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RESUMEN

La infeccion respiratoria aguda (IRA) es la enfermedad mas recurrente a lo largo de la vida del ser
humano. A pesar de contar con técnicas para el diagndstico avaladas por organizaciones de salud,
los agentes emergentes y reemergentes hacen necesario tener plataformas de secuenciacion de
siguiente generacion ¢ secuenciacion masiva (NGS) para la deteccion de virus y bacterias, de forma
simultanea y total sin importar la variabilidad de su genoma.

Si se emplea NGS en condiciones estandarizadas, esta nos permitira la deteccion y caracterizacion
de cualquier patogeno presente en las IRAs sin importar su variabilidad genética, entonces podra ser
empleada para la deteccion de agentes etioldgicos que no son detectados mediante metodologias de
diagnostico molecular.

El objetivo del estudio es desarrollar estrategias moleculares empleando NGS, a partir de muestras
de hisopado nasofaringeo, para la deteccion y caracterizacion genética de los agentes etiologicos
que causan IRAs y su aplicacion en el diagnostico y vigilancia epidemioldgica.

En 650 pacientes que requirieron de hospitalizacion por IRAs de octubre de 2013 a junio de 2014,
se les realizo la deteccion de virus respiratorios con qPCR en Biomark. De acuerdo a lo anterior se
escogieron 116 muestras para clasificarlas en adultos y nifios y por la presencia o ausencia de virus.
A estos cuatro grupos se les realizd la preparacion de bibliotecas tipo shotgun para detectar al
viroma y bibliotecas del amplicon 16S ribosomal para el bacterioma, siguiendo las indicaciones del
protocolo Nextera XT de [llumina. El analisis de las lecturas obtenidas se realizé con herramientas
bioinformaticas.

En el total de los pacientes incluidos en el estudio se utilizo la técnica de qPCR, con esta
metodologia se encontré que en el 35% habia la presencia de virus respiratorios, los mas frecuentes
fueron influenza con 41%, rinovirus-enterovirus un 30% y virus sincicial respiratorio 11%. Del
analisis metagendmico de pacientes pediatricos se pudo obtener una nueva cepa de rinovirus C, la
presencia de virus reemergentes como Enterovirus D68 y Parvovirus B19, en la temporada invernal
evaluada. En adultos y nifios sin presencia de virus tenemos mayor presencia de bacterias residentes
de la cavidad bucal, mientras que en adultos y nifios con virus, encontramos mas bacterias
residentes y patdgenas del tracto respiratorio 6 aquellas que se adquieren de forma nosocomial.

La NGS es una plataforma capaz de aportar informacion que las técnicas de diagnostico
moleculares no proveen. Con lo cual se obtuvo una nueva cepa de rinovirus C, asi como agentes re-
emergentes, como es el caso de Enterovirus D68 y Parvovirus B19 estos dos ultimos provocaron
recientemente brotes importantes en E.U.A. y Japon respectivamente. También se conocio la
diversidad de virus, fagos y bacterias presentes en IRAs y aunque algunos de los microorganismos
no se les asocia con la enfermedad, el papel de estos en los procesos infecciosos aun queda por
estudiarse.



ASBTRACT

Acute respiratory infection (ARI) is the most recurrent disease throughout the life of the human
being. Despite having diagnostic techniques supported by health organizations, emerging and re-
emerging agents they do need to have platforms next generation sequencing or mass sequencing
(NGS) for detecting viruses and bacteria, simultaneous and complete regardless of the variability of
its genome.

If NGS is used in standardized conditions, this will allow us to detect and characterize any
pathogens present in the IRAs regardless of their genetic variability, then can be used for the
detection of etiologic agents that are not detected by methods of molecular diagnosis.

The aim of the study is to develop molecular strategies using NGS, from nasopharyngeal swabs
samples for the detection and genetic characterization of the etiological agents that cause ARIs and
its application in the diagnosis and surveillance.

In 650 patients requiring hospitalization for IRAs of October 2013 to June 2014 they were
performed the detection of respiratory viruses with gPCR of Biomark. According to the above they
were selected 116 samples to classify them in adults and children and the presence or absence of
virus. These four groups underwent the preparation of such shotgun libraries to detect the viroma
and amplicon 16S ribosomal libraries for bacterioma, following the indications of Nextera XT
[lumina protocol. The analysis of the readings was performed with bioinformatics tools.

In the total of patients included in the study was used gPCR technique, with this methodology found
that 35% had the presence of respiratory viruses, the most common with 41% were influenza,
rhinovirus-enterovirus 30% and RSV 11%. Metagenomic analysis of pediatric patients could obtain
a new strain of rhinovirus C, the presence of virus reemerging as enteroviruses and parvovirus B19
D68, evaluated in the winter season. In adults and children without the presence of virus we have a
greater presence of resident bacteria of the oral cavity, whereas in adults and children with viruses,
bacteria find more residents and respiratory tract pathogenic or those that are acquired nosocomial

The NGS is a platform able to provide information that molecular diagnostic techniques do not
provide. Whereby a new strain of rhinoviruses C and re-emerging agents was obtained, as in the
case of parvovirus B19 and Enterovirus D68 latter two recently caused serious outbreaks in Japan
and USA respectively. Diversity of viruses, phages and bacteria present in ARIs is also known and
although some microorganisms do not associated with disease, the role of these in infectious
processes yet to be studied.



L INTRODUCCION

1.1.- Enfermedad respiratoria aguda

La infeccion respiratoria aguda (IRA), es la enfermedad mas recurrente a lo largo de la vida
del ser humano y su evolucion es menor a 15 dias en promedio (Eiros et al. 2009; “SSA”
2015). Se estima que cada afio fallecen 3.9 millones de personas por esta causa (WHO
2015a). Las IRAs presentan diferentes sintomatologias, debido al agente etiologico que se
encuentra presente durante la enfermedad, asi como de factores propios del hospedero y del

medio ambiente (“SSA” 2015).

Cuando las IRAs afectan al tracto respiratorio alto pueden causar otitis aguda, otitis media
aguda, sinusitis, rinitis, faringoamaigdalitis, laringotraqueitis y traqueitis, al afectar el tracto
respiratorio bajo provoca bronquiolitis, neumonia y neumonia adquirida en la comunidad

(Cosio Villegas et al. 2006).

Hay enfermedades cronicas degenerativas como el cancer de pulmon, bronquios y traquea,
asi como la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), asma y aquellos afectados
por la tuberculosis, donde las IRAs pueden exacerbar su condicion poniendo en riesgo la

vida de quienes las padecen (WHO 2015Db).

En México las IRAs constituyen un importante problema de salud publica, siendo la
primera causa de morbilidad en el pais y es responsable de la mayor cantidad de consultas
en los centros de salud (“SSA” 2015).

1.2.- Agentes etioldgicos

Los agentes que estan asociados a las IRAs tienen principalmente etiologia viral, bacteriana

o en ocasiones puede ser causadas por coinfecciones (Eiros et al. 2009).



Se han

identificado mas de

200

virus diferentes

distribuidos en seis familias,

Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Picornaviridae, Coronaviridae, Adenoviridae vy

Parvoviridae. En la parte de bacterias podemos encontrar a los géneros: Streptococcus,

Staphylococcus, Haemophilus, Legionella, Mycoplasma, Chlamydophilia, Moraxella,
Coxiella, Klebsiella y Bordetella (Roth et al. 2004; van den Bergh et al. 2012). En las tablas

1 y 2 se muestran las principales caracteristicas de los virus y bacterias implicados en IRAs

respectivamente.

Tabla 1.- Caracteristicas de virus relacionados en IRA.

Virus Familia Envoltura  Tamaio Material Longitud Fuente
(nm)? Genético de an®
(kb)®
Adenovirus Adenoviridae No 65a80 dsDNA, linear" 23 a46 (Ghebremedhin
2014)
Bocavirus Parvoviridae No 18 a 26 ssDNA, linear® 5a5.3 (Gurda et al. 2010;
Liisebrink et al. 2009;
Schildgen 2013)
Coronavirus Coronaviridae No 120 a ssRNA, linear 26.4 a (te Velthuis et al.
160 polaridad 31.7 2010; Woo et al.
positiva 2010)
Enterovirus Picornaviridae No 30 ssRNA, linear 7a8.5 (Tuthill et al. 2010;
polaridad van der Schaar et al.
positiva 2013)
Rinovirus Picornaviridae No 30 sSRNA, linear 7a8.5 (Tuthill et al. 2010)
polaridad
positiva
Parainfluenza  Paramyxoviridae Si 150 a ssRNA, linear 15.5a (Schomacker et al.
300 de polaridad 17.4 2012; Kiss et al.
negativa 2014)
Influenza Orthomyxoviridae Si 100 a sSRNA, linear 12a15 (Arias et al. 2009)
300 de polaridad
negativa
Virus Sincicial ~ Paramyxoviridae Si 100 a ssRNA, linear 15.2 (Liljeroos et al. 2013;
Respiratorio 1000 de polaridad Schomacker et al.
negativa 2012)
Metapneumo  Paramyxoviridae Si 150 a sSRNA, linear 13a20 (Panda et al. 2014)
virus 600 de polaridad
negativa

a) Nandmetros: nm

b) Doble cadena: ds

¢) Unasolacadena: ss
d) Acidos nucleicos: an
e) Kilobases: kb



Tabla 2.- Caracteristicas de las bacterias implicadas en IRA.

