nao

Python

Sim

Nao

Sim

Texto e Imagem

Nao

Readme

v2.0.5/2021

Leituras curtas

Apenas leituras
curtas pareadas
Nao

Perl + Make
Sim

Nao

Sim

HTML

Nao

Readme

v2.0.20191013,/2019

Leituras curtas

Apenas leituras
curtas pareadas
Nao

Bash

Nao

Nao

Sim

R Markdown

Nao

Readme

v1.3.0/2021

%https://en.wikipedia.org/wiki/HTML
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Abstract

Background: Advancements in DNA sequencing technology have
transformed the field of bacterial genomics, allowing for faster and
more cost effective chromosome level assemblies compared to a
decade ago. However, transforming raw reads into a complete
genome model is a significant computational challenge due to the
varying quality and quantity of data obtained from different
sequencing instruments, as well as intrinsic characteristics of the
genome and desired analyses. To address this issue, we have
developed a set of container-based pipelines using Nextflow, offering
both common workflows for inexperienced users and high levels of
customization for experienced ones. Their processing strategies are
adaptable based on the sequencing data type, and their modularity
enables the incorporation of new components to address the
community’s evolving needs.

Methods: These pipelines consist of three parts: quality control, de
novo genome

assembly, and bacterial genome annotation. In particular, the
genome annotation pipeline provides a comprehensive overview of
the genome, including standard gene prediction and functional
inference, as well as predictions relevant to clinical applications such
as virulence and resistance gene annotation, secondary metabolite
detection, prophage and plasmid prediction, and more.

Results: The annotation results are presented in reports, genome
browsers, and a web-based application that enables users to explore
and interact with the genome annotation results.

Conclusions: Overall, our user-friendly pipelines offer a seamless
integration of computational tools to facilitate routine bacterial
genomics research. The effectiveness of these is illustrated by
examining the sequencing data of a clinical sample of Klebsiella
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Introduction

As whole genome sequencing has been established as a routine procedure in research projects worldwide, the
computational analysis of sequencing data takes center stage, and it is often the main operational barrier to which
biologists stumble (Xuan et al., 2013; Berger and Yu, 2022). Over the years, many open-source software tools were
created to tackle different processing steps along intricate computational protocols geared toward different data
processing scenarios. Notwithstanding, materializing the data analysis workflow is a non-trivial stage that many
biologists face, given challenges ranging from the selection and installation among a vast assortment of computational
tools to the logic of enactment of processing steps. Consequently, analyses can be performed in many ways by different
groups raising issues of reproducibility and provenance (Griining et al., 2018; Djaffardjy et al., 2023). Also, individual
teams face problems implementing the processing workflow, inventorying the requirements, and optimizing perfor-
mance and scalability (Wratten et al., 2021; Molder et al., 2021).

Bacterial whole-genome sequencing has become mainstream in many microbiological settings, such as taxonomy,
ecology, and clinical diagnostics. In concert with these applications, several tailored computational workflows, also
known as pipelines, were created for bacterial genomics, each with a different underlying design and implementation
approach (Petit and Read, 2020). Despite their similarities, each pipeline is unique and may provide different outcomes,
considering that they were developed with different components and parameters. Most of the pipelines are designed to
work with limited sequencing data types while focusing on specific annotation tasks, such as functional annotation of
open reading frames, antibiotic resistance genes, and variant calling using reference genomes (Olawoye et al., 2020;
Quijada et al., 2019; Ruiz-Perez et al., 2021; Sserwadda and Mboowa, 2021). Thus, there is still a need for more generic
pipelines that give the user an extensive overview of their data while creating visually rich outputs whilst guaranteeing
reproducibility.

Here we describe three pipelines built using the workflow composition system Nextflow (Tommaso et al., 2017). These
were specifically designed in a modular way to standardize and facilitate bacterial genomic analysis from the standpoint
of non-bioinformaticians relieving the issues of installation, configuration, and execution. Altogether, the pipelines are
usable in different analytical scenarios, capable of handling data from different sequencing platforms, ranging from small
single-genome projects executed on a personal computer to larger multi-genome projects to be executed in cloud
computing platforms. We also leverage the use of operating system virtualization, packing the pipelines to use software
containers that provide all required supporting programs without the need to install the required operating system and
pipeline components.

Together, they offer a seamless exposition of computational tools to provide an easy framework for analyzing and
interrogating data in routine bacterial genomics. To illustrate the system’s functionality, we provide a full analytical
illustration of the processing of a multi-drug-resistant Klebsiella pneumoniae strain.

Methods

Implementation

The pipelines have been implemented with Nextflow, a workflow composition and orchestration tool that allows the
execution of tasks across multiple heterogeneous computing environments in a portable manner (Tommaso et al., 2017).
We have used many concepts discussed and established by the nf-core community and adhered to their development
framework (Ewels et al., 2020).

In the pipeline design process, several auxiliary scripts were developed to aid in processing and summarizing intermediate
steps and graphical annotation report generation. Several programming languages were used, like Python, R, RMark-
down, and Bash shell scripts. However, the utilization of scripting languages in the pipelines comes with the drawback of
increased complexity, as it necessitates the installation of language interpreters and support libraries. To make this as
transparent as possible to the end user, all the scripts and core dependencies have been packed into Docker® container
images to ensure a consistent distribution and uniform execution regardless of the endpoint hardware and operating
system.

We have adopted a modular development approach, resulting in three independent pipelines specializing in the
critical steps of a general bacterial genomics pipeline (Figure 1). The first pipeline focuses on data pre-processing and
quality control, the second on genome assembly, and the third on genome annotation. Pipelines 1 and 2 can be used
independently for any general-purpose sequencing project, while pipeline 3 is optimized for prokaryotic genomes.
The pipelines are autonomous, meaning they can be used separately or in combination with other methods, giving users
complete control and flexibility (Figure 1). The pipelines provide a comprehensive end-to-end solution for bacterial
genomics analyses when used sequentially. When invoked sequentially, the pipelines provide an end-to-end solution for
bacterial genomics analyses. The architecture and implementation of each pipeline are detailed in the following sections.
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Figure 1. Flowchart of optional sequential execution of the developed pipelines for complete bacterial
genomics analysis. The available whole genome assembly module in bacannot is considered limited compared
to MpGAP, because it only contains two assembler options. Dashed arrows connected to the crossed circles
represent the optional flow of data, highlighting that chaining the pipelines is not required. Gray boxes highlight
the pipeline’s outputs.

