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RESUMEN

Las técnicas de secuenciacion de alto rendimiento pueden producir secuencias de
maltiples organismos que se encuentran en una muestra (metagenémica). Estos datos deben
ser analizados para la comprension de la dinamica bioldgica que se encuentra en un nicho
determinado, por ejemplo, la determinacion de especies microbianas con capacidad de
transmision zoondtica y que estan presentes en murcielagos. Entre ellas, la metodologia de
Oxford Nanopore Technologies para la lectura de secuencias largas. Su interpretacion se hace
mediante plataformas de bioinformatica que clasifican los organismos por la asignacion de un
taxon conocido. Sin embargo, estas plataformas tienen una sensibilidad variada por la forma
de procesamiento, el tiempo de obtencidn de resultados y su accesibilidad. Asi, las plataformas
Kaiju, Kraken y BugSeq (rapidas, sensibles y de manejo sencillo). Cada una de ellas con
diferentes métodos informéticos de asignacion. Se comparo las tres plataformas con el uso de
muestras provenientes de murciélagos (saliva, sangre, heces e hisopado orofaringeo). Estas
muestras fueron obtenidas de la amazonia ecuatoriana sector EI Edén y Yasuni ITT, mismas
que fueron secuenciadas por el Instituto de Microbiologia de la Universidad San Francisco de
Quito. Se concluy6 que BugSeq tiene una deteccion de lecturas superior en 3% sobre Kraken
y 20% sobre Kaiju, (a nivel de filo y especies), sumado a la capacidad de ensamblaje (1% del
total). Kaiju, obtuvo una asignacién minima de lecturas, posiblemente por su técnica basada en
aminoacidos. Los filos prominentes fueron Chordata, Proteobacteria, Firmicutes, Tenericutes
y las especies Homo sapiens, Escherichia coli, Ureaplasma parvum, Klebsiella pneumoniae y
Pasteurella multocida. Ademaés, se determin0 la importancia de realizar remocion de

secuencias del hospedador para disminuir la deteccion de contaminacion experimental.

Palabras clave: secuenciacion, NanoPore, asignacion taxonomica, Kaiju, Kraken,

BugSeq, zoonosis, microorganismos, metagendmica, murciélagos.



ABSTRACT

High throughput sequencing techniques allow to sequence a complex communities
present in a given niche, for example, the determination of zoonotic microbial species in bats.
The Oxford Nanopore Technologies reads long sequences. Its interpretation is done through
bioinformatics platforms that classify organisms by assigning sequences to a known taxon.
However, these platforms have a variable sensitivity due to different sample processing
protocols, also differ in the time to obtain results and the accessibility of their use. The Kaiju,
Kraken, and BugSeq platforms are fast, sensitive, and easy to use, each with different computer
allocation methods. A comparison of the three platforms was made using samples from bats
(saliva, blood, feces and oropharyngeal swabs). Samples obtained from the Ecuadorian
Amazon (El Edén and Yasuni ITT) were sequenced at the Institute of Microbiology of the
Universidad San Francisco de Quito. BugSeq showed 3% higher detection than Kraken and
20% higher than Kaiju (at the phylum and species levels). Moreover, the assembly capacity of
genomes around 1% of the total of sequences. Kaiju got minimal read allocation, possibly
because of his amino acid-based technique. Prominent phyla were Chordata, Proteobacteria,
Firmicutes, Tenericutes, and the species Homo sapiens, Escherichia coli, Ureaplasma parvum,
Klebsiella pneumoniae, and Pasteurella multocida. In addition, the importance of removing

the host sequences was determined to reduce the detection of contamination.

Key words: sequencing, NanoPore, Kaiju, Kraken, BugSeq, taxonomic assignment, zoonosis,

microorganisms, metagenomics, bats.
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1. INTRODUCCION

1.1 Nuevas tecnologias de secuenciacion

La caracterizacion de especies microbianas en muestras biologicas ha sido un reto para
los investigadores porque de acuerdo a Reimer (2022), solo el 0,1% de especies existentes se
han podido aislar y caracterizar dentro del laboratorio (p. 3) de ahi que el 99,9% de especies
microbianas eran desconocidas y fue posible identificarlas mediante técnicas moleculares
(Reimer, et al., 2022). Las nuevas tecnologias de secuenciamiento nos permiten generar una
gran cantidad de lecturas de ADN de manera masiva y en paralelo, de forma rapida, con alta
precision y a costos menores por base secuenciada, a esto le llamamos Secuenciamiento de
Nueva Generacion o Next Generation Sequencing (NGS) (Rubio, et al., 2020), entre ellas se
caracterizan las ONT (Oxford Nanopore Technologies) que se basan en la utilizacion de
nanoporos anclados a una membrana que emite una sefial especifica de cada base y es
contabilizada por el equipo mediante un algoritmo (Bharagava, et al., 2019). Incluye la lectura
de secuencias largas desde 10* a 10° bases con buena calidad, sin exigencias excesivas de

material, brinda resultados en tiempo real y costos accesibles (Bharagava, et al., 2019)