Género de Filo Formay tamafio (um)®  Tipos de Genoma Fuente
bacteria respiracio (Mb)b
n
Streptococcus Firmicutes Forma oval y el Anaerobio 2.04 (S. NCBI 2015; CDC
extremo distal facultativo 2015; Hoskins et al.
lanceolado, de 1.2 a 2001)
1.8
Staphylococcus Firmicutes Forma esférica Anaerobio 2.8 («Staphylococcus.pdf
agrupado en racimos,  facultativo »2015; Holden et al.
alrededor 1 2004)
Haemophilus Proteobacteria Cocobacilos, de 1 de Aerobios y 2.2 (Sanger Institute
anchoyentre0.5y2  anaerobios 2015a; Dajani,
de largo facultativo Asmar, y
s Thirumoorthi 1979)
Legionella Proteobacteria Bacilos, de 0.5 a 0.7 de Aerobios 3.9 (Bender et al. 1990;
ancho y 2 de longitud Sanchez y Calderon
Vega 2013)
Mycoplasma Tenericutes Redonda con una Aerobios y 0.81 (M. NCBI 2015;
extension puntiaguda  anaerobios Dewall y Cheng 2011)
sobresaliente, 0.3a 0.8 facultativo
de diametro s
Chlamydophila Chlamydiae Redondas u ovoides, Aerobios o 1.23 (Chlamydia NCBI
0.2a0.4 anaerobios 2015; Ostos Ortizy
facultativo Mélida Sanchez
s 2003)
Moraxella Proteobacteria Diplococos, de 0.6 a Aerobios 1.7 (NCBI 2015; PHAC
1.0 2015; Nguyen,
Hansen, y Farinha
1999)
Coxiella Proteobacteria Pleomorfico, de 0.2 a Aerobios o 2 (Coxiella NCBI 2015;
0.7 anaerobios Roca 2007)
facultativo
s
Klebsiella Proteobacteria  Pleomorfico,de0.3al1 Anaerobio 5.33 (K. NCBI 2015; K.
de anchoyde 0.6 a 6 s PHAC 2015)
de largo facultativo
s
Bordetella Proteobacteria Cocobacilo,de0.5a 1 Aerobios 4.09 (NBCI 2015; B. PHAC

2015)

a) Micrédmetros: um
b) Megabases: Mb

En la tabla 1 podemos observar varias particularidades de los virus: su tamafio no sobrepasa

un micrometro, su material genético puede ser RNA de polaridad negativa o positiva, pero



pueden ser también de DNA de cadena sencilla o doble y la longitud de su genoma es

menor a los 46 kb.

Al observar la tabla 2 podemos resaltar algunas de las caracteristicas de las bacterias
implicadas en las IRAs: en su mayoria pertenecen al filo Proteobacteria, todas son gram
negativas exepto Streptococcus y Staphylococcus, miden desde 0.2 hasta los 6 micrometros,
la longitud de su genoma es de 0.81 hasta 5.33 Mb y este es de DNA, pero adicionalmente

pueden tener plasmidos.

1.3.- Patogenicidad

El cuerpo humano alberga mas 100 billones de microbios, una gran variedad de ellos se
sugiere pueden contribuir a la nutricion del hospedero, a la regulacion del desarrollo, a la
proteccion contra patdogenos y al desarrollo de la respuesta inmunoldgica (Johnson y

Versalovic 2012).

La patogenicidad es un proceso que consiste en una serie de pasos que ocurren cuando un
virus o bacteria infecta a su hospedero, resultando en eventos estocasticos que inducen la

enfermedad y que en algunos individuos es aparentemente inofensiva (asintomaticos)

(Fields 2013; Finlay y McFadden 2006).

1.3.1.- Factores del hospedero

Es importante resaltar que el hospedero tiene un papel fundamental en la evolucion de la
enfermedad (Tregoning y Schwarze 2010). A lo largo de la vida del ser humano las IRAs
son recurrentes, pero los nifios y adultos mayores la presentan con mayor frecuencia. Otros
factores importantes son la nutricion de los individuos, la actividad fisica y comorbilidades
como EPOC, fibrosis quistica, asma y obesidad (Tregoning y Schwarze 2010; J. M. Beck,
Young, y Huffnagle 2012).



A lo anterior se suman componentes ambientales que son: hacinamiento humano, densidad
poblacional, temporada invernal y contacto con especies animales sean domésticas o
silvestres (Zambon 2014; Tregoning y Schwarze 2010). Este ultimo elemento es de suma
importancia, ya que recientemente agentes reemergentes y emergentes de origen zoondtico
como el Sindrome Respiratorio Agudo Grave (SARS), Sindrome respiratorio por
coronavirus de Oriente Medio (MERS-CoV) y varios subtipos de influenza A: HI10ONS,
H7N9, H6N1, H5N6, HSN1, HINI (cepa 2009), han causado en humanos desde casos
esporddicos hasta la primer pandemia del siglo XXI. Alrededor del 75% de los nuevos
patogenos descritos son virus de RNA, muchos de los cuales se transmiten a través de

mucosas o vias respiratorias (Payne y Bellamy 2014; Hui y Zumla 2015).

1.3.2.- Factores de los agentes etiologicos

Las IRAs comienzan cuando un virus infecta a un hospedero suceptible y hay un subito
aumento en la carga viral acompanado de una respuesta inflamatoria significativa. La
duracion del periodo de incubacion y manifestacion de los sintomas varia segin el agente
etiologico y la condicion del hospedero, pero en los pacientes con comorbilidades,
inmunodeprimidos y sumando a los componentes medioambientales, en conjunto son
factores que pueden aumentar la severidad de la enfermedad y prolongar la recuperacion

(“SSA” 2015; Hui y Zumla 2015; Tregoning y Schwarze 2010).

Otro factor importante es la region geografica en donde se evaltuen a las IRAs y el método
de deteccidon que permite conocer la causa, en estos casos entre un 60 a un 90% son
causadas por virus (Berry, Gamieldien, y Fielding 2015; Heikkinen y Jérvinen 2003; Tran
et al. 2012; Galindo-Fraga et al. 2013). Estos microorganismos pueden daiiar el epitelio del
pulmén, modificando las barreras fisicas y alterando al sistema inmunoldgico, como

consecuencia aumenta la susceptibilidad de una coinfeccion bacteriana.

Algunos ejemplos de las estrategias que utilizan los virus para contrarrestar la respuesta

inmunoloégica del hospedero son:



La evasion de los anticuerpo de reconocimiento, la alteracion de la sefalizacion de las
células del sistema inmunoldgico, sus mecanismos de latencia, entre otros (Finlay y
McFadden 2006; Tregoning y Schwarze 2010). La microbiota del hospedero esta
compuesta por varias bacterias como las descritas en la tabla 2, por ejemplo Streptococcus,
Staphylococcus, Moraxella y Bordetella. Las bacterias residentes en el humano cuentan con
estrategias propias para evadir la respuesta inmunoldgica, por ejemplo: Inhibir la
fagocitosis y la fusion del fagolisosoma, expresion de superantigenos y el bloqueo de la
presentacion de antigenos, entre otros. Todas las estrategias le permiten a las bacterias
establecer una invasion en los tejidos susceptibles (Tregoning y Schwarze 2010; Johnson y

Versalovic 2012; Finlay y McFadden 2006).

1.4.- Técnicas de diagnostico

La necesidad de conocer el agente etiolégico que causa IRA, es fundamental para permitir
un adecuado tratamiento y manejo del paciente oportunamente, asi como en el control de
brotes epidémicos, el descubrimiento agentes patdogenos o en casos de sintomatologia

donde no se conoce la causa (Zambon 2014; Payne y Bellamy 2014; Hui y Zumla 2015).

Las técnicas de diagnostico se dividen basicamente entre las pruebas moleculares y las no
moleculares, a continuacion se describirdn las no moleculares (Eiros et al. 2009; E. T. Beck

y Henrickson 2010).

1.5.- No moleculares

El estdndar de oro en el diagnodstico de la identificacion de virus y bacterias es el cultivo,
posteriormente se realiza la identificacion mediante hemaglutinaciéon, hemadsorcion o
técnicas de inmunofluorescencia para el caso de los virus y para las bacterias son una serie

de pruebas bioquimicas en conjunto con la microscopia.