The preprocessing pipeline

The ngs-preprocess pipeline can perform several quality-control steps required for Next-Generation Sequencing (NGS)
data assessment. Short or long sequencing reads can be used as input data, and the subsequent steps are determined
automatically by the read type or via user configuration settings. These include contamination checking, quality
trimming, adapter removal, demultiplexing, file conversion, and graphical report generation (Figure 2). The pipeline
accepts data from local storage or deposited in the public repository Sequence Read Archive (SRA). When a list of SRA
IDs is given, raw sequencing data (in fastq format) will be automatically downloaded using the entrez-direct and sra-tools
tools.

The following steps in the pipeline will be handled automatically based on the sequencing technology indicated in the
configuration file. For sample demultiplexing, Porechop (Wick et al., 2017a) is used for Oxford Nanopore Technologies
(ONT) reads and lima for PacBio reads. Long-read qualities and statistics are evaluated, and a quality report is generated
using NanoPack (Coster et al., 2018). PycoQC (Leger and Leonardi, 2019) can also be used to perform quality control
checks on ONT reads. The program fastp (Chen et al., 2018) is used for preprocessing short sequencing reads, including
quality assessment, adapter sequence removal, trimming, and reporting. Tools included in the pipeline are summarized in
Table 1.
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Figure 2. Flowchart of all steps that can be performed by the different workflows available in the ngs-
preprocess pipeline.

Table 1. Tools included as part of the ngs-preprocess pipeline (v2.6).

Software
sra-tools
entrez-direct
fastp
Porechop
PycoQC
NanoPack
bam2fastx
bax2bam
lima

ccs

Function

Data download

Data download

Short-reads processing and reports
Long-reads processing

Nanopore reads reports
Long-reads quality control

Convert PacBio BAM to FASTq
Convert Legacy PacBio to BAM
Demultiplex

Generate PacBio HiFi

The assembly pipeline
The MpGAP pipeline for de novo genome assembly has been designed in an organism and platform-independent manner
to perform short or long-read only assemblies, as well as hybrid assemblies using a combination of sequencing
technologies (Figure 3). Given the user input, the pipeline automatically selects the assembly mode. When using only
short-reads, it performs the genome assembly using any of the programs: SPAdes (Bankevich et al., 2012), Unicycler
(Wick et al., 2017b), Shovill and Megahit (Li et al., 2015). On the other hand, when only using long-reads, it uses one or
more of the following assemblers: Unicycler, Canu (Koren et al., 2017), Flye (Kolmogorov et al., 2019), Raven (Vaser
and Siki¢, 2021), Shasta (Shafin et al., 2020), and Wtdbg2 (Ruan and Li, 2019). When both short and long-reads are

Source code

github.com/ncbi/sra-tools

ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK179288/

github.com/OpenGene/fastp
github.com/rrwick/Porechop
github.com/a-slide/pycoQC

github.com/wdecoster/nanopack

github.com/PacificBiosciences/pbtk

anaconda.org/bioconda/bax2bam

github.com/PacificBiosciences/barcoding

ccs.how

Version
3.0.3
16.2
0.23.2
0.2.4
2.5.03
1.41.0
3.1.0
0.0.9
2.7.1
6.4.0
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Figure 3. Flowchart of all steps performed by the different workflows available in the MpGAP pipeline.

available, the pipeline is capable of performing two types of hybrid assemblies: (1) A direct hybrid assembly using both
short and long-reads sets using HASLR (Haghshenas et al., 2020), SPAdes and Unicycler hybrid assembly modes and
(2) A hybrid assembly methodology where long-reads only assembly is produced with one of the assemblers above
followed by an error-correction procedure (polishing) using the available short-reads.

MpGAP is capable of polishing long-reads only assemblies using the appropriate tool based on user input: (1) Pilon
(Walker et al., 2014) for polishing with short-reads data; (2) Medaka and Nanopolish (Loman et al., 2015) for polishing
with nanopore data and (3) GCpp for polishing with PacBio data. Ultimately, assembly statistics are assessed using
QUAST (Gurevich et al., 2013) and summarized by MultiQC (Ewels et al., 2016). All the tools that are part of the pipeline
are outlined in Table 2.

Table 2. MpGAP pipeline core software components.

Software Function Source code Version
SPAdes Assembler github.com/ablab/spades 3.15.3
Unicycler Assembler github.com/rrwick/Unicycler 0.4.8
Shovill Assembler github.com/tseemann/shovill 1.1.0
Megahit Assembler github.com/voutcn/megahit 1.2.9
Haslr Assembler github.com/vpc-ccg/haslr 0.8a1
Canu Assembler github.com/marbl/canu 2.2
Flye Assembler github.com/fenderglass/Flye 2.9
Raven Assembler github.com/Ibcb-sci/raven 1.6.1
Shasta Assembler github.com/chanzuckerberg/shasta 0.8.0
Wtdbg2 Assembler github.com/ruanjue/wtdbg2 25
Pilon Error correction github.com/broadinstitute/pilon 1.24
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Software Function Source code Version
Nanopolish Error correction github.com/jts/nanopolish 0.13.2
Medaka Error correction github.com/nanoporetech/medaka 1.4.0
Gepp Error correction github.com/PacificBiosciences/gcpp 2.0.2
Quast Quiality control github.com/ablab/quast 5.0.2
MultiQC Summary report github.com/ewels/MultiQC 1.1

The annotation pipeline

The bacannot pipeline is dedicated to annotating prokaryotic genomes. It covers gene prediction, annotation of gene
families, mobile genetic elements, and identification of medically relevant features. The pipeline generates dynamic
annotation reports and facilitates the navigation of annotated features through a genome browser.

The bacannot workflow is summarized in Figure 4. The pipeline needs a sample sheet file to initiate the process. This file
should contain information about the input files, specifying whether they have preprocessed sequencing reads or
assembled genomes. If the sample comprises sequencing reads, the pipeline will utilize either Unicycler (Wick et al.,
2017b) for short-reads or hybrid assembly or Flye (Kolmogorov et al., 2019) for long-reads assembly.