1.2 Importancia de la metagenémica

La metagendmica comprende el analisis de todos los organismos dentro de una muestra
especifica. Se identifican mediante la elaboracion de bibliotecas de ADN o ARN para su
posterior analisis bioinformatico (NIH, 2022). Se utiliza paquetes estadisticos basados en el
sistema Linneano para establecer; reino, filo, clase; orden, familia, género, especie e incluso
isotipos reconocibles solo a nivel molecular (Muller, 2022; Rugiero, et al., 2015). La
clasificacion taxondmica compara cada lectura obtenida por secuenciacion con una base de
datos, sin embargo, existen programas que realizan la alineacion directa de secuencias que

tardan un largo tiempo (Wanner, 2022; Menzel, et al., 2016). Por tal razon, se proponen nuevas
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plataformas de asignacion taxondémica mas eficientes en tiempo y uso para identificar

microorganismos de interés.

1.3 Los murcielagos y su relevancia en el ambiente

Los murciélagos son mamiferos pertenecientes al orden Chiroptera con més de 1400
especies conocidas. Estan presentes en todos los continentes a excepcion de regiones polares,
montafias de gran altura y océanos (Nufiez, 2021). En Ecuador el 39% de los mamiferos son
chiropteros, con 178 especies habitantes y 5 especies endémicas pertenecientes a la Costa y
Amazonia (Urgiles, et al., 2021). Es uno de los mamiferos mas antiguos que ha transcurrido
largos periodos de especiacion (mas de 100 millones de afios) (Wang & Anderson, 2019). Su
capacidad de volar permite su distribucion en diversas ubicaciones geograficas, ademéas de su
amplia adaptacion fisiologica a temperaturas variadas y diversos habitos alimenticios como
insectos, frutas, néctar, flores, hojas, carrofia, sangre, peces, reptiles, anfibios, entre otros
(Urgiles, et al., 2021). Son importantes para los ecosistemas por su rol como polinizadores,
dispersores de semillas y control de plagas que afectan a la agricultura. Ademés de ser
reconocidos por su predisposicion limitada a contraer cancer y por sus largos tiempos de vida

(Wang & Anderson, 2019).

No obstante, se han reconocido como un reservorio natural de virus, bacterias y
parasitos, por esta razon son de preocupacion sanitaria por el riesgo de transmision de
enfermedades zoondticas que representan el 75% de enfermedades infecciosas emergentes
(Wang & Anderson, 2019). Entre los virus de preocupacion se incluyen rabia, sarbecovirus
(SARS, MERS), ébola, virus NIPAH y virus Hendra, ademas de la posibilidad de que existan
microorganismos desconocidos emergentes (Urgiles, et al., 2021). Por tal razén, la
caracterizacion de su genoma nos puede brindar informacion valiosa sobre la microbiota

presente en los murciélagos que puede predisponer a los humanos a infecciones. Las
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principales vias de transmision son saliva, heces, orina, sangre y otros fluidos (Wang &

Anderson, 2019).

1.4 Plataformas de asignacion taxonémica

Kaiju, Kraken y Bugseq son plataformas de asignacion taxondmica répida, de facil
acceso y no se requiere un alto conocimiento para su ejecucion, cada uno de ellos tiene
diferentes algoritmos de identificacion. Por ejemplo, Kraken es un programa que ejecuta su
identificacion de lecturas de ADN por la asignacion de k-mers, subcadenas cortas de una
coincidencia de lecturas (k) de longitud fija y asi poder comparar la cadena de nucleétidos
obtenidos, utilizando por defecto k=31 (Wood, et al., 2019; Wood & Salzberg, 2014). Estos k-
mers se almacenan uno a uno en una plataforma para una ayuda de busqueda répida asignando
un taxdn que coincida con el ancestro comun mas bajo o en sus siglas en inglés: lowest common
ancestor (LCA) que estan almacenados en una base de datos “Genbank”, aquellos k-mers que

no se encuentran en la base no son registrados (Wood, et al., 2019; Wood & Salzberg, 2014).

Kaiju utiliza esta metodologia en comparacion a una base de datos de proteinas
microbianas que se almacenan como aminodacidos (Patil, et al.,2021). Utiliza coincidencias
exactas minimas (MEM) guardadas en la base de datos de proteinas "NR"™ de NCBI con
genomas microbianos de referencia para su comparacion, en cuanto se encuentra un MEM se
genera un distintivo del nodo correspondiente, afin a la especie o cepa perteneciente. La técnica
de clasificacion en blogues Burrows Wheeler (BWT) alinea las MEM con las lecturas en la
base de datos (Kempa & Kociumaka, 2022). En adicion, Kaiju tiene la suma de una matriz
especifica BLOSUMG62 a través de esta, es posible realizar ciertas sustituciones (Greedy) no
mayor de 1 a 5 aminoacidos para una identificacion completa y evitar la pérdida de informacion