Estas técnicas son relativamente mas baratas comparadas con las pruebas moleculares, pero
tienen el inconveniente de tener una limitada sensibilidad, aunado a esto existen virus y
bacterias que no crecen en los cultivos o lineas celulares y se necesitan de 3 a 14 dias
aproximadamente para obtener resultados (Eiros et al. 2009; E. T. Beck y Henrickson 2010;

Epstein 2013).

La deteccion de antigenos se realiza mediante inmunofluorescencia, inmunoensayos o
inmunocromatografia, los resultados pueden ser esperados en cuestion de minutos. Pero la
sensibilidad y la especificidad de estas técnicas resultan bajas en comparacion con las
técnicas moleculares a pesar de contar con muestras de buena calidad (Eiros et al. 2009; E.

T. Beck y Henrickson 2010).

1.6.- Moleculares

Las técnicas moleculares se basan fundamentalmente en la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) que tiene una gran gama de variaciones. La retrotrancripcion (RT) para
aquellos virus de RNA, nos permite construir la cadena complementaria de DNA y a partir
de esta continuar con la PCR. La variacion de ensayos multiples nos permite dirigir la
reaccion a varios blancos al mismo tiempo, pero varios iniciadores dentro de la reaccion
pueden causar amplificaciones inespecificas. El PCR degenerado se basa en la
amplificacion de muchos blancos utilizando un solo par de iniciadores, permite la deteccion
de nuevos subtipos, pero el disefio de los iniciadores resulta dificil (Eiros et al. 2009; Wang

y Taubenberger 2010).

La PCR en tiempo real es una variante de la PCR en la cual se hace uso de sondas que
permiten el monitoreo de la amplificacion de las moléculas blanco mediante la

fluorescencia que estas sondas emiten. La ventaja es que nos permite cuantificar, hacer
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detecciones multiples y ahorrar tiempo en el andlisis. Pero esta técnica necesita de equipos
costosos ya que cuentan con un termociclador acoplado a un sistema dptico de deteccion de

la fluorescencia emitida por las sondas (Eiros et al. 2009; Wang y Taubenberger 2010).

Una de las limitantes de la PCR en tiempo real es el nimero de ensayos que se podrian
realizar dentro de la misma reaccion, pues el numero de fluorocromos que actualmente se
pueden detectar es de hasta cinco en los equipos mas sofosticados, lo cual obliga a utilizar
volimenes de reactivos significativos al realizar el andlisis de una muestra frente a un panel

de reacciones distintas, usando los formatos y tubos de reaccion convencionales.

1.7.- Técnicas moleculares comerciales

Comercialmente hay diversas variantes de la PCR que se encuentran disponibles para el
diagnostico de multiples infecciones con la ventaja de ya haber sido validadas, entre las que

podemos mencionar:

El ensayo XMAP®, nos permiten evaluar hasta 14 virus respiratorios; el panel viral
respiratorio (Respiratory Viral Panel, RVP), usando Luminex XxTAG, que puede detectar
hasta 20 virus respiratorios; Allplex™ Respiratory Full Panel Assay que estd disefiado para
la deteccion de 19 virus respiratorios y 7 bacterias patogenas; RespiFinder® SMART 22
FAST es una técnica de RT-PCR multiple en tiempo real, con lo cual podemos identificar
18 virus y 4 bacterias en un solo ensayo (Eiros et al. 2009; Kehl et al. 2001; Xiaoyan et al.
2014). Cabe sefialar que todos estos ensayos en realidad detectan apenas una docena de

patogenos en el mejor de los casos y el resto trata de tipos, subtipos y variantes.

Las técnicas anteriores necesitan de un personal capacitado para la extraccion de los acidos

nucleicos, la preparacion de cada una de las reacciones y la interpretacion de los resultados.
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Pero también hay sistemas automatizados como el FilmArray® en el cual solo tenemos que
agregar una solucion de hibridacion, la muestra e insertar en el equipo, con esta tecnologia

se pueden identificar hasta 18 virus y 3 bacterias (BioFire Diagnostics 2015; Hammond
et al. 2012).

Los microarreglos son otra variante de las técnicas moleculares que se basa en el uso de un
substrato solido que puede ser de vidrio o de silicon, al cual se le agregan miles de sondas
de oligonucleotidos, estos son construidos a partir de secuencias conservadas, de virus,

bacterias o genes.

Una vez fijadas las secuencias que van desde 25-mer hasta 70-mer, se pueden evaluar a las
muestras marcadas con fluorescencia y que hibridan a los microarreglos, los patrones de
fluorescencia son analizados y podemos detectar nuevos virus, por hibridacién cruzada.
Comercialmente se encuentran disponibles varios microarreglos, por ejemplo ViroChip y

GreeneChip (Chiu 2013; Donatin y Drancourt 2012).

1.8.- Secuenciacidon masiva

Las técnicas comerciales para el diagnostico estan destinadas para utilizarse como apoyo en
el diagndstico en muchos hospitales en el mundo, pero los agentes emergentes como
MERS-CoV, influenza A HIONS, H7N9, rara vez son detectados por que las técnicas estan
limitadas a la deteccion de secuencias virales y bacterianas preponderantes, altamente

conservadas o previamente caracterizadas (Payne y Bellamy 2014; Hui y Zumla 2015; Chiu

2013)

A pesar de contar con una gran cantidad de pruebas comerciales de diagndstico, hay casos
en los que se desconoce la etiologia que causa la enfermedad, lo cual dificulta un buen
manejo del paciente, el control de brotes epidémicos e incluso la prescripcion innecesaria

de antibioticos (Tran et al. 2012; Galindo-Fraga et al. 2013).
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El conocer el agente causal de las IRAs es de suma importancia y recientemente las
plataformas de secuenciacion masiva, se perfilan como una alternativa de deteccion para
los agentes etiologicos, ya sean virus o bacterias presentes en muestras respiratorias de
forma simultanea y total (Mardis 2013; Quifiones-Mateu etal. 2014; E. T. Beck y
Henrickson 2010) .

Debido a que la NGS no depende de la secuencia especifica como las técnicas de PCR y
microarreglos, su empleo en muestras clinicas comienza a ser mas frecuente para identificar
y caracterizar no so6lo nuevos patéogenos, sino también la microbiota de diferentes muestras
sin el sesgo inherente en técnicas de cultivo microbiano o en el uso de técnicas de PCR o
microarreglos (Mardis 2013; Quifiones-Mateu et al. 2014; E. T. Beck y Henrickson 2010;
Chiu 2013).

La secuenciacion por Sanger es la metodologia que se basa en la terminacion de la cadena
de DNA mediante la incorporacion de dideoxynucleotidos, siendo esta la plataforma de
primera generacion. Las tecnologias de secuenciacidn masiva son las plataformas de
segunda generacion como 454 de Roche que se basa en la pirosecuenciacion y Ion Torrent

que se basa en la deteccion de protones liberados durante la polimerizacion del DNA.

Con las tecnologias de secuenciacion masiva se han realizado diversos estudios del
microbioma en océanos, animales y en el ser humano. En recientes afios se ha incrementado
la cantidad de estudios de la microbiota, mayormente relacionados con el tracto digestivo y
aquellos donde se hace secuenciacion shotgun, que es una técnica en la cual se hacen
pequefios fragmentos de DNA que sirven para reconstruir genomas, sin el sesgo de
amplificar amplicones como es el caso de 16S ribosomal (Rinke et al. 2013; Johnson y

Versalovic 2012; Chiu 2013).

En la tabla 3 se muestran estudios realizados en el tracto respiratorio del ser humano en los
ultimos 6 afios utilizando diversas plataformas. Destaca que los trabajos realizados por
diversos grupos de investigacion alrededor del mundo, principalmente se enfocan al estudio

de 16S ribosomal, en pacientes con enfermedades asociadas como son la fibrosis quistica,
12



EPOC o en pacientes fumadores y utilizando plataformas que van desde los microarreglos,
secuenciacion con sanger y hasta equipos de secuenciacidon masiva como son 454 GS-FLX

o [llumina GAIIx.

1.9.- Secuenciacion masiva basada en sintesis (Illumina)

La plataforma de [llumina MiSeq presenta la menor tasa de error ~ 0.1%, puede cubrir una
longitud de lectura de hasta 600 pares de bases actualmante y es la segunda plataforma con
mayor cantidad de publicaciones relacionadas con virus, solo por debajo de la plataforma
de 454, pero esta ultima tiene como desventajas una mayor tasa de error y un costo elevado

(Ledergerber y Dessimoz 2011; Liu et al. 2012; Quifiones-Mateu et al. 2014)

1.9.1.- Fundamento de la metodologia de Illumina MiSeq

Primero se realiza una fragmentacion del material genético que poseé la muestra y que
servira para construir las bibliotecas que posteriormente se inyectaran en la celda de flujo o
flow cell, en condiciones desnaturalizantes para tener cadenas sencillas de DNA, y que bajo
un gradiente de temperatura permite la hibridacion de los adaptadores complementarios y

de los barcodes afiadidos.