The process starts with a generic genome annotation using Prokka (Seemann, 2014) or Bakta (Schwengers et al., 2021),
followed by the prediction of rRNA sequences using barrnap, identification of closest NCBI RefSeq genome with RefSeq
Masher and Multilocus Sequence Type (MLST) assignment with mlst package. Subsequently, plasmid replicons are
annotated using the Plasmidfinder (Carattoli et al., 2014) and Platon (Schwengers et al., 2020a) software. Antimicrobial
resistance genes are predicted with AMRFinderPlus (Feldgarden et al., 2019), CARD-RGI (Jia et al., 2017), ARGMiner
database (Arango-Argoty et al., 2020), and Resfinder (Bortolaia et al., 2020). Virulence genes are annotated with the
Virulence Factor Database (VFDB) (Liu et al., 2018) and Victors (Sayers et al., 2018) databases. Prophages are predicted

Bacannot pipeline

o JBrowse
* Annotation Reports

o SequenceServer
integration

Long / Short o~ w| Genome
‘ e »| [ Assemoly 21 FasTA
Tools:
Flye
Unicycler
Prokka /
Bakta
Generic Annotations Specialized Annotations
* mist * Resistance
¢ barrnap o AMRFinderPlus
* refseq_masher o Resfinder
* kofamscan & keggdecoder o CARD-RGI
¢ antismash o ARGMiner
¢ nanopolish ¢ Virulence
¢ custom databases (blast) o VFDB
. . . o Victors
Visualization + Mobile elements
o diglS
* Genome Browser o ICEberg

o |slandPath-DIMOB
o Plasmidfinder

o RMarkdown Merge L o Platon
« Shiny app € annotations | [ * Prophages
o Results integration, o PHASTER
querying and filtering Tools: o Phigaro
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Figure 4. Flowchart of all analytical steps available in the bacannot pipeline.
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by Phigaro (Starikova et al., 2019), PhiSpy (Akhter et al., 2012; Edwards et al., 2019), and PHASTER database (Arndt
etal., 2016). Genomic islands are predicted with IslandPath-DIMOB (Bertelli and Brinkman, 2018) and plotted with gff-
toolbox. Insertion sequences and integrative and conjugative elements (ICEs) are annotated with the ICEberg database
(Liu et al., 2018) and the diglS software (Puterovd and Martinek, 2021). Orthologs are assigned using KofamScan
(Aramaki et al., 2019) and visualized with KEGGDecoder (Graham et al., 2018). Secondary metabolites are annotated
with AntiSMASH (Blin et al., 2021). Optionally, users can provide custom databases (with genes of interest) in FASTA
files for additional targeted annotations with BLAST+ (Camacho et al., 2009).

The main characteristic of this pipeline is that it is built to aid users less familiar with the tools to investigate and interpret
its results with graphically rich reports. The pipeline generates HTML reports summarizing all the results using
customizable document templates written in RMarkdown (Xie et al., 2020). A genome browser created with JBrowse
(Buelsetal., 2016) is also available to explore the annotated features. A custom web application has been developed using
the R Shiny framework (Chang et al., 2023) to facilitate further results exploration. It offers users additional features such
as dynamic annotation filtering, as well as a built-in sequence similarity search (BLAST) functionality with an interface
for executing and visualizing the results produced by SequenceServer (Priyam et al., 2019). The software and databases
used in the pipeline are listed in Table 3.

Table 3. Software and databases that have been made part of the bacannot pipeline (v3.2).

Software and
Databases

Unicycler

Flye

Prokka

Bakta

barrnap
RefSeq Masher
mist
KofamScan
KEEGDecoder
Nanopolish
bedtools
gff-toolbox
AMRFinderPlus
ARGMiner
Resfinder
CARD-RGI
PHASTER
Phigaro
PhySpy

IslandPath-
DIMOB

Plasmidfinder
Platon
ICEberg

digIS

Victors
VFDB

Function

Assembler

Assembler

Generic annotation
Generic annotation
rRNA annotation

Find closest reference
Multi-Locus Sequence Typing
Orthologs annotation
Pathways visualization
Methylation annotation
Data summarization
Data summarization
Resistance annotation
Resistance annotation
Resistance annotation
Resistance annotation
Prophage annotation
Prophage annotation
Prophage annotation

Genomic Islands prediction

Plasmid detection
Plasmid detection

Integrative and Conjugative
elements annotation

Integrative sequences
detection

Virulence annotation

Virulence annotation

Source code

github.com/rrwick/Unicycler
github.com/fenderglass/Flye
github.com/tseemann/prokka
github.com/oschwengers/bakta
github.com/tseemann/barrnap
github.com/phac-nml/refseq_masher
github.com/tseemann/mlst
github.com/takaram/kofam_scan
github.com/bjtully/BioData
github.com/jts/nanopolish
bedtools.readthedocs.io/en/latest
github.com/fmalmeida/gff-toolbox
github.com/ncbi/amr/wiki
bench.cs.vt.edu/argminer
cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder
github.com/arpcard/rgi

phaster.ca
github.com/bobeobibo/phigaro
github.com/linsalrob/PhiSpy
github.com/brinkmanlab/islandpath

cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder
github.com/oschwengers/platon

db-mml.sjtu.edu.cn/ICEberg
github.com/janka2012/digIS

phidias.us/victors

mgc.ac.cn/VFs/main.htm

Version

0.4.8
29
1.14.6
1.6.1
0.9
0.1.2
2221
1.3.0
1.3
0.13.2
2.30
0.3
3.10.30
4.1
5.2.1
23.0
4.2.21
1.0.6

2.1.6
1.6

Page 8 of 27


github.com/rrwick/Unicycler
github.com/fenderglass/Flye
http://github.com/tseemann/prokka
http://github.com/oschwengers/bakta
http://github.com/tseemann/barrnap
http://github.com/phac-nml/refseq_masher
http://github.com/tseemann/mlst
http://github.com/takaram/kofam_scan
http://github.com/bjtully/BioData
http://github.com/jts/nanopolish
bedtools.readthedocs.io/en/latest
http://github.com/fmalmeida/gff-toolbox
http://github.com/ncbi/amr/wiki
bench.cs.vt.edu/argminer
cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder
http://github.com/arpcard/rgi
phaster.ca
http://github.com/bobeobibo/phigaro
http://github.com/linsalrob/PhiSpy
http://github.com/brinkmanlab/islandpath
cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder
http://github.com/oschwengers/platon
db-mml.sjtu.edu.cn/ICEberg
http://github.com/janka2012/digIS
phidias.us/victors
mgc.ac.cn/VFs/main.htm

F1000Research 2023, 12:1205 Last updated: 06 SEP 2024

Table 3. Continued

Software and Function Source code Version

Databases

AntiSMASH Secondary metabolites antismash.secondarymetabolites.org/ 6.1.1
annotation