a causa del desconocimiento del segmento (Menzel, et al., 2016).
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Otra plataforma que realiza asignacion taxonomica basada en ADN es BugSeq que utiliza
la plataforma en linea RefSeq que abarca genomas completos de bacterias, hongos, virus y
humanos que es monitoreada y actualizada mensualmente (Chandrakumar, et al., 2022). Este
programa realiza una reasignacion de lecturas gendmicas sefialadas y almacenadas en la
herramienta “minimap2” por un método bayesiano correspondiente a su LCA que se hizo con
el uso de Pathoscope (version 2.0.7). EI LCA es calculado e incluido en una plataforma
conocida como Recentrifuge (v1.1.1) para una revision de los taxones minimos y concentrar la
informacidn para su visualizacion. Ademas, este programa realiza un control de calidad usando
la herramienta MultiQC (Fan, et al., 2021). Los programas que realizan su clasificacién
mediante una base de datos de referencia tienen una desventaja porque solo una pequefia parte
de metagenomas han sido descifrados hasta el momento (Menzel, et al., 2016). Por lo tanto,

los sistemas de novo son necesarios para nuevos descubrimientos.

Ademas, el analisis de la calidad de secuenciamiento es relevante para evitar resultados
erroneos por la incorrecta asignacion de bases nucleotidicas. Se propuso la utilizacion
NanoPlot mediante el servidor publico Bioconda (Anaconda, 2022) fundamentado en Python,
utiliza archivos en formatos de entrada FASTA, FASTQ, bam y zip para generar ilustraciones
sobre la calidad de la lectura para su mejor comprension; longitud, rendimiento, calidad,

identidad y mapeo de lectura (Wouter, et al., 2018).

En el presente estudio se utiliz6 ONT para determinar la secuencias microbianas que se
encontraban en 12 diferentes muestras de murciélagos provenientes de la Amazonia
ecuatoriana Yasuni ITT y EI Edén mismas que fueron previamente secuenciadas por el Instituto
de Microbiologia de la USFQ, esto con el objetivo principal de establecer una base referencial
para la comparacion de tres plataformas taxondmicas que fueron escogidas por su mayor

utilizacion gracias a su accesibilidad, estas plataformas fueron Kaiju, Bugseq y Kraken.
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2. METODOS

2.1 Recoleccién muestral

Se analiz6 muestras provenientes de murciélagos de la Amazonia ecuatoriana, de los
sectores “El Edén” y de la reserva protegida “Yasuni” que fueron previamente secuenciadas a
través un proyecto de investigacion realizado en el Instituto de Microbiologia de la USFQ. Se
analiz6 12 muestras provenientes de murciélagos (sangre, saliva, muestra orofaringea y heces).
Se usé la tecnologia de ONT (Oxford Nanopore Technologies, Oxford, Reino Unido) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante con el objetivo de la adquisicion de secuencias de
lecturas largas. La serie de secuenciacion se programé con MinKnow por 18 horas con una
base de datos activa en tiempo real, se guardaron en formato FASTQ. Se utilizo el programa
Porechop para el agrupamiento de secuencias (Rrwick, 2018) de acuerdo a sus barcodes
asignados y adaptadores. A continuacion, se retiré los adaptadores. Las 12 muestras fueron
demultiplexeadas quitando los barcodes afiadidos, para impedir la modificacion de lecturas en

los microorganismos obtenidos. Por ultimo, se guardaron en formato FASTQ.
2.2 Andlisis de calidad de las secuencias

Se determind la calidad del secuenciamiento mediante el uso de la terminal del sistema
operativo Ubuntu para la activacion de NanoPlot (Anaconda, 2022), de acuerdo a los comandos
especificados en el Anexo 1. Dentro de los resultados obtenidos, se realiz6 una comparacion
de la calidad de lectura media, la media de longitud de reads, mediana de longitud de lecturas,
mediana de calidad de reads, nimero total de reads, longitud de read N50 y total de bases
secuenciadas. A continuacion del analisis de la calidad de secuenciamiento, se resumio en una
tabla para determinar si es aceptable, se tomd como valor de referencia superior al 11% (Magi,

et al., 2017) siendo el valor estandar para Nanopore Technologies.
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2.3 Remocion de lecturas del hospedero

Por otro lado, para evitar un alto grado de lecturas provenientes de organismos sin interés
directo como es el genoma del murcielago (Yeoh, 2021) se realiz6 la eliminacién de lecturas
del hospedero (Phyllostomus elongatus) para las 12 muestras recolectadas de acuerdo al script
del Anexo 2 adjunto. Se obtuvo el genoma de referencia de la plataforma NCBI y se descargd
en formato FASTA (NIH, 2022). Se requiri6 la alineacion de los genomas de interés con las

secuencias del genoma de referencia con la herramienta “BWA MEM”.