Los complementos de los adaptadores se encuentran en la superficie de la flow cell y
permiten la union de una sola molécula de DNA de forma equidistante gracias a la
proporcion de moléculas afiadidas, por eso es de gran importancia seguir las condiciones
del protocolo Nextera XT para asegurar la concentracion necesaria para tal motivo

(Ledergerber y Dessimoz 2011; Liu et al. 2012; Mardis 2008; Mardis 2013).
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Una vez unidas las moléculas se hibrida la cadena complementaria, y nuevamente se genera
una condicion desnaturalizante para descartar la molécula original (Ledergerber y

Dessimoz 2011; Liu et al. 2012; Mardis 2008; Mardis 2013).

A partir de la molécula que se queda unida se generan ciclos de alineamiento o puentes de
amplificacion, extension, y desnaturalizacion, para completar millones de grupos o clusters
provenientes de una sola cadena. La ultima desnaturalizacion deja a las moléculas de forma
lineal y se agregan bloqueadores en los extremos 3” (Ledergerber y Dessimoz 2011; Liu

et al. 2012; Mardis 2008; Mardis 2013).

Cuatro nucledtidos marcados con un fluoroforo distinto y una DNA polimerasa de alta
fidelidad permiten en un solo ciclo agregar el nucledtido complementario a la secuencia
correspondiente en cada uno de los clusters generados. Mediante la excitacion de los
fluoroforos con un lasser se capta al mismo tiempo con los 4 detectores del equipo la
incorporacion del nucledtido segun la secuencia y se captura mediante una fotografia en

cada ciclo (Ledergerber y Dessimoz 2011; Liu et al. 2012; Mardis 2008; Mardis 2013).

Cada ciclo corresponde a un nucleo6tido afiadido, por lo tanto la secuencia de cada molécula
se construye a partir de cada ciclo, este se repite de acuerdo a la longitud de la secuencia
deseada, que para nuestro caso fueron 2 rondas de 250 ciclos (pair end), debido a este par
de ciclos se generaron dos archivos, R1 para el primer ciclo y R2 para el segundo. Los
archivos que se obtuvieron por el equipo MiSeq se encuetran en formato fastq, los cuiales
servirdn posteriormente para su analisis (Ledergerber y Dessimoz 2011; Liu et al. 2012;
Mardis 2008; Mardis 2013). En la figura 1 se muestra de forma esquematica el proceso de

secuenciacion desde la generacion de las bibliotecas.
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II. ANTECEDENTES

El concepto microbiota es usado para referirse a los microbios, mientras que microbioma se
usa para referirse a los microorganismos, genes ¢ interacciones ambientales de
comunidades de bacterias, arqueas, virus, fagos, hongos y otros microbios eucariontes en
undeterminado nicho ecoldgico. A su vez el viroma humano es definido por los
componentes virales y el bacterioma humano esta definido por las bacterias, por lo tanto
ambos componentes pueden conformar la microbiota de un cierto nicho anatomico (Cox,

Cookson, y Moftatt 2013; Lecuit y Eloit 2013).

Si se observan los trabajos realizados a partir de 2014 en la tabla 4, el uso de los equipos de
secuenciacion masiva es mas comun, debido principalmente a un costo cada vez mas

reducido para el uso de estas técnicas.

Particularmente en México Cobian y colabs estudiaron pacientes con y sin sindrome
respiratorio severo de la epidemia de influenza de 2009 en el D.F. y Taboada y colabs
comenzaron a realizar estudios de secuenciacidon masiva en muestras respiratorias de 2010-
2011 y 2011-2012, de pacientes pediatricos con padecimientos respiratorios que acudieron

a un hospital de Veracruz.

Los resultados de estos trabajos y los demas mencionados en la tabla 4 son diversos y en
general no hay evidencia del descubrimiento de un virus nuevo asociado a IRA, excepto en
el trabajo de descrito Zaki y colabs donde se secuencio el genoma de MERS-CoV mediante
454 GS-FLX, lo cual demuestra la capacidad de las técnicas de secuenciacion masiva para

el descubrimiento de nuevos patdgenos.
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Tabla 3.- Estudios del microbioma respiratorio humano.

Objetivo del estudio Plataforma de Estrategia Autor y afio
analisis
Deteccion metagenomica de 454 GS-FLX Shotgun  (Nakamura et al. 2009)
patogenos virales en
muestras nasales y fecales
Analisis de las comunidades 454 GS-FLX Shotgun (Willner et al. 2009)
virales de DNA en personas
con y sin fibrosis quistica
Comparar las caracteristicas Sanger 16S (Hilty et al. 2010)
del microbioma de sujetos
sanos, asma y EPOC
Estudiar integralmente el PhyloChip 16S (Huang et al. 2010)
perfil bacteriano del tracto
respiratorio de pacientes con
EPOC
Analisis comparativo de la PhyloChip y 16S (Lemon et al. 2010)
microbiota bacteriana de las Sanger
fosas nasales y orofaringe de
adultos sanos
Caracterizar las [llumina Amplicon  (Yozwiak et al. 2010)
enfermedades similares a GAIIx es
influenza en muestras
nasales y de garganta de
nifios de Nicaragua de 2007 a
2008
Evaluar individuos sanos y Sanger y 454 16S (Frank et al. 2010)
enfermos, colonizados con S. GS-FLX
aureus
Analisis metagenomico de la [Nlumina Amplicon  (Greninger et al. 2010)
influenza A pandémica y GAIIx es

comparacion entre virochip
y NGS.
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Objetivo del estudio

Analizar la microbiota de la
narina derecha e izquierda
de la nasofaringe y la
orofaringe entre fumadores y
no fumadores

Determinar si las diferencias
geograficas influyen en la
composicion de las
comunidades bacterianas,
presentes en vias
respiratorias de pacientes
con fibrosis quistica
Evaluar la comunidad
bacteriana entre individuos
sanos, fumadores y con
EPOC

Estudiar la variabilidad y
diversidad de la microbiota
de la nasofaringe de nifios
sanos
Utilizar métodos moleculares
para definir la microbiota
bacteriana presente en los
pulmones de individuos
sanos y evaluar su relacion
con las poblaciones de las
vias respiratorias superiores
Secuenciar y caracterizar el
viroma de nifios y adultos
hospitalizados por severas
infecciones del tracto
respiratorio bajo
Investigar la dinamica de la
comunidad microbiana en
seis pacientes con fibrosis
quistica alo largode 8 a9
afios

analisis

454 GS-FLX

T-RFLP

454 GS-FLX

454 GS-FLX

454 GS-FLX

454 GS20Y

GS-FLX

454 GS-FLX

Plataforma de Estrategia

16S

16S

16S

16S

16S

16Sy

shotgun

16S

Autor y afio

(Charlson et al. 2010)

(Stressmann
et al. 2011)

(Erb-Downward
et al. 2011)

(Bogaert et al. 2011)

(Charlson et al. 2011)

(Lysholm et al. 2012)

(Zhao et al. 2012)
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Caracterizar la comunidad
bacteriana de pacientes no
fumadores, fumadores,
fibrosis quistica y EPOC
severo
Objetivo del estudio

Analisis del viroma en ninos
febriles y afebriles

Comparar los taxa de vias
respiratorias superiores y
bajas en pacientes con
diferentes estadios de la
fibrosis quistica
Estudiar el microbioma
respiratorio e intestinal en
lactantes en desarrollo y con
fibrosis quistica, con el
proposito de promover y
mantener un microbioma
resistente a colonizaciones
por bacterias patéogenas
Evaluar las poblaciones
bacterianas en el pulmon,
mediante analisis repetidos
de pacientes sanos de vias
respiratorias altas y bajas
El papel del microbioma en
pacientes con EPOC
moderado y severo, asi como
en pacientes sanos
Aislar nuevo Coronavirus de
un hombre con neumonia en
Arabia Saudita

Identificar los patogenos
virales y bacterianos
presentes en muestras
obtenidas de pacientes con
sindrome respiratorio severo
positivo y negativo a
influenza
Determinar la relacion entre
la via aérea, inflamacion y

454 GS-FLX 16S

Plataforma de Estrategia
analisis

454 GS-FLX e  Shotgun
[llumina

GAIIx
454 GS-FLX 16S
454 GS-FLX 16S
454 GS-FLX 16S
454 GS-FLX 16S

454 GS-FLX Shotgun

[llumina Amplicon
GAIIx es,
Shotgun y
16S
454 GS-FLX 16S

(Sze et al. 2012)