JBrowse Results visualization jbrowse.org/jbrowse1.html 1.16.9

SequenceServer  BLAST visualization https://sequenceserver.com/ 2.0.0

Biological sample, DNA extraction, susceptibility test, and sequencing

The sample KpBSB53 was collected at the University Hospital of Brasilia, Brazil, in April 2016 from the tracheal aspirate
of a41-year-old man. The VITEK 2 system (BioMérieux) was used for microbial identification. Antibiotic susceptibility
was tested by the disk diffusion method as described by de Campos et al. (2021). The following antibiotics were tested:
Amikacin, Aztreonam, Cefepime, Ceftazidime, Ciprofloxacin, Gentamicin, Imipenem, Levofloxacin, Meropenem,
Norfloxacin, Ofloxacin, Piperacillin/tazobactam, Polymyxin, Tobramycin, Ticarcillin/clavulanate (Sensidisc DME -
Diagnésticos Microbioldgicos Especializados). After 24 h of incubation at 37°C, the sample was classified as susceptible,
resistant multiresistant based on what was described by the manufacturer. DNA extraction was performed as described by
Ausubel et al. (1992), and extracted DNA was quantified with Nanodrop™. DNA sequencing was performed with both
long and short-read technologies. Long-read sequencing was performed using an Oxford Nanopore Technologies
MinlON Mk1b device, using the rapid barcode kit (SQK-RBK-004) in a R9.4.1 SpotON flowcell (FLO-MIN106D).
Short-read sequencing was performed by BGI (Shenzhen, China) using paired-end reads with 150 bp on a DNBseq®
platform.

Computational analyses

For the processing of the bacterial genome above, the raw long and short-reads have been analyzed sequentially with the
developed pipelines. Quality assessment, filtering, and trimming were performed using the ngs-preprocess pipeline v2.6.
In our use case, aside from the default parameters, we set the pipeline to correct the short paired-end reads with fastp
and filter long-reads based on quality (=10) and length (>750) using the parameters --lreads_min_length and
--lreads_min_quality, respectively.

The preprocessed sequencing reads were assembled using the MpGAP pipeline v3.1.4. Genome assembly was performed
using the hybrid method where long-reads are first assembled with long-reads assemblers and afterward polished using
the short-reads data (--hybrid_strategy 2). The hybrid assembly strategy was executed only with the Flye assembler
(Kolmogorov et al., 2019) instead of using all the available options to limit the computational burden. The BUSCO
(Simdo et al., 2015) completion assessment was performed with the bacteria_odb9 dataset, containing 148 expected
bacterial genes.

The final polished genomes were annotated using the bacannot pipeline v3.1.5. The pipeline’s required databases, such as
VFDB (Liu et al., 2018), were downloaded in May 2022. The parameter --resfinder_species has been set to “Klebsiella”.
We used Prokka (Seemann, 2014) for generic annotation, and the tool’s database was enhanced with the public NCBI
Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP) HMM library (Li et al., 2020) by using the --prokka_use_pgap
parameter.

Operation

The pipeline requires POSIX-compliant systems (e.g., Linux or OS X) or Windows with Windows Subsystem for Linux
(WSL2). Pre-installation requirements on the executing computer are Nextflow, and a software management tool
(Conda) or a container platform, either Docker or Singularity. Each pipeline requires a configuration file describing
the samples and corresponding data to be used. These files also set the specific software to be used in pipeline steps with
numerous alternatives (e.g., assembler program) and execution parameters for the whole pipeline or specific software.
The configuration files are text files (in YAML format) that should be modified by the user.

With all these requirements satisfied, the execution is conducted non-graphically in a terminal. For example, to trigger the
sequential execution of the pipelines, the following command lines should be issued sequentially:

nextflow run fmalmeida/ngs-preprocess -profile docker -latest -params-file preprocess-params.yml
nextflow run fmalmeida/mpgap -profile docker -latest -params-file assembly-params.yml

nextflow run fmalmeida/bacannot -profile docker -latest -params-file annotation-params.yml
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The exemplified command lines would trigger the execution of the latest version of the pipeline’s code using docker as the
container engine, with all the required parameters configured in the YAML file. Optionally, it is possible to launch
specific versions of the pipeline for reproducibility using the “-r”” parameter, e.g., “-r v3.2”.

In order for users to replicate the analyses of this paper, the configuration files and command lines executed have been
made available in a Zenodo project. The configuration file and the sample sheet used for the annotation pipeline have been
provided as Supplementary Material (1 and 2) for quick visualization of the expected format. All pipelines have a
complete description of workflows and input files in the online manuals.

Results

This paper showcases the utilization of the developed pipelines to conduct a thorough genome examination of an
unpublished bacterial sample sequenced with both short and long-reads. The sample, namely KpBSB53 (see Methods),
microbiologically classified as Klebsiella pneumoniae, was isolated from the tracheal aspirate of a 41-year-old man at the
University Hospital of Brasilia. The isolate was susceptible to all the antibiotics tested.

The pipeline assembles and annotates genes for prokaryotes and performs additional annotation steps when examining a
clinical sample. This feature makes the tool especially useful for investigating antimicrobial resistance. Using a clinical
sample exposes additional tasks included in the pipeline that apply to antimicrobial resistance studies. Subsequently, the
KpBSB53 sample will be used to demonstrate the operation of the pipelines to analyze a clinically relevant bacterial
genome, as well as a description of the generated results and how to interpret them.

Reads preprocessing and quality control

The process begins with the ngs-preprocess pipeline, which carries out quality control and cleaning actions essential for
subsequent genome assembly and annotation tasks. Additionally, it offers the user an important assessment of the
sequencing outcomes of the samples.

The output of the ngs-preprocess pipeline is a directory containing the preprocessed sequencing reads organized
according to the sequencing technology of the input files, as indicated in the user configuration file. The preprocessed
reads can have sequencing adapter or low-quality stretches removed (trimming) or be discarded entirely if a minimum
number of good-quality bases is not reached. The pipeline also provides plots and reports for quality control
(QC) inspection.

In the particular case of the KpBSBS53 sample, the short-reads obtained were of outstanding quality, displaying quality
values >60 before preprocessing (Figure 5A and B). The nanopore data fluctuated around the expected average quality
and length, with median values of ~10 and ~4 kb, respectively (Figure 5C and D).

Genome assembly

After running ngs-preprocess pipeline, users can evaluate the quality of the input sequencing reads and ensure that
only data with enough quality will be used for genome assembly. Once selected, the user manually supplies the
preprocessed sequencing reads (such as short-reads, Nanopore, or PacBio) to the MpGAP pipeline using a sample sheet
in a text file (see Methods), allowing users to choose from an assortment of assembly programs and strategies to perform
the assembly. The pipeline will automatically select the appropriate assembly program based on the sequencing reads
provided.