Se observo los resultados del alineamiento (numero de lecturas mapeadas) con “SAMtools
view” (SAMtools, 2012). A continuacién, las secuencias alineadas se convirtieron en un
archivo binario (.bam) y se ordenaron por posicionamiento de acuerdo al genoma de referencia
con ayuda de la herramienta “SAMtools sort”. Se indexd las lecturas con “idxstats” y se
observo las estadisticas de que las muestras hayan sido mapeadas y que no se encuentre ningun
valor en cero con “SAMtools idxstats”. Finalmente, “BEDtools” para el filtrado que solo
conserva aquellas lecturas que no se mapearon con el genoma de referencia obteniendo asi, 12
muestras con los datos de origen y 12 muestras con la remocion del hospedador (Aaron, et al.,

2022)
2.4 Analisis de clasificacion taxonémica usando la plataforma BugSeq

Para el uso de BugSeq, dentro de la pagina “bugseq.com/academic” se selecciono las 24
muestras (datos crudos sin secuencias del hospedero) en formato FASTQ. Se envié a la
plataforma utilizada “NanoPore” y “MinlON/GridION -R9.4.1” (Bugseq, Vancouver, Canada)
y se digit6 los porcentajes de lecturas del total de la raiz, tomando en cuenta clasificados y no
clasificados de filo y especie. Adicional a esto, se cuantificd aquellos taxones que fueron

ensamblados por el programa.

2.5 Analisis de clasificacion taxonémica usando la plataforma Kraken



17

De acuerdo al instructivo de uso, para Kraken se ingres6 a Galaxy Europe
“https://galaxyproject.eu/” se cre6 una cuenta y se subi0 todas las secuencias en formato
FASTQ al almacenamiento en linea. Para dotar de un cddigo de clasificacion taxonomica se
colocd “Kraken2 on collection”. Se obtuvo los resultados numéricos de clasificacion con la

opcion “kraken report on collection” y “mpa report”, se anotaron los resultados para filo y

especie (Wood, et al., 2019).
2.6 Analisis de clasificacion taxonomica usando la plataforma Kaiju

En cuanto a la plataforma Kaiju, se ingreso a la pagina “https://kaiju.binf.ku.dk/server”
(Menzel, et al., 2016). Se digitd: nombre de proyecto y correo. Se subid el archivo con las
lecturas en formato zip. Dentro de las opciones se escogié la base de datos de referencia “NCBI
BLAST nr +euk”, se acepta filtro “SEG” para aquellas secuencias de baja complejidad, modo
de corrida “MEM?”. Para las opciones de longitud minima de coincidencia, puntuacion minima
y desajustes permitidos se dejo por default del programa y se presiona enviar. Este

procedimiento se realiz6 para cada una de las 24 muestras. Se recopilé datos de filo y especie.

Finalmente, para una mejor visualizacion de los resultados obtenidos, se utilizo el
programa de Microbiome Analyst, donde se redactaron las tablas en formato textual tanto para
los datos OTU y la metadata, tomando en cuenta las lecturas >150 o las 5 més representativas

a nivel de Filo y Especie (Xia Lab, 2022).



18

3. RESULTADOS

3.1 Analisis de la calidad de secuenciamiento

En la Tabla 1 se observan los valores correspondientes a la calidad de secuenciamiento
obtenido por NanoPlot. Se comparan los valores de los datos crudos y los valores con el
hospedador removido. Se evalud las siguientes categorias; calidad de secuencias, la longitud
media de las secuencias, el nimero total de reads, la longitud de las secuencias N50 y el nimero
total de bases. Los valores obtenidos para la calidad de las secuencias en la Tabla 1, hacen
referencia al promedio de la media de puntuaciones de la calidad de las bases que son: para
datos crudos 11.1 y 10.26 para remocion del hospedero, acuerdo a los pardmetros de NanoPlot
son una buena puntuacion para los protocolos de ONT (Oxford Nanopore Technologies) con
un minimo de 10, es decir, una precision de asignacion de bases del 90% (Griffiths, 2021). Se

excluye la muestra “Phy-sangre-BC17” de la remocion del hospedero por un valor de 8.8.

La longitud media de las lecturas para los datos crudos fue de 657.25 pares de bases y para
los datos de la remocién del hospedero 591.17, no se observa una distribucion variable. Por lo
tanto, se consideran valores aceptables dentro de los parametros del dispositivo MinlON por
su capacidad de secuenciacion en secuencias de lectura larga entre 200 pb a 150000 (Nanopore,

2021).

El nimero de lecturas (reads) totales obtenidos del secuenciamiento para los datos crudos
fue en promedio de 129,346.75 y después de la remocion del hospedador de 22,088.00

correspondiente al 17% de los datos crudos.

La longitud de lectura N50 para los datos crudos de 887.92 y 849.00 confirmando que el
50% de las lecturas tienen este nimero de longitudes alineadas para posteriormente realizar la

identificacion taxonomica. Finalmente, el ndmero total de bases recopiladas del
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secuenciamiento para los datos crudos 99,754,402.67 y en la remocién del hospedero
14,774,767.75 correspondiente al 14% de los datos crudos. Todos estos datos se visualizan en
la Tabla 1 del analisis de calidad de secuenciamiento, mismo que cumple con los valores

requeridos para asignacién taxonémica.
3.2 Comparacion de datos crudos y remocion del hospedero

En la Figura 1 se observa el resumen de la contabilizacion de lecturas taxondmicas
asignadas de acuerdo al Dominio al que pertenecen: Bacteria y Eucariota son las mas
representativas, no obstante, Arquea tuvo la menor asignacion de lecturas. Se observa en
BugSeq y Kraken que en los datos crudos se obtiene una mayor asignacion de eucariotas frente
a bacterias. Sin embargo, después de la remocion del hospedero este orden se invierte, dejando
con mayor porcentaje a Bacterias que a Eucariotas. Kaiju tuvo la menor clasificacion y después
de la remocion del hospedero tuvo porcentajes de Bacterias de 0.05%, Eucariotas y Arqueas

0% como se observa en la Tabla 2.