Autor y afo

(Wylie et al. 2012)

(Goddard et al. 2012)

(Madan et al. 2012)

(Charlson et al. 2012)

(Pragman et al. 2012)

(Zaki et al. 2012)

(Cobian Guemes y
Arias-Ortiz 2013)

(Zemanick et al. 2013)
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funcion del pulmon en
pacientes con fibrosis
quistica tratados por
exacerbacion
Comparar el microbioma del 454 GS-FLX 16S
tracto respiratorio superior y
bajo de pacientes no
fumadores y fumadores

Objetivo del estudio Plataforma de Estrategia
analisis
Determinar si la [llumina HiSeq 16S

inmunodeficiencia causada
por VIH resulta en la
alteracion del microbioma de
pulmén
Los cambios de la microbiota 454 GS-FLX 16S
de la via respiratoria de
pacientes con fibrosis
quistica durante una
exacerbacion
El propésito de este estudio 454 GS-FLX 16S
fue investigar la biologia
microbiana de la laringe y el
analisis de la biodiversidad
de la garganta en pacientes
con carcinoma de laringe y
pacientes sanos
Examinar las bacterias 454 GS-FLX 16S
presentes en la microbiota en
lavados bronquio alveolares
de pacientes que sufrieron
lesion traumatica
Caracterizar el microbioma 454 GS-FLX  Amplicon
del tracto respiratorio alto
utilizando el blanco universal
cpn60 en pacientes con
influenza A HIN1
pandemica
Analizar detalladamente la Sanger 16S
estructura del la comunidad
microbiana del pulmén de
individuos sanos y con
EPOC

(Morris et al. 2013)

Autor y afo

(Lozupone et al. 2013)

(Carmody et al. 2013)

(Gong et al. 2013)

(Huebinger et al. 2013)

(Chaban et al. 2013)

(Zakharkina et al. 2013)
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Evaluar el riesgo de 454 GS-FLX 16S (Segal et al. 2013)

microaspiracion de
microorganismos orales de
individuos no fumadores,
fumadores y ex fumadores
Investigar el efecto de la 454 Junior 16S
exacerbacion por rinovirus
en pacientes con EPOC y la

modificacion en el

microbioma

(Molyneaux et al. 2013)

Identificar bacterias 454 GS-FLX 16S (Wu et al. 2013)

asociadas a pacientes con
tuberculosis que tienen
diferentes resultados en su
tratamiento
Objetivo del estudio Plataforma de Estrategia Autor y afo
analisis

Analizar la prevalencia de 454 GS-FLX 16S (Twomey et al. 2013)

las bacterias en pacientes con

y sin fibrosis quistica
Estudiar las vias 454 GS-FLX 16S (Ramakrishnan et al.

respiratorias medias de 2013)

pacientes sanos para ver la
riqueza y diversidad de su
microbioma
Genomica comparativa de 454 GS-FLX Shotgun (Jeukens et al. 2014)
aislados de Pseudomonas
aureginosa en pacientes con
fibrosis quistica
Evaluar la utilidad de la
secuenciacion del genoma, TruSeq
aplicado a pacientes con

fibrosis quistica
Utilizar RT-PCR y NGS 454 GS-FLX Shotgun (Bialasiewicz et al.

[1lumina 16S (Hauser et al. 2014)

para caracterizar la muestra 2014)
de un adulto con enfermedad
similar a influenza
454 GS-FLX 16S (Allen et al. 2014)

Comprender la composicion
y dinamica de la microbiota
al inocular rinovirus en
voluntarios sanos

Hacer una ultrarapida [Mlumina Shotgun
identificacion de patogenos TruSeq
basados en su secuencia con
muestras diversas: cancer de

(Naccache et al. 2014)
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prostata y colon, hepatitis,
diarrea, sangre, neumonia e
influenza
Investigar la dinamica de la
microbioma bacteriana de
las vias respiratorias, en
pacientes con EPOC al inicio
y después de una
exacerbacion
Comparacion entre RT-PCR
y NGS para la deteccion de
virus respiratorios
Buscar nuevos patégenos
virales en pediatricos
con infecciones del tracto
respiratorio
Objetivo del estudio

Caracterizar y comparar las
comunidades bacterianas en
pacientes con lesiones
bocales benignas
Describir y comparar la
comunidad microbiana en
vias respiratorias bajas de
nifios con y sin fibrosis
quistica
Comparar la composicion de
la microbiota en adultos
sanos que adquirieron
naturalmente o no
neumococos y si la
microbioma nasofaringeo es
perturbado por la exposicion
a S. pneumoniae
Caracterizar el microbioma
de pulmén de individuos
sanos y comparar con datos
del Proyecto del MIcrobioma
Humano
Aproximacion metagenomica
para caracterizar las
poblaciones de bacteriofagos
en pacientes con y sin

PhyloChip e 16S

Illumina
MiSeq

454 Junior y Shotgun

GS-FLX

[llumina
GAIIx

Shotgun

Plataforma de Estrategia

analisis
454 Junior 16S
PhyloChip 16S
454 GS-FLX 16S
454 Junior 16S
[llumina Shotgun
MiSeq

(Huang et al. 2014)

(Prachayangprecha
et al. 2014)

(Taboada et al. 2014)

Autor y afo

(Hanshew, Jetté, y
Thibeault 2014)

(Renwick et al. 2014)

(Cremers et al. 2014)

(Venkataraman et al.
2015)

(Tariq et al. 2015)
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fibrosis quistica

Utilizar secuenciacion para
determinar el viroma de
muestras clinicas para el

diagnostico clinico de
infecciones virales.
Analizar en un sujeto las
mucosas de boca y nariz
como fuente de las
comunidades del
microbioma de estbmago y
pulmoén
Examinar la diferencia entre
la comunidad bacteriana de
nifios y adultos mayores con
y sin fibrosis quistica
Objetivo del estudio

Revision de la diversidad de
patogenos microbianos y sus
genes de resistencia a
antibidticos presentes en la
India

Ion Torrent
PGM

454 GS-FLX

Illumina
GAIIx

Plataforma de
analisis

[llumina HiSeq

Shotgun

16S

16S

Estrategia

Shotgun

(Zoll et al. 2015)

(Bassis et al. 2015)

(Coburn et al. 2015)

Autor y afo

(Jalali et al. 2015)

23



III. JUSTIFICACION

La falta de metodologias capaces de detectar agentes emergentes, asi como la variedad de
virus y bacterias presentes en muestras respiratorias de forma simultanea y total, hacen que
la NGS pueda ser una alternativa en el diagndstico de las IRAs, ya que estas plataformas no
dependen de la secuencia y de la variabilidad del genoma de los microorganismos. Las
plataformas estan disefiadas para secuenciar estos genomas a un costo y tiempo

considerablemente menor comparado con la secuenciacion por Sanger.

Por lo tanto con este proyecto se desea conocer a los patdogenos presentes en pacientes con
enfermedad respiratoria aguda y con base en este conocimiento proponer estrategias de
secuenciacion, proporcionar bases de datos de microorganismos, en un corto tiempo y a
bajo costo en comparacion con la técnica de Sanger. De esta forma podremos detectar y
caracterizar virus y bacterias presentes en muestras respiratorias, aspecto indispensable para
confrontar una nueva epidemia con mas herramientas y que nos acerca al ideal de contar

con toda una gama de pruebas para gérmenes respiratorios.
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IV. HIPOTESIS

Si se emplea la Secuenciacion de Nueva Generacion en condiciones estandarizadas, esta
nos permitird la deteccion y caracterizacion de cualquier patdogeno presente en las IRAs sin
importar su variabilidad genética, entonces podra ser empleada para la deteccion de agentes
etiologicos que no son detectados mediante metodologias de diagnostico molecular.
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V. OBJETIVOS

General:

Estandarizar una serie de metodologias de extraccion de acidos nucleicos, produccion de
bibliotecas y secuenciacion de nueva generacion, a partir de muestras de hisopado
nasofaringeo, para detectar de manera simunltanea cualquier tipo de virus y bacterias
respiratorias. Este desarrollo tecnoldgico servird para implementar metodologias modernas
de diagnostico y de vigilancia epidemioldgica, asi como detectar y caracterizar

genéticamente nuevos patdgenos asociados a IRAs.

Especificos:

Optimizar los métodos de extraccion de RNA y DNA a partir de muestras respiratorias de
hisopado nasofaringeo de pacientes pedidtricos y adultos con enfermedad respiratoria

aguda.

Construir bibliotecas tipo shotgun de cDNA y dsDNA provenientes de virus con genoma de
RNA y DNA respectivamente, asi como bibliotecas de amplicones del gen 16S a partir de
DNA genomico bacteriano, asi como la estandarizacion de las condiciones Optimas para la

realizacion de la NGS.
Identificar los patogenos presentes en las muestras respiratorias por medio de recursos

bioinformaticos y asociarlos con presencia/ausencia o grado de severidad de la enfermedad

respiratoria aguda.
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VI. METODOLOGIA

Diagrama 1.-Flujo de trabajo para procesamiento de muestras.