The KpBSB53 sample illustrates the pipeline’s versatility and ability to work with both short and long-reads. For this
sample, the Flye assembler (Kolmogorov et al., 2019) was chosen for a hybrid assembly approach (Chen et al., 2020),
which initially has errors owing to sequencing technology, later corrected by including short-read data (polishing) using
Pilon (Walker et al., 2014).

The pipeline generates a sub-directory for each sample containing the assembly results, including the initial and polished
assembly files, and creates a report using MultiQC (Ewels et al., 2016) that includes assembly quality metrics from Quast
(Gurevich et al., 2013) and BUSCO (Simao et al., 2015) to facilitate comparison between the assemblies. The user can
choose different programs to analyze the same data, and report files are available to aid in selecting the best assembly.

After analyzing the KpBSB53 sample with this pipeline, we found that it consists of two circular contigs - one
representing a chromosome (5.2 Mb) and the other a plasmid (142 kb), essentially a full replicon resolution. The
BUSCO metrics results highlight the reference quality level of this genome, with 98.65% ortholog completeness in the
bacterial chromosome.
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Figure 5. Overview of typical QC outputs generated by the ngs-preprocess pipeline. Figures A and B are
generated by the fastp tool and display the base quality of one of the short-read pairs and the summary of reads
statistics, respectively. Figures C and D are generated by the NanoPlot tool and display the average read quality per
read length and the weighted read length histogram, respectively.

Genome annotation

The assembly reports offer guidelines to assist users in choosing the most suitable assembly alternative for their sample.
After making their selection, users can manually indicate the chosen assembly results to the annotation pipeline through
the configuration file. Bacannot provides a structured and consistent output, allowing straightforward summarization and
examination of its contents. Though multiple annotation stages produce outputs, the primary focus will be on the
pipeline’s essential results, namely:

1. Complete genome annotation.
2. A web-based application for results visualization and exploration (Figure 6).

3. Automatic HTML reports for resistance, virulence, mobile elements, and annotations from specialized
databases (Figure 7).

4. A genome browser for visualization of annotated features (Figure 8).

After all the specialized programs in bacannot have finished their analysis, the results are consolidated into a single
General Feature Format file (GFF) and a GenBank format file (GBK) containing the complete genome annotation. These
files can be used in other general investigation programs or submitted to NCBI databases. The annotated features are also
saved as nucleotide and protein sequences in FASTA format. Moreover, these files are processed internally and presented
in the web application as interactive web pages (Figure 6A). This workbench allows users to filter results by text or
sequence using the SequenceServer and BLAST applications. The filtered results can be converted into tables of varying
formats (Figure 6B and C). The BLAST function included in this workbench allows users to easily annotate other target
sequences even after the pipeline is finished. Users can find intersections of alignment results with the genome annotation
(Figure 6E and E) or visualize alignments with SequenceServer (Figure 6F).
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Figure 6. Overview of the main features available in the web-based application for results exploration made
available as part of the bacannot pipeline. Figure A is the homepage of the application for navigation between
available features. Figures B and C display the dynamic text-filtering of annotation results. Figures D and E exemplify
the interactive results filtering and investigation based on sequence alignment. Figure F shows the SequenceServer
tool included in the application for execution and visualization of BLAST alignments.
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AMRFinderPlus tool. Figure C shows a partial screenshot of the KEGG annotation heatmap autogenerated using
KOfamscan and KEGGDecoder tools.
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Figure 8. Overview of the automatically rendered genome browser using JBrowse made available as part of
the bacannot outputs. For illustration, the annotation tracks showing predicted antibiotic resistance genes and
insertion sequences are activated in a region of the KpBSB53 plasmid.

Moreover, detailed reports are generated for feature-specific analyses, such as antibiotic gene prediction, consolidating
the results, and providing cross-references to the source databases used for annotation (Figure 7). Besides these clinically-
relevant features, the pipeline also has other generic annotation modules that are useful for any bacterial strain, such as
prophage and secondary metabolites annotation, KEGG KO annotation, and the possibility of using custom annotation
databases or a list of NCBI protein IDs. The KO module, for instance, outputs a text file ready for the KEGG mapper tool
to generate pathway figures.

The genome browser allows users to visually explore the annotation results and investigate the genomic context of
relevant genes. The browser contains various specialized tracks for the targeted annotations performed by the pipeline,
such as for resistance, virulence, prophages, and more. For example, in Figure 8, one can quickly observe a cassette of
stress-related resistance genes surrounded by insertion sequences in the plasmid contig.

One of the first results generated by this pipeline is the strain classification based on the alignment-free sequence
distance against a database of bacterial genomes (NCBI RefSeq) as calculated by RefSeq Masher. The strain BIDMC
55 (GCF_000692955.1) isolated in the USA was the closest genome to strain KpBSB53 (Mash distance=0.000715202).
Additionally, an in silico multilocus sequence typing (MLST) is executed using the mlst program against the BIGSdb
PubMLST database (Jolley and Maiden, 2010), revealing that our strain belongs to the Kiebsiella pneumoniae ST
105 group, which has been reported as the driver of a plasmid-mediated outbreak of NDM-1-producing strains in China
(Zheng et al., 2016). Using Prokka (Seemann, 2014) for generic annotation, 4937 coding sequences (CDS) have been
detected, alongside 25 rRNAs and 87 tRNAs. Another pipeline result is the prediction of plasmid replicons using
PlasmidFinder (Carattoli et al., 2014). For the KpBSBS53 strain, a single plasmid was predicted and classified as
IncFIB(K), a very dynamic replicon that is mostly associated with MDR plasmids in K. pneumoniae (Lahlaoui et al.,
2015; Tian et al., 2021) and important for virulence as well (Tian et al., 2021).

The pipeline includes several analyses for annotating antimicrobial resistance genes as default. Strain KpBSB53 has only
a few acquired antibiotic-resistance genes, namely blashv-1, fosA, and ogxAB, all considered intrinsic to the species and
located in the chromosome (Bernardini et al., 2019; Holt et al., 2015). This agrees with our experimental results, which
show that this strain is susceptible to all antibiotic classes tested.