También, se observa la clasificacion de Virus que de acuerdo a la Tabla 2 tienen valores
menores al 0.05% el cual no es un valor estadisticamente representativo. La capacidad de
ensamblaje de BugSeq es del 0.096% de los datos crudos y 0.000023% para remocién del
hospedero. Ademas, los grupos de “no clasificados” y “otros” tienden a aumentar después de

la remocion del hospedero. Los “no clasificados” superan el 50% del total de las lecturas.

3.3 Asignacion taxonémica correspondiente al Filo

3.3.1 Asignacion de Filo de acuerdo al promedio general de las muestras.

En la Figura 2 se visualizan los 5 taxones mas representativos de la clasificacidén que son
los Filos Chordata, Proteobacterias, Firmicutes, Tenericutes ademas de los grupos “no
clasificados” y “otros”. Con respecto a las plataformas de BugSeq y Kraken, se puede observar

una abundancia relativa de las lecturas superior a 0.5 de 1 en ambas. Al comparar ambas
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plataformas observamos que el Filo Chordata perteneciente al Reino Metazoa es el taxdn mas
prominente, seguido de Proteobacterias, “otros”, Firmicutes y Tenericutes respectivamente. Se
puede visualizar que ambas plataformas siguen patrones similares. Kraken, con abundancia de
0.40 para datos crudos y 0.30 para remocién del hospedero y BugSeq con 0.35 y 0.20
respectivamente. Por otro lado, Kaiju conté con menor clasificacion taxonémica que las demas,

tomando en cuenta solo los filos de Proteobacteria y “otros”.
3.3.2 Asignacion de Filo de acuerdo a cada muestra.

En la Figura 3 se visualizan los Filos mas prominentes para cada muestra, siendo los 5 mas
representativos y ordenados en forma descendente: “no clasificados”, Reino Metazoa, Filo de
Proteobacterias, “otros”, Firmicutes y Tenericutes. Siendo las 3 muestras con mayor
clasificacion “Sample-17-BC19”, “Sample-11-BC14” y “Phy-saliva-BC16”. Kraken cuenta
con un mayor numero de secuencias asignadas para cada muestra, BugSeq ocupa el segundo
lugar y Kaiju el tercero con una asignacion taxondmica minima. En la Figura 4 se realiza una
ampliacion de la muestra “11-BC14” con el uso de Kaiju donde se suma el Reino Fungi en un

2% del total.
3.4 Asignacion taxondémica correspondiente a la Especie

En la Figura 5 se visualiza la clasificacion de las 5 especies con mayor numero de lecturas
ademas de “no clasificados” y “otros”, en orden descendente son: “no asignados”, Homo
sapiens, “otros”, Escherichia coli, Ureaplasma parvum, Pasteurella multocida y Klebsiella
pneumoniae. También se observa que existe un mayor numero de lecturas no asignadas de
Especies que de acuerdo al Filo. Por otro lado, Kaiju solo tiene valores de “otros” y

Ureaplasma parvum que después de la remocién del hospedador ya no son visibles.
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4. DISCUSION

La metagendmica utiliza técnicas de secuenciaciéon dirigidas a determinar el material
genoémico completo en una muestra, nos brinda informacién sobre identificacion de nuevos
genes, sobre su estructura y relaciones evolutivas de una comunidad bioldgica (Roumpeka, et
al., 2017). Sin embargo, sus principales limitaciones son: a) obtiene los genomas diferentes al
del hospedador al que pertenece, por lo que pueden detectarse secuencias adicionales a las de
interés directo b) la identificacion es inespecifica ya que no se toman en cuenta codones,
promotores, sitios de union, entre otros. ¢) es necesario mantener estandares de calidad de

secuenciacion altos (Rompeuka, et al., 2017)

El analisis de la calidad de las lecturas secuenciadas es importante porque nos permite crear
pardmetros de aceptacién para que el investigador se asegure de que el proceso de

secuenciacion se llevo a cabo correctamente (Ullah, et al., 2022).

En los analisis de metagenomas es posible encontrar diversos contaminantes ambientales
por la manipulacion experimental de la muestra que puede ocurrir por procedimientos como el
almacenamiento, preparacion y andlisis (Chrisman, et al., 2022). Por tal razén se confirmo que
la remocion del hospedero nos permite aumentar la sensibilidad de caracterizacion taxondmica,
al reducir el nimero de lecturas registradas correspondientes a Homo sapiens (Figura 5). Con
respecto a Kraken y BugSeq después de la remocion de las secuencias del hospedero, aumento
significativamente las secuencias de bacterias presentes en la muestra. Estas moléculas de
ADN sin interés directo generan nuevas secuencias que se presentan como falsos positivos
(Menzel, et al., 2016). Por otro lado, Kaiju mostr6 una menor asignacion de lecturas,
posiblemente por el uso de una base de datos que utiliza aminoacidos para su identificacion,
ya que tiene informacidn mas limitada que aquellas basadas en nucleotidos (Tang, et al., 2022).