Métodos
v

6.1 Criterios de inclusién y 6.2 Toma de muestra

v

6.3 Extraccién y purificacion de acidos nucleicos

6.3.1 Alicuota para bacterias

6.3.2 Alicuota para
deteccidn de virus

6.3.3 Alicuota para estrategias
de secuenciacion

v

6.3.3.1.-RT-PCR para
sintesis de cDNA

6.3.2.1.- Deteccidn de virus con qPCR y \
clasificacion de muestras

6.3.3.2- PCR para

v

6.3.1.1.- Amplicones de la
region hipervariable V1-V3

v

6.3.1.2.- Cuantificacién de
acidos nucleicos para 16S

sintesis de dsDNA

v

6.3.3.3- PCR para amplificaciéon
con oligonucleétidos M13
v
6.3.3.4.- Cuantificacion de los

productos de PCR
-

6.3.3.5.- Estimacidn del tamaio
de los fragmentos con equipo Bioanalyzer

6.4.- Secuenciacién masiva /

con plataforma Illumina

6.4.1.- Construccién de bibliotecas de las
regiones hipervariables

6.4.2.- Construccion de bibliotecas de novo
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Diagrama 2.- Flujo de trabajo para el andlisis bioinformatico.

6.5.- Andlisis bioinformatico

6.5.1.- Analisis con
Galaxy y Metavir

6.5.2.-Analisis con Biolinux

6.5.3.- Analisis

!

de 16S
ribosomal

6.5.2.1.- Bases de datos

!

6.5.2.2.- Filtrado por calidad

6.5.2.2.1.- Proceso
bioinformatico A

6.5.2.2.2.- Proceso
bioinformatico B

6.5.2.2.3.- Proceso
bioinformatico C

L=

6.5.2.2.3.1.- Ensamble de lecturas

28



6.1.- Criterios de inclusion

Este estudio tuvo un disefio transversal y prospectivo, ya que se utilizaron muestras de
pacientes de la temporada invernal 2013-2014, que hubieran aceptado mediante
consentimiento informado participar en el protocolo de investigacion (codigo B26-13). El
presente proyecto fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias. Se consider6é dentro del grupo de los adultos a
aquellas personas mayores de 15 afios y dentro del grupo de nifios a los que tenian edad
menor a los 15 anos, de acuerdo al criterio de admision del Instituto. Para el caso de los

menores de edad el consentimiento informado fue otorgado por sus padres o tutores.

6.2.- Toma de muestra

Debido que el periodo de excrecion viral es, en general muy corto, la toma de muestra fue
entre las primeras 48 a 72 horas después del comienzo de los sintomas, para asegurar

obtener la mayor cantidad de virus posible (Eiros et al. 2009).

El procedimiento de la toma de muestras fue el siguiente: al paciente sentado o recostado,
se le elevd un poco su cabeza. Suavemente el hisopo estéril con mango flexible de plastico
y punta de dacron o raydn, se introdujo por la nariz paralelo al paladar, casi en su totalidad
hasta llegar a la nasofaringe (aproximadamente 2.5 cm en adulto y un poco menos en
nifios); para llegar hasta la parte trasera donde se encuentran los cornetes. Una vez ahi se
roté suavemente el hisopo para frotar las paredes internas y obtener una mayor cantidad de
células infectadas con el virus. Posteriormente se retird cuidadosamente el hisopo sin dejar

de rotar («SINAVE.pdf» 2015; «Copan» 2015) .

Para mantener la integridad de los virus lo mejor posible, se depositd la punta del hisopo en
un tubo con medio de transporte viral, posteriormente el resto del mango se corto y se cerrd
el tubo, conservandolo a una temperatura de 4°C y de no procesarse la muestra en las horas

posteriores a la toma, ésta se congel6 a -80°C (“SINAVE.pdf” 2015).

29



6.3.- Extraccion y purificacion de acidos nucleicos.

Del total de la muestra obtenida por cada paciente, se separaron tres alicuotas:

6.3.1.- Alicuota para bacterias.

La primera alicuota se guard6 a -80 °C hasta que se realizo la extraccion de los acidos
nucleicos de las bacterias presentes en cada una de las muestras. La extraccion de acidos
nucleicos bacterianos se realizd6 con QIAamp ® Cador ® Pathogen Mini Kit (QIAGEN
2015), En condiciones altamente desnaturalizantes. A cada muestra se le adicion6 el buffer
ACB para ajustar las condiciones para la purificacion de los acidos nucleicos. Se agrego
todo este lisado a las columnas y se sometié a una centrifugaciéon. Los acidos nucleicos son
absorbidos sobre las membranas de silice mientras que los contaminantes pasan a través de
¢stas. Se realizaron dos pasos de lavados para eliminar eficientemente los contaminantes
restantes e inhibidores de enzimas. Finalmente los 4cidos nucleicos fueron eluidos en un
buffer de baja fuerza i6nica. Los acidos nucleicos obtenidos fueron usados posteriormente

para construir bibliotecas de 16S ribosomal.

6.3.1.1.- Amplicones de la region hipervariable V1-V3.

Se realizo la preparacion de las regiones hiperrvariables de 16S ribosomal, de acuerdo al
protocolo 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation de illumina (Illumina 2015),
la enzima recomendada se cambid por Platinium Taq Polymerase (Thermo Fisher Scientific
2015d) y los iniciadores utilizados se sintetizaron de acuerdo a las instrucciones del mismo

protocolo, la amplificacion de la region hipervariable V1-V3 (460pb), incluyendo el
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respectivo adaptador que recomienda el mismo protocolo. La mezcla de reaccion se

muestra en la tabla A5 de anexos.

Para esta amplificacion se utilizé el termociclador Veriti (Thermo Fisher Scientific 2015a)
de acuerdo a las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial 94°C durante 2 minutos;
amplificacion de 25 ciclos: 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos, 72°C
durante 30 segundos; elongacion 72°C durante 5 minutos y enfriamiento a 4°C (Illumina
2015).

6.3.1.2.- Cuantificacion de acidos nucleicos para 16S

Se utiliz6 Qubit® 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific 2015f). Es un fluorometro que
utiliza fluorocromos especificos para medir acidos nucleicos, permite la cuantificacion del
RNA del 16S ribosomal de forma especifica, por lo tanto las mediciones con este equipo

son mucho mas precisas.

6.3.2.- Alicuota para deteccion de virus.

La segunda alicuota se utiliz6 durante las horas inmediatamente posteriores a la toma de
muestra o después de su almacenamiento a -80 °C, para su procesamiento en el equipo

automatizado MagNA Pure LC 2.0 Instrument (La Roche 2015a).

El procedimiento de aislamiento se baso en la tecnologia de perlas magnéticas. Brevemente
las muestras se lisaron por incubacion con un buffer que contiene una sal caotropica y

proteinasa K. Posteriormente se agregaron particulas magnéticas de cristal que permiten la
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adhesion de los acidos nucleicos en su superficie. Los restos celulares y sustancias que no
se adhirieron se eliminaron por varios procesos de lavados. Finalmente se obtuvo RNA y
DNA purificados que se diluyeron con un buffer de baja fuerza ionica. Posterioemente con
estos acidos nucleicos se realizd un tamizado con arreglo dindmico de nanofluidos, en el

equipo BioMark\u2122 HD System de Fluidigm (ver seccion 6.3.2.1).

6.3.2.1.- Deteccion de virus con qPCR vy clasificacion de muestras

Con el equipo de Fluidigm de Biomark se evaluaron 48 blancos distintos de las seis
principales familias de virus, de acuerdo a la metodologia descrita por (Orozco Sanchez y
Véazquez Pérez 2012). Del total de las muestras analizadas se decidid clasificar a las
muestras entre positivas ¢ negativas a virus y de acuerdo a la edad, es decir mayores o

menores de 15 afios, como se muestra en la tabla 4.

Tabla 4.- Agrupamiento de muestras por caracteristica del paciente.

Sector de la poblacién Presencia de agente etioldgico viral Grupo o pool

Adultos Si 1
No 2
Nifos Si 3
No 4

La clasificacion anterior sirvid para escoger entre el total de pacientes reclutados a los
cuatro grupos que se utilizaron para realizar la secuenciacidon de novo y para 16S ribosomal
para conocer el viroma y el bacterioma respectivamente. La principal finalidad de hacer

32



grupos fue tratar de sumar los acidos nucleicos presentes y tener mayores posibilidades de
secuenciar estas moléculas presentes, debido a que se tiene el antecedente en muchos de los
estudios de la tabla 3 realizados por shot gun, que la cantidad lecturas obtenidas al final de
la secuenciacion son muy pocas (Lysholm et al. 2012; Taboada et al. 2014; Zoll et al.