Additionally, a set of stress-related genes (Supplementary Material 3) conferring resistance to copper, silver, and other
metalloids have been detected in the plasmid sequence (Figure 7). On the other hand, several virulence genes have been
detected in the sample’s genome using the Virulence Factor Database (VFDB) (Liu et al., 2018). Despite the classical
virulence genes normally found in Klebsiella pneumoniae strains (Paczosa and Mecsas, 2016), strain KpBSB53 encodes
three operons for siderophore biosynthesis: enterobactin (entfABCDEFS, fesABCDG), salmochelin (iroE) and aerobactin
(iutA). Moreover, the type 1 and 3 fimbriae and an ecp (E. coli common pilus) gene have also been detected. These three
fimbriae types are directly related to the adhesion to surfaces, interaction with host cells, and biofilm formation (Alcantar-
Curiel etal., 2013). Taken together, the presence of several virulence factors suggests that the KpBSB53 sample may be a
hypervirulent strain or at least more virulent than the classical K. pneumoniae strains, as discussed by Paczosa and Mecsas
(2016).
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Table 4. Resource usage metrics for the execution of all pipelines using strain KpBSB53 data, as measured
automatically by Nextflow. For bacannot, only the most time and memory-consuming tasks are shown.

Pipeline Software Task Duration % of pipeline  Memory
(min) duration (Gb)
ngs-preprocess  fastp short-reads 7 7.6 2.7
preprocessing
ngs-preprocess porechop long-reads preprocessing 70 76.1 4.4
ngs-preprocess nanopack filter and quality check 15 16.3 2.1
MpGAP Flye assembly 48 5.4 1.3
MpGAP medaka long-reads polishing 28 3.18 9.5
MpGAP pilon short-reads polishing 625 70.8 10.6
MpGAP QUAST & Busco  quality check 182 20.6 10.2
MpGAP MultiQC reporting 0.2 0.02 0.7
bacannot Prokka gene annotation 16 43.2 1
bacannot Platon plasmid detection 2 5.4 3.6

Resources usage

Table 4 presents the expected computer resources and timings for the execution of all pipelines on a standard Linux
laptop. A Linux Ubuntu 22.04 laptop, with 4 CPUs (8 cores) and 18 Gb RAM, was used in this study. The computational
requirements of the ngs-preprocess pipeline are low. However, the time it takes to finish is positively related to the amount
of data. A single tool called fastp is used for short-read preprocessing, which takes around 7 minutes to complete and
requires approximately 3 Gb of RAM. For nanopore reads, porechop is the most resource-intensive module, taking
approximately 1 hour to finish and using approximately 5 Gb of RAM. In terms of the MpGAP assembly pipeline, the
execution depth highly depends on the amount of sequencing data provided and is the most resource-intensive step in the
workflow. In our hybrid assembly use case, it accounts for half of the overall processing time and requires 11 Gb of RAM
(Table 4).

Discussion

In the last decade, advances in DNA sequence generation resulted in a steadfast incorporation of genomics into routine
microbiological research practice, ranging from clinical to environmental applications (Didelot and Parkhill, 2022).
Despite the significant progress made by the establishment of multiple computational protocols to process genomic data,
a considerable gap still needs to be bridged for these to be readily integrated into laboratory practices. The primary reason
behind the problem is the lack of necessary bioinformatics foundations, including a shortage of skilled personnel or
proper infrastructure.

Our belief is that genomics pipelines should possess certain inherent characteristics to promote their widespread use.
These attributes include easy installation and execution, modularity and extensibility, and the generation of user-friendly
reports that consolidate the results and foster biological interpretation.

Considering these tenets, we have created a comprehensive set of bacterial genomics pipelines (ngs-preprocess, MpGAP,
and bacannot). These specialized pipelines should be invoked in sequence, taking raw data from any sequencing platform
and converting them into an annotated genome, emphasizing antimicrobial resistance and virulence genes. The first two
modules are not restricted to bacterial data, making it possible to analyze data from other organisms. Conversely,
the bacannot pipeline is specific to bacteria but can accept sequencing reads as input, allowing users to assemble and
annotate their genome with a single command, which is particularly helpful for those less experienced with bioinfor-
matics.

By following a few simple steps (available online), users can customize the execution of these pipelines and obtain
complete results in under a day using a commodity computer. These pipelines utilize technology for modular workflow
composition, installation, and execution through virtual containers that package all necessary software requirements.
This modularity enables incremental updates in response to community requirements which are transparently pushed to
the users unless a specific version is requested for reproducibility purposes.
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Currently, we are aware of six established bacterial genomics pipelines that are actively maintained and have comparable
characteristics to our three pipelines. These include ASA3P (Schwengers et al., 2020b), TORMES (Quijada et al., 2019),
Nullarbor, Bactopia (Petit and Read, 2020), MicrobeAnnotator (Ruiz-Perez et al., 2021) and MicroPIPE (Murigneux
et al., 2021). Although they have some common elements and comparable assembly and annotation modules, each
software has unique features tailored for specific purposes. Their goals and designs vary, providing users with high-
quality options for various analytical scenarios. Table 5 outlines the differences in capabilities among the annotation
pipelines. We now highlight some of the distinctive features of these pipelines.

Our three pipelines provide a comprehensive bacterial genomics analysis from unprocessed reads to annotation similar to
what ASA3P, TORMES, Nullarbor, and Bactopia offer. The analysis provided by MicroPIPE and Microbe Annotator is
less comprehensive than the other pipelines. MicroPIPE is crafted for genome assembly and covers the process from base-
calling to genome polishing. However, our MpGAP genome assembly pipeline is more versatile as it can accommodate
data from Illumina, PacBio, and ONT sequencing technologies and has nine assemblers with distinctive assembly
strategies. This flexibility enables users to select the most suitable choice for their requirements. MicrobeAnnotator is a
pipeline that specializes in functional genome annotation. It offers a KEGG Orthology annotation step through
Kofamscan, also available in bacannot. However, MicrobeAnnotator only focuses on the functional annotation of
predicted genes using KEGG, UniProt, RefSeq, and Trembl. Unlike other pipelines, it does not include extra modules like
virulence and resistance gene annotation.

Analogous to Bactopia, our pipelines are very flexible and customizable. Compared to bacannot, Bactopia has more
functionalities but cannot currently produce visual reports for results inspection. Moreover, those with limited bioin-
formatics experience may find the additional configuration steps more complex. Additionally, Bactopia provides
extensions to its core workflow with post-processing tools intended, for example, for pangenome and phylogenetic
analyses. Bacannot does not offer these as default, but the standardization of its outputs enables users to adapt them for
such tasks.

Bacannot stands out for its added ability to annotate various genomic feature classes as part of its central workflow,
including secondary metabolites, prophages, genomic islands, integrative and conjugative elements (ICEs), and DNA
methylation, without requiring additional executions. This analytic range permits the annotation of clinically relevant
traits and provides valuable attributes for non-clinical samples. As a result, bacannot has been used in various scenarios,
including the analysis of clinical samples (de Campos et al., 2021), environmental samples from a lake (Janssen et al.,
2021), soil (Belmok et al., 2023), and plant-associated bacteria (Bartoli et al., 2022; Ramirez-Sdnchez et al., 2022).