Chrisman (et al, 2022) recomienda que todos los anélisis deben realizarse en una misma linea
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de tiempo, utilizar muestras control y realizar la remocidn del hospedero en caso de requerirlo

porque elimina aquellas secuencias que interfieran y generen valores atipicos (p. 12)

Adicionalmente, el valor de las lecturas no clasificadas excedié un 50% sobre las demas
clasificaciones taxondmicas de las 3 plataformas (Figura 1), esto contrasta con que los métodos
de secuenciacion arrojan una gran cantidad de datos que los clasificadores taxondémicos no
mapean y generalmente no se toman en cuenta, sin embargo, estas secuencias no mapeadas
pueden representar: secuencias desconocidas actualmente, genomas de referencia incompletos
y secuencias provenientes de contaminacion (Chrisman, et al., 2022). Se recomienda el uso de

bases de datos actualizadas y completas, ademas de analisis de novo.

Kaiju, Kraken y BugSeq son clasificadores taxondmicos rapidos, sin complejidad de uso y
de acceso publico. Una desventaja es que grandes cantidades de lecturas genomicas en una
corta cantidad de tiempo son limitadas para superar la divergencia evolutiva, dejando asi gran

parte de las lecturas metagendmicas sin clasificar (Menzel, et al., 2016).

Kaiju por su asignacion de aminoacidos supone una mayor sensibilidad al ser secuencias
mayormente conservadas, excluyendo errores de la degeneracion del cddigo genético, sin
embargo, la biblioteca de NCBI “NR” de proteinas contiene menor informacion que aquella
basada en nucledtidos y selecciona aquellas lecturas que tienen una suma acumulativa de sus
repeticiones (Ullah, et al., 2022). Ademas, la técnica de busqueda Burrows Wheeler de MEM
requieren una RAM pequefia menor a Kraken y BugSeq siendo una plataforma mas rapida de
lecturas, sin embargo, su sensibilidad tiende a reducirse conforme la distancia evolutiva

aumenta por la sustitucién de aminoacidos que realiza (Menzel, et al., 2016).

En la Figura 1 se observa la clasificacion de Kaiju con valores minimos de asignacién
taxondmica (<3%), al realizar un acercamiento a la muestra “11-BC14” los filos mas

prominentes son Proteobacteria, Firmicutes y algunos filos provenientes de hongos, sin
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embargo, la abundancia que representan es minima. Se recalca que se clasifico como “otros” a
aquellas asignaciones que contenian menos de 150 lecturas por taxon (Figuras 1, 2, 4, 5), esto
porque estos clasificadores taxondémicos pueden suponer resultados falsos positivos por

coincidencias aleatorias, asi, solo se seleccionan los més repetitivos (Menzel, et al., 2016).

Para Kraken el presente estudio determino una sensibilidad de lecturas taxondmicas del
70% (Figura 2). Esto se atribuye a que utiliza la base de datos publica RefSeq de NCBI, tiene
una coleccion de secuencias de ADN, ARN y proteinas anotadas y curadas, almacenando una
secuencia identificadora por cada biomolécula (Wood, et al., 2019). Sin embargo, Wood (et al,
2019) define que una desventaja del uso de k-mers es que aquellas secuencias que no coincidan
con un k-mer determinado no se tomaran en cuenta. RefSeq no utiliza genomas completos
ensamblados por lo cual resulta en informacion limitada (p. 8). En concordancia con la Figura
2 Kraken supone una clasificacion taxondmica superior a BugSeq del 5% en datos crudos y
10% para la remocion del hospedero y para Kaiju del 70% para datos crudos. Se detecto los

filos de Chordata, Proteobacteria, Firmicutes y Tenericutes.

BugSeq, por otra parte, representd una clasificacion total del 60%. Sin embargo, a nivel de
clasificacion microbiana supera a Kraken con el 5% y a Kaiju con el 20% (Figura 2). Este
programa asigna lecturas gendmicas sefialadas y almacenadas en la herramienta “minimap2”
por un método bayesiano correspondiente a su LCA con una referencia de taxones minimos.
Ademas, este programa realiza un control de calidad con MultiQC (Fan, et al., 2021). Este
programa tiene la ventaja de utilizar un clasificador de lecturas pequefias que pueden
ensamblarse mediante la agrupacion de contigs por identidad taxonémica de acuerdo a la base
de datos de dominio publico Genbank de NCBI que abarca genomas completos e incompletos
de bacterias, hongos, virus y humanos (Chandrakumar, et al., 2022). En el presente estudio los

genomas ensamblados fueron del 0.096% (Tabla 2). De acuerdo a Chandrakumar (et al, 2022),
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este método ha sido catalogado como una alineacion y, carece de sensibilidad para caracterizar
taxones divergentes (p. 5). Ademas, BugSeq usa datos de referencia tiene la desventaja de que
solo una pequefia parte de genomas completos han sido descifrados hasta el momento (Menzel,

etal., 2016).