2015).

Cada grupo se propuso realizarlo con 10 pacientes como minimo y con un maximo de 30,
el primer grupo 6 de adultos con deteccion de virus, el grupo 2 6 adultos sin virus
detectado, el grupo 3 6 nifios con deteccion de virus y el grupo 4 ¢ nifios sin deteccion de
virus. Recordando que la deteccion de virus se realizdo con qPCR en equipo Biomark, esto
con el proposito de tener las dos condiciones, pacientes con y sin virus detectados y a su
vez adultos y nifios. Esto se realizd tomando como referencia el trabajo de Taboada y
colabs y con la misma finalidad de saber si hay virus que no se detectan mediante técnicas
de diagnostico molecular, otro propdsito fue la deteccidn y caracterizacion de nuevos
patogenos asociados a IRAs, para este fin se buscO principalmente en pacientes con

deteccion negativa a virus por qPCR.

6.3.3.-Alicuota para estrategias de secuenciacion (de novo o shot-gun)

La tercera alicuota se utiliz6 enseguida de la toma de muestra para extraer y purificar
acidos nucleicos de virus. Se realizd una centrifugacién a baja velocidad a 5000 rpm
durante 10 minutos, se tom6 el sobrenadante y se filtr6 por membranas de 0.20 pm
(Lysholm et al. 2012). A este sobrenadante se le realizd tratamiento con DNAsas (Thermo
Fisher Scientific 2015b), la cual es una endonucleasa que digiere cadenas simples y dobles
de DNA con el propdsito de eliminar DNA humano y dejar todo aquello que este protegido

por lipoproteinas como es el caso de los viriones.
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Las particulas virales se procesaron con PureLink® Viral RNA/DNA Mini Kit (Thermo
Fisher Scientific 2015¢). Brevemente las muestras se lisaron usando proteinasa K y el
buffer L22, cuya mezcla de buffers formulados especificamente para permitir la lisis de las
diferentes particulas de virus. Conteniendo ademas, 5 uL de acrilamida (1U/uL) a 56°C, en
lugar de RNA acarreador. La acrilamida se utiliz6 como un acarreador neutro y eficiente
para cantidades de hasta picogramos de acidos nucleicos de interés. (Lysholm et al. 2012;

«Applied Biosystems» 2015).

Posteriormente se afiadio etanol a temperatura ambiente y el total del lisado se pas6 por una
columna de silice. Las moléculas de RNA y DNA se unen a la base de silice y mediante
centrifugacion y lavados, las impurezas como proteinas y nucleasas son eliminados.
Finalmente los acidos nucleicos se diluyeron con agua libre de RNAsas (Thermo Fisher
Scientific 2015¢). El producto obtenido de este paso de dividi6 a su vez en dos partes, la
primera para procesar virus de RNA como se muestra en la seccion 6.3.3.1 y para procesar

virus de DNA como se describe en la seccion 6.3.3.2.

6.3.3.1.-RT-PCR para sintesis de cDNA

En el caso de los virus con genoma de RNA presentes en cada grupo, se sintetizo DNA
complementario utilizando el estuche First Strand cDNa Synthesis Kit (La Roche 2015b).
En este paso se realizo la sintesis del cDNA y se aprovechd para utilizar oligonucleétidos
aleatorios de seis nucledtidos o hexdmeros aleatorios propios del ensayo comercial, asi
como con oligonucledtidos hexdmeros aleatorios unidos a una secuencia de bacteriéfago
M13. El propésito de utilizar oligonucledtidos hexdmeros aleatorios y hexameros aleatorios
unidos a M13 es aumentar la cantidad de moléculas de virus de RNA ya que en estudios
anteriores se ha descrito que la concentracion de estas moléculas es muy baja (Lysholm
et al. 2012; Taboada et al. 2014; Zoll et al. 2015). Esta estrategia de amplificacion también

busca evitar sesgos al hacer amplificaciones blanco especifico y por eso se utilizan los
34



oligonucledtidos hexameros aleatorios (Lysholm et al. 2012). En la figura 2 se esquematiza

la naturaleza de los oligonucledétidos.

Figura 2.- Representacion esquemadtica de los oligonucle6tidos hexdmeros aleatorios y

hexdmeros aleatorios M13.

Oligonucleotidos hexameros

Aleatorios y M13 asociado
Oligonucleotidos hexameros

aleatorios N Cualquier base
N Cualquier base M13  Cualquier base
3’ 5 3 5’ 3’ 5 3 5
N NNNNN N NNNNN M3 N NNNNN M3 NNNNNN
5’ 3’ 5’ 3:

A la izquierda se muestra una representacion de los oligonucledtidos del ensayo comercial

y a la derecha los oligonucleo6tidos con la secuencia de M13 asociada.

A partir de una transcriptasa reversa recombinante expresada en Escherichia coli (incluida
en el ensayo comercial), se generaron secuencias al azar. En la tabla Al de anexos se
muestra la mezcla de reaccion tanto para hexameros aletorios como para hexameros

aleatorios unidos a M13.

Se utilizé un termociclador Veriti (Thermo Fisher Scientific 2015a) para la incubacion a
65°C durante 10 minutos (para cada una de estas mezclas de reaccion por separado), este

paso permite la alineacion de los oligonucledtidos. Posteriormente se detuvo la reaccion en
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hielo y se le agregd a cada una de las mezclas anteriores, la mezcla 2 de reaccion para

realizar la retro transcripcion, como se muestra en la tabla A2 de anexos (La Roche 2015b).

Para llevar a cabo la retrotranscripcion se utiliz6 un termociclador Veriti (Thermo Fisher
Scientific 2015a) de acuerdo a las siguientes condiciones: ya que es una longitud menor a
4kb se utilizo una temperatura de 25°C durante 10 minutos seguido de 55°C durante 30
minutos, finalmente se inactivo la enzima a 85°C durante 5 minutos y enfriamiento a 4°C

(La Roche 2015b).

Una vez que se terminaron los pasos de la termociclacion, se form6é cDNA a partir de las
moléculas de RNA presentes en los virus que poseen este material genético. Estos cDNAs
son formados al azar ya que los oligonucledtidos utilizados son secuencias de seis
nucledtidos que se alinean azarosamente en los pasos de alineamiento de la termociclacion

(ver figura 2).

6.3.3.2.- PCR para sintesis de dsDNA

Se construyo la doble cadena de DNA (dsDNA) a partir de las moléculas de cDNA
formadas en la seccion 6.3.3.1. Empleando nuevamente oligonucleotidos hexameros
aleatorios M13 y fragmento klenow (Epicentre 2015). En el caso de los virus de DNA, se
tomo parte sobrante del paso 6.3.3 y también se sintetiz6 una dsDNA con hexdmeros

aleatorio M13.

Con este paso se logro sintetizar dsDNA a partir de cDNA y DNA, de virus de RNA y
DNA respectivamente. El uso del fragmento de klenow asegurd el marcaje de los acidos
nucleicos con el oligonucledtido aleatorio de la secuencia de M13. A pesar de haberla

afiadido en la seccion 6.3.3.1 para las moléculas de RNA, se volvio a procesar con esta
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estrategia de PCR con la finalidad de marcar aquellas moléculas que no fueron suceptibles
al procesamiento en dicha seccion. Posterior a este paso de amplificacion nos aseguramos
de tener secuencia M13 en todas las moléculas tanto las que provienen de RNA y de DNA.

En la tabla A3 de anexos se muestra la mezcla de reaccion para llevar a cabo la sintesis de
dsDNA.

Posteriormente se utilizd un termociclador Veriti (Thermo Fisher Scientific 2015a) para la
incubacién a 94°C durante 3 minutos, pasando a continuacion a hielo durante 2 minutos.
Durante este tiempo se agreg6d 0.25 pL de polimerasa klenow en cada tubo de reaccion
(10U/pL). Nuevamente utilizando el termociclador se incubd a 37°C durante una hora,
seguido de 94°C durante 3 minutos, terminado este tiempo se pasé a hielo durante 2
minutos. Y se vuelve a repetir el agregarle 0.25 puL de polimerasa klenow en cada tubo de
reaccion (10U/uL). Otra vez utilizando el termociclador se incub6 a 37°C durante una hora,

seguido de 75°C durante 10 minutos (Epicentre 2015).

Una vez que termind la amplificacién con fragmento klenow, las moléculas de dsDNA
resultantes tienen el marcaje de la secuencia de M13. Es muy importante resaltar que la
incorporacion de la secuencia M13 se realizo con la finalidad de aumentar la cantidad de
los acidos nucleicos de interés y esto no debe de interferir con la posterior identificacion de
los agentes etiologicos de interés, debido a que las secuencias de M13 son distintas a los

virus y bacterias que se puedan encontrar presentes en las muestras.