Lastly, bacannot is the only tool that includes a comprehensive set of dynamic reports, presented as a built-in web
application, along with a genome browser, offering a unified and interactive platform for interrogation and visualization
of the annotation results.

Using the developed pipelines, we analyzed a strain of Klebsiella pneumoniae (KpBSB53) isolated from a patient at the
University Hospital of Brasilia. We aimed to characterize its antibiotic resistance profile and virulence at the genome
sequence level. We used sequencing data from short and long-read platforms to conduct a comprehensive genomic
analysis of the strain on a laptop with 18 Gb of memory in less than a day. Our findings revealed that the strain belongs
to the ST 105 group, associated with a neonatal unit outbreak in China (Zheng et al., 2016). The annotation of resistance
genes only identified components considered intrinsic to the species (Bernardini et al., 2019; Holt et al., 2015).
Additionally, mutations in acrR, ompK36, and ompK37 genes were found, which may play a role in resistance. These
findings are consistent with the experimentally observed susceptibility to the tested antibiotics.

Conclusions

This work showcases three bioinformatics pipelines that, together, provide a complete workflow for a thorough analysis
of bacterial genomics using next-generation sequencing data. These computational protocols encompass the entire
process, from the initial raw reads to the final genome assembly and gene annotation. It is recommended to execute them
in succession, but they can also function independently by incorporating external data provided by the user.

The pipelines were designed to simplify the installation process by incorporating the many specialized software tools
required for all stages in the form of virtualized containers. This eliminates the complexity of setup tasks, allowing the
pipelines to be deployed and executed with a single command line. We also provide thorough documentation to expand
the user base and make them accessible to those without bioinformatics expertise.
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We not only focused on processing data but also on creating graphical reports and visualizations to improve result
interpretation. To achieve this, we developed a web-based tool that allows users to analyze and refine the results using text
or sequence annotation, distinguishing bacannot from other pipelines.

The existence of several comparable pipelines indicates that there is no one-size-fits-all approach to genomics.
Generating DNA sequence data is becoming more widespread, but there is a significant challenge in analyzing this
data. Our set of tools has been developed to address this issue and aid in the study of bacterial genomics.

Ethical considerations

The studies involving human participants were reviewed and approved by the ethical approval received from the
Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brazil (approval no. CEP/FMUnB 1.131.054; CAEE:
44867915.1.0000.558). The patients provided their written informed consent to participate in this study.

Data availability

Sample sequencing data has been made in NCBI, BioProject PRINA955456, BioSample: SAMN34178607. Addition-
ally, the code required to reproduce the analysis performed in this paper has been made available in a Zenodo repository

containing bash scripts with all required configurations.

Zenodo. Scalable and versatile container-based pipelines for de novo genome assembly and bacterial annotation (Sup.
Material) https://doi.org/10.5281/zenodo.7859428.

This project contains the following underlying data:

* input/sra_ids.txt (list of SRA ids for the preprocessing pipeline)

* preprocess-params.yml (pre-set parameters file for the preprocessing pipeline)

* run_preprocess.sh (script to run preprocessing pipeline with pre-set configutations)

* assembly-params.yml (pre-set parameters file for the assembly pipeline)

» assembly.config (pre-set resources configuration file for the assembly pipeline)

» assembly_samplesheet.yml (pre-generated samplesheet for the assembly pipeline)

* run_assembly.sh (script to run assembly pipeline with pre-set configuration)

* annotation-params.yml (pre-set parameters file for the annotation pipeline)

* annotation_samplesheet.yml (pre-generated samplesheet for the annotation pipeline)

* run_annotation.sh (script to run annotation pipeline with pre-set configuration)
Data are available under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0 International license (CC-BY 4.0).
Software availability
The pipelines are available as GitHub repositories under the GNU General Public License v3.0. The pipeline and
dependencies are easily installed by combining Nextflow and Docker or Singularity, all described in the documentation.
The repositories are:

* ngs-preprocess - version controlled https://github.com/fmalmeida/ngs-preprocess

* ngs-preprocess - archived, Zenodo: https://zenodo.org/record/7831610

* MpGAP - version controlled https://github.com/fmalmeida/MpGAP

* Mpgap - archived, Zenodo: https://zenodo.org/record/7046782
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* bacannot - version controlled https://github.com/fmalmeida/bacannot

* bacannot - archived, Zenodo: https://zenodo.org/record/7459261

* License: GNU General Public License v3.0 only
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Austin G Davis-Richardson
One Codex, San Francisco, California, USA

The authors have developed a suite of open source workflows implemented in Nextflow for
microbial WGS preprocessing, de novo assembly, and annotation. The goal of this work is to
provide re-usable workflows that can be tailored to the end-user's needs, therefore several
interchangeable tools (e.g., de novo assemblers) are wrapped in a common Nextflow framework.
Interoperability between bioinformatics tools is a significant challenge therefore these workflows
provide a useful resource for tailoring a set of tools to meet one's needs based on sequencing
technology.

The workflows are then applied to a real world problem of analyzing genomic sequences from a
Klebsiella isolate with recapitulation of antibiotics resistance phenotypes from genomic data as
the "ground truth" for validating the workflow. While this is a limited dataset, the purpose of the
paper is to not validate all of the bioinformatics tools used in the workflow but to demonstrate
how it could be used to generate a useful output from genomic sequencing data.

The paper would benefit from either demonstrating the first two pipelines (excluding annotation)
on a non-bacterial dataset as the authors claim that only the annotation pipeline is prokaryote-
specific.

I was able to download and start the Nextflow pipelines however I do not have access to sufficient
computational resources required to complete the pipelines. Therefore, I am unable to evaluate
the outputs of the pipelines at this time. It would be useful for the authors to provide example
outputs on Zenodo.

Is the rationale for developing the new software tool clearly explained?
Yes

Is the description of the software tool technically sound?
Yes
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Are sufficient details of the code, methods and analysis (if applicable) provided to allow
replication of the software development and its use by others?
Yes

Is sufficient information provided to allow interpretation of the expected output datasets
and any results generated using the tool?
Partly

Are the conclusions about the tool and its performance adequately supported by the
findings presented in the article?
Yes

Competing Interests: No competing interests were disclosed.
Reviewer Expertise: Metagenomics, Microbial Genomics, Microbiome

I confirm that I have read this submission and believe that I have an appropriate level of
expertise to confirm that it is of an acceptable scientific standard.