La clasificacion de estas tres plataformas no requiere ensamblaje por lo cual es mas
rapida y de facil utilizacion. No obstante, estas técnicas son limitadas para caracterizar
comunidades microbianas complejas (Chandrakumar, et al., 2022). Actualmente, uno de los
principales desafios que representan estos clasificadores taxondémicos es la cantidad de falsos
positivos de baja abundancia que informan, por lo cual los investigadores suelen filtrar estos
informes con un umbral de abundancias predeterminado. Por esta razdn se sugiere que se
estandarice este proceso en las plataformas para un mejor rendimiento (Chandrakumar, et al.,

2022).

Dentro del presente estudio se determin6 que los filos prominentes en murciélagos
fueron Chordata (secuencias de murciélagos o humanas), Proteobacteria, Firmicutes y
Tenericutes (Figura 4) y las especies bacterianas Escherichia coli, Ureaplasma parvum,
Klebsiella pneumoniae y Pasteurella multocida (Figura 5). Los microrganismos son parte de
la microbiota de estos animales y probablemente no representan ningun riesgo a la poblacion

humana (PAHO, 2022).
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5. CONCLUSIONES

En las tres plataformas se observo una disminucion del dominio de eucariotas y
aumento de bacterias después de la remocion de las secuencias del hospedero. Es importante
recalcar que para un analisis de metagenomas se deben mantener estandares de calidad de
secuenciacion optimos para evitar resultados erréneos. Se concluy6 que las plataformas de
clasificacion taxondmica Kaiju, Kraken y BugSeq son répidas, de fécil utilizacién y de acceso
publico. La sensibilidad de deteccion de lecturas varia dependiendo el tipo de metodologia
informética de asignacion y la base de datos que utiliza. Kraken obtuvo mejores resultados de
asignacion taxondmica general del 70%, seguido BugSeq 60% y Kaiju 10%, sin embargo,
BugSeq fue la plataforma que brindé mayor porcentaje de asignacién microbiana después de
la remocion del hospedero con un 30%, seguido de Kraken 27% y Kaiju 5%. Se recomienda el
uso de Kraken y BugSeq para analisis metagenémicos. Adicionalmente, es posible que la alta
cantidad de no clasificados obtenidos en este estudio se deba a secuencias desconocidas
actualmente, por lo que se deberia realizar mas estudios. Los filos mas representativos fueron
Chordata, Proteobacteria, Firmicutes y Tenericutes y las especies mas representativas fueron
Escherichia coli, Ureaplasma parvum, Klebsiella pneumoniae y Pasteurella multocida,

algunas cepas de estas bacterias pueden ser patdgenas para los humanos.
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Tabla 1. Calidad del secuenciamiento con NanoPlot de datos crudos y hospedero

removido
Tipo de Calidad de | Longitud | Numero de | Longitud de
Muestra |SamplelD secuencias | media Reads lectura N50 | Total de bases
C_BC21 10.60 742.00 46,569.00 | 1,035.00 40,208,917.00
Samplell BC14 10.30 550.00 54,360.00 745.00 34,510,251.00
Samplel7_BC19 10.70 673.00 31,076.00 894.00 24,085,526.00
Art_anal_BC02 11.30 659.00 122,641.00 861.00 91,498,367.00
Art_saliva_BC19 11.40 614.00 175,348.00 812.00 125,769,904.00
Car_anal_BC15 11.50 693.00 283,077.00 990.00 237,702,898.00
C?ﬁgfs Car_saliva_BC13 11.30 621.00 147,949.00 869.00 110,642,794.00
Car_sangre_BC14 11.20 676.00 152,553.00 899.00 120,587,614.00
F_BC20 10.70 742.00 38,673.00 965.00 32,255,714.00
Phy anal BC18 11.70 740.00 190,481.00 | 1,019.00 167,497,722.00
Phy saliva_ BC16 11.40 616.00 112,782.00 823.00 82,048,381.00
Phy sangre BC17 11.10 561.00 196,652.00 743.00 130,244,732.00
Prom 11.10 657.25 129,346.75 887.92 99,754,401.67
C_BC21 10.20 748.00 7,203.00 | 1,049.00 6,011,158.00
Samplell BC14 10.30 539.00 51,764.00 727.00 32,056,715.00
Samplel7 _BC19 10.40 671.00 14,367.00 926.00 11,135,755.00
Art_anal_BC02 10.50 545.00 27,107.00 792.00 16,610,917.00
Art_saliva_BC19 10.40 555.00 30,781.00 794.00 19,795,549.00
Car_anal_BC15 10.40 561.00 48,127.00 850.00 32,259,835.00
regg\s/?d o Car_saliva_BC13 10.50 583.00 35,282.00 843.00 24,023,118.00
Car_sangre_BC14 10.10 574.00 10,121.00 870.00 6,955,894.00
F BC20 10.40 763.00 12,880.00 971.00 10,537,381.00
Phy anal BC18 10.30 564.00 8,093.00 871.00 5,292,217.00
Phy saliva_ BC16 10.80 609.00 15,727.00 830.00 10,857,855.00
Phy sangre BC17 8.80 382.00 3,605.00 665.00 1,760,819.00
Prom 10.26 591.17 22,088.08 849.00 14,774,767.75
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Tabla 2. Porcentajes de asignacion taxonomica dependientes del dominio (bacterias,