6.3.3.3.- PCR para amplificacion con oligonucledtidos M13

Se utilizaron los productos de dsDNA con las secuencias M 13 afiadidas por el fragmento de

klenow y se amplificaron por medio de PCR empleando Platinum Taq (Thermo Fisher
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Scientific 2015d) y los oligonucleétidos MI3F y M13R. En la tabla A4 de anexos se

muestra la mezcla de reaccion para cada una de las muestras.

Después se utilizo el termociclador Veriti (Thermo Fisher Scientific 2015a). Se activo a la
polimerasa a 95°C durante 2 minutos; posteriormente se dieron 30 ciclos como sigue:
desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos, alineamiento a 50°C durante 30 segundos y

extension a 68°C durante 3 minutos; extension final a 68°C durante 5 minutos.

Para cada uno de los pools, se obtuvieron 3 productos de PCR, dos proveniente de los virus
de RNA y otro de los virus de DNA. Los productos de PCR provenientes de RNA se

mezclaron entre si y en total fueron 8 productos que a continuacién fueron cuantificados.

6.3.3.4.- Cuantificacion de los Productos de PCR

Se realiz6 la medicion espectofométricamente con el equipo NanoDrop ND1000 UV-Vis
(Thermo Fisher Scientific 2015¢). En el cual la muestra sin diluir se coloco directamente en
el pedestal (2 uL) y se midio la concentracion de acidos nucleicos. El software instalado
relaciona valores de absorbancia 260/280, que deben ser lo més aproximados a un valor de

2 para asegurarse de la pureza del DNA extraido y purificado.

Del resultado obtenido de la cuantificacion se procedid a mezclar los productos de la
amplificacion con oligonucledtidos aleatorios M13 que provenian de RNA y de DNA de
cada pool, en concentraciones equimolares y se evaluaron en el equipo Bioanalyzer para

estimar el peso molecular.
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6.3.3.5.- Estimacion del tamafio de los fragmentos con equipo Bioanalyzer

Una vez obtenidas las mezclas de dsDNA de cada uno de los pools, se cuantificaron en el
equipo 2100 Bioanalyzer Instruments (Agilent Technologies 2015). Esta es una plataforma
basada en microfluidos, que permite el andlisis electroforético con tan solo 1uL de muestra.
Mediante la separacion, medicion del tamafio y cuantificacion de bajas concentraciones de
dsDNA se pueden evaluar fragmentos desde 50 hasta 7000 pares de bases, de
concentraciones por debajo de Spg/uL. Se evaluaron los 4 grupos de pacientes en el
bioanalizador, los resultados obtenidos permitieron estimar el peso molecular y la

concentracion de cada uno (“2100 Agilent Bioanalizer” 2015).

6.4.- Secuenciacion masiva con plataforma Illumina

6.4.1.- Construccion de bibliotecas con oligonucleo6tidos 16S ribosomal

La subunidad 16S del RNA ribosémico de bacterias es un componente de la maquinaria
trascripcional y esta altamente conservado. Es una molécula que secuenciada nos permite
conocer la microbiota humana, proporcionando la descripcion de la mezcla de bacterias
presentes. El gen consiste en regiones variables y conservadas, las primeras nos permiten la
discriminacion entre los microorganismos, mediante el estudio de la filogenia y taxonomia.
Las regiones conservadas nos permiten amplificar el gen 16S utilizando oligonucleotidos

universales (Cox, Cookson, y Moffatt 2013).

En el caso de los amplicones de la region hipervariable V1-V3 obtenidos en la seccion
6.3.1.1 se procedid a realizar una reparacion de los extermos al igual que para las

bibliotecas de novo (Illumina 2015). Comenzando con la fosforilacion de 5” y agregando
39



una adenina en 3. La reparacion anterior es necesaria para la adicion de los adaptadores e
indices (barcode) de la plataforma de Illumina. La ligacion de los adaptadores y de los
indices permite la identificacion de las muestras y que sus extremos se puedan unir a la
superficie de la flow cell y por lo tanto se puedan generar los cluster necesarios para la

lectura en el equipo (“Nextera XT DNA Sample Preparation Guide.pdf”’ 2015).

Se diluyo6 a 0.2 ng/uL el producto de amplificacion para la adicion de los indices (barcode)
de la plataforma de Illumina. Ya que se utilizaron amplicones no fue necesario hacer la
tagmentacion, pero si se llevd a cabo la adicion de los indices para que éstos puedan ser
reconocidos por la plataforma de Illumina. Posteriormente se llevo a cabo la normalizacion
de la biblioteca como indica el estuche de Nextera XT DNA (“Nextera XT DNA Sample
Preparation Guide.pdf”’ 2015).

6.4.2.- Construccidn de bibliotecas de novo

La mezcla hecha en la seccion 6.3.3.4 se diluyd a 0.2 ng/uL. de acuerdo a Nextera® XT
DNA Sample Preparation Guide. A partir de esta solucion de trabajo se realizd la
fragmentacion (tagmentacion), utilizando transposasa Tn5, que es una enzima capaz de
modular la longitud de los fragmentos de la biblioteca y capaz de aumenta la eficiencia a
partir de picogramos de dsDNA, en presencia de cantidades elevadas de proteinas y de
polimeros, que secuestran las moléculas de agua, aumentando el contacto entre la
transposasa y el dsDNA. Este proceso gener6 fragmentos de dsDNA con extremos
sobresalientes (Picelli et al. 2014; “Nextera XT DNA Sample Preparation Guide.pdf”
2015).

A continuacion se llevo a cabo la normalizacion de la biblioteca como indica el estuche de
Nextera XT DNA (Illumina, 2012). Esta altima parte permite la separacion, seleccion y

purificacion de los fragmentos de aproximadamente 500 pares de bases, mediante el uso de
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las perlas AMPure XP. Estas perlas magnéticas tienen la capacidad de unirse a los
productos de la amplificacion, para separarlos y purificarlos. Segln la cantidad de perlas
utilizadas es el tamafio de los fragmentos que separan y su eficiencia de separacion es
superior a la de los métodos tradicionales por filtracion («Agencourt AMPure XP.book -

techdocs» 2015; «Nextera XT DNA Sample Preparation Guide.pdf» 2015).

Finalmente se realiz6 la secuenciacion en el equip MiSeq como se describid en la seccion

1.9.1.

6.5.- Analisis bioinformatico

Los analisis bioinformaticos se realizaron de dos formas, en Internet con el software
Galaxy-Metavir y en work station Dell precision T5610 con procesador Intel ®, memoria
RAM de 8GB, arquitectura de 64 bits y sistema operativo Ubuntu. En el sistema operativo
Ubuntu se usoé Biolinux y a su vez en éste se utilizaron tres estrategias de analisis con tres
distintas herramientas bioinformaticas para el mapeo de las lecturas obtenidas por
secuenciacion. Es importante resaltar que estas estrategias son exclusivas para el analisis

del viroma.

6.5.1.- Analisis con Galaxy y Metavir

Se utiliz6 primero Galaxy que es un sitio en Internet, publico y gratuito. Con esta
herramienta se pueden procesar los archivos de las lecturas obtenidas por secuenciacion,
con una interfaz grafica y sin necesidad de saber lenguaje de shell o pearl que usualmente
se utilizan para el procesamiento de estos datos de secuenciacion masiva. Primero se utilizo

Galaxy que se compone de la herraienta de mapeo Bowtie2, con esta se procesaron las
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lecturas obtenidas por secuenciacion de la seccion 6.4.2 y se realizé el mapeo a secuencias
gendmicas de humano utilizando la configuracion por defecto y con la base de datos de
humano propia del sitio Galaxy. De las lecturas que no mapearon al genoma humano
fueron pareadas y después de eliminar aquéllas carentes de par, se obtuvo un solo archivo
que se necesitd modificar con las herramientas FASTX-Toolkit en el mismo sitio, para

hacer compatible dicho archivo con la siguiente sitio en linea Metavir (“Galaxy” 2015).

Metavir es un servidor web dedicado al analisis de metagenomas virales. Metavir tiene
varias herramientas para el procesamiento de los datos, la primera es GAAS (Genome
relative Abundance and Average Size) con la cual se realizd6 la normalizacion de la
abundancia de las especies virales presentes (Angly et al. 2009). Posteriormente Metavir
realiz6 una filogenia con una base de datos de referencia porpia y que sirve de base para
hacer una comparacion de los virus basada en la similitud. A continuacion se utiliz6 otra
herramienta que posee Metavir que es tBLASTx, que es un algoritmo que se basa en la
busqueda de similitudes de proteinas con una base de datos propia del sitio en linea.
Finalmente Metavir utilizd6 curvas de rarefaccion con las cuales evaltio la riqueza del
viroma y