Felipe Almeida

Dear Reviewer,
Thanks for the thoughtful words addressed when reviewing our paper.

We are on full agreement with your suggestion and indeed the paper and the pipelines ngs-
preprocess and MpGAP would enormously benefit from us displaying its usage in a non-
bacterial dataset. We would like to reply saying that we are going to work on that, together
with the comments of Reviewer 2.

First, we are going to generate a new page in the web documentation for this 2 pipelines,
showing the analysis of a fungi or plant sequencing dataset. We will make sure that they

have the necessary command lines from input to output, so one can reproduce, but also,
add an overview of the generated results in the web page.

Finally, we are first going to work as making all these changes and enhancements of
providing explanation and example of outputs in the web page itself. Once done, we are
going to check how easily can we update the paper to provide an additional Zenodo for the
non-bacterial analysis, and also to update the bacterial-analysis Zenodo to have the outputs.

We have already created issues in the pipelines' repositories so we do not forget to address
them.

Sincerely,
Felipe.
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Abhinav Sharma

Department of Biomedical Sciences, Stellenbosch University, Stellenbosch, Western Cape, South
Africa

Emilyn Costa Conceicao

Department of Biomedical Sciences, Stellenbosch University, Stellenbosch, Western Cape, South
Africa

Summary:

The authors present 3 modular piplines aimed at (non-)bioinformaticians and applicable in
different stages of bacterial analysis such as data download, assembly and annotation and
generates reports to facilitate the interpretation of the results. The pipelines also support the
analysis of data from multiple sequencing platforms, aiding the reuse of the pipeline for both
short and long read sequences, which adds value to the bioinformatical toolkit given the
increasing use of long-read sequences and the current prevalence of short-read sequences.

Furthermore, these pipelines have been written in Nextflow and generally follow the best
practices of modularization outlined by the nf-core community pipeline template.

Suggestion (ref documentation website):

As far as the design of the pipeline and description of the design choices goes, it is well explained.
The interpretation of the generated results has been neatly described for bacannot in the
documentation page (https://bacannot.readthedocs.io/en/latest/outputs/), including the directory
structure and the relevant links for the tool-specific reference material. However as the pipelines
are modular and the user is expected to run them separately, it is recommended that the
documentaiton websites for MpGAP pipeline and ngs-preprocess pipelines should also have an
"Output" page to facilitate users on the output structure and refer the correct tools-specific links.

Is the rationale for developing the new software tool clearly explained?
Yes

Is the description of the software tool technically sound?
Yes
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Are sufficient details of the code, methods and analysis (if applicable) provided to allow
replication of the software development and its use by others?
Yes

Is sufficient information provided to allow interpretation of the expected output datasets
and any results generated using the tool?
Partly

Are the conclusions about the tool and its performance adequately supported by the
findings presented in the article?
Yes

Competing Interests: No competing interests were disclosed.

Reviewer Expertise: Mycobacterium tuberculosis, Reproducible methods, Machine learning,
Variant calling, Reference Alignment, Resistance profiling and Scientific workflow managers.

We confirm that we have read this submission and believe that we have an appropriate level
of expertise to confirm that it is of an acceptable scientific standard.

Felipe Almeida

Dear Reviewer,
Thank you for the words addressed when reviewing the paper.

I would like to reply saying that we will indeed work on the suggestion you made. It is
indeed a very important note you have brought to our attention that, even though each
pipeline is independent, we forgot to add a proper specification and explanation of all
Outputs in the ngs-preprocess and MpGAP pipelines.

We have already created issues on the repositories so we do not forget to address this
suggestion.

Sincerely,
Felipe.

Competing Interests: None.

Reviewer Report 18 October 2023
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?

Abdolrahman Khezri
Innland Norway university of applied sciences, Hamar, Norway

The paper entitled "Scalable and versatile container-based pipelines for de novo genome assembly
and bacterial annotation", takes advantage of several well-known tools for NGS data processing,
assembly, and downstream analyses. The GitHub page seems to provide enough information too.
However, the paper still needs to improve in some aspects.

The aim of this paper is not clear. The authors developed a pipeline based on existing tools.
However, the aim is not easy to find, and the work lacks novelty.

The other drawback of this paper is the fact that the authors tested the pipeline only using a
clinical isolate. How this pipeline handles, for instance, gram-positive bacteria or other bacteria
with different genome sizes is not clear.

The figures are not accurate. They do not provide enough/precise information regarding the
steps, tasks, or tools.

It is necessary to implement the Bandage tool into the pipeline right after assembly to visualize
the assembly.

Is there any specific reason the author chose fastp as a quality check tool? Obviously, fastqc
provides much more details compared to fastp.

I understand that different tools make different assembly, however many publications already
benchmarked them, for instance, it is well known that SPAdes, Flye, and Unicycler provides a
better assembly for short, long, and hybrid assembly, respectively. Please see Wick et al. (2019") or
Khezri et al. (20212). However, in my opinion in a pipeline, an author should stick to the best
overall tool and avoid providing many tools as pipelines are designed for less experienced users.

In Table 4, some of the tasks such as annotation with Prokka as well as Quast and Busco took a
tremendous amount of time which is not how it should be. What is the author's comment on this?

Although the authors presented the differences between their pipeline and other published
pipelines, the samples in this study should be tested using other pipelines in order to have a clear
demonstration of performance.

Porechop is out of date and no longer supported. This is important when it comes to new
chemistry and sequencing kits, where, for instance, 24 barcodes in rapid barcoding kits are not
recognized by Porechop. Here it would be better to take advantage of ONT guppy software not
only for trimming but also for other tasks.

Very little is written regarding BLAST. How can the user benefit from BLAST in this pipeline? Does it
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come with ore-indexed reference databases?

The Prokka output can be used for many different purposes including core genome and pan
genome analyses which are important for people working on epidemiology. It would be nice if the
author could extend their pipeline to cover this.
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Is the rationale for developing the new software tool clearly explained?
Partly

Is the description of the software tool technically sound?
Yes

Are sufficient details of the code, methods and analysis (if applicable) provided to allow
replication of the software development and its use by others?
Partly

Is sufficient information provided to allow interpretation of the expected output datasets
and any results generated using the tool?
Partly

Are the conclusions about the tool and its performance adequately supported by the
findings presented in the article?
No

Competing Interests: No competing interests were disclosed.
Reviewer Expertise: Bioinformatics and bacterial genomics

I confirm that I have read this submission and believe that I have an appropriate level of
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