eucariotas, arqueas y virus), no clasificados, otros y ensamblados

Bacterias |Eucariotas |Arqueas | Virus |No clasificados/Otros  |[Ensamblados
BUGSEQ 6.031 18.266 2.259 0.0279 |56.129 17.219 |0.096
BUGSEQ-NH |12.389  [3.904 0.0275 | 0.0569 [54.023 29.657 ]0.000023
KRAKEN 8.512 30.468 0.048 0.0275 [11.907 49.066 |-
KRAKEN-NH [14.49 8.262 0 0.0283 |54.237 23.011 |-
KAIJU 0.985 0.0775 0 0.0061 |84.643 14.294 |-
KAIJU-NH 0.051 0 0 0.0051 |98.993 0.955 -
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7. FIGURAS
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Figura 1. Porcentajes de asignacion taxondmica general. El eje vertical representa el
porcentaje alcanzado y el eje horizontal la asignacién taxondmica correspondiente al dominio
al que pertenecen, ademas de virus, no clasificados, otros y ensamblados por las plataformas
(BugSeq, Kaiju y Kraken) (en colores) con su respectivo analisis de remocién del hospedero.

Diagrama realizado en Excel.
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Figura 2. Promedio de porcentajes de asignacion taxondmica de las muestras de
murciélago correspondientes al Filo. En el eje vertical se ubican las plataformas analizadas
(Bugseq, Kaiju, Kraken) ademas de las muestras con remocién del hospedero (nh). En el eje

horizontal esta la abundancia relativa en escala =1. Diagrama realizado en Microbiome

Analyst.
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Figura 3. Asignacion taxonomica de 12 muestras provenientes de murciélagos y la
remocion del hospedero, datos correspondientes al Filo. Presenta la clasificacion de cada
columna (C ) para cada Filo de la siguiente forma: C1 BugSeq datos crudos; C2 BugSeq con
remocion del hospedero; C3 Kaiju datos crudos; C4 Kaiju con remocion del hospedero; C5

Kraken datos crudos; C6 Kraken remocion del hospedero. Diagrama realizado en Microbiome

Analyst.
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Figura 4. Porcentajes de asignacion taxondémica de Filo para la muestra “11-BC14” con
el uso de Kaiju. a) Datos crudos de clasificacion taxondmica para el Filo de la muestra “11-
BC14” b) Datos con hospedador removido de clasificacion taxonomica para el Filo de la

muestra “11-BC14”. Diagrama realizado en Microbiome Analyst.
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Figura 5. Asignacion taxondémica de 12 muestras provenientes de murciélagos y la
remocién del hospedero, datos correspondientes a Especies. Presenta la clasificacion de
cada columna (C ) para cada Filo de la siguiente forma: C1 BugSeq datos crudos; C2 BugSeq
con remocion del hospedero; C3 Kaiju datos crudos; C4 Kaiju con remocién del hospedero;
C5 Kraken datos crudos; C6 Kraken remocion del hospedero. Diagrama realizado en

Microbiome Analyst.
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ANEXO 1: SCRIPT DE NANOPLOT

Control + T

conda activate nanoplot

NanoPlot --fastq Pathhasta/input_porechop.fasq --readtype 1D -t 4 --title
"nanoplot+nombremuestra” -o Nanoplot_results_nombremuestra

NanoPlot --fastq ‘ubicacion-muestra.fastq’ --readtype 1D -t 4  --title

"nombremuestra+Nanoplot” -0 Nanoplot_nombremuestra/

ANEXO 2: SCRIPT REMOCION DEL HOSPEDERO

mkdir nombre_archivo

cd nombre_archivo

# -t = specify number of threads to use

bwa mem 'output’ -t 8 /muestra.fastq' > muestra.sam

samtools view -@ 8 -bS muestra_mapped_host.sam -0 Sample_mapped_host.bam
samtools sort -@ 8 Sample_mapped_host.bam -0
Sample_mapped_host_sorted_location.bam

samtools sort -n -@ 24 sample_mapped_host.bam -0
sample_mapped_host_sorted_name.bam

samtools index -@ 24 sample_mapped_host_sorted location.bam

samtools idxstats sample_mapped_host_sorted_location.bam >

sample_mapped_host_sorted_location.idxstats



ANEXO 3: TABLA METADATA'Y OTU PARA MICROBIOME ANALYST

Tabla OTU ESPECIES-TABLA2.0 (1).txt
Metadata METADATAS (1).txt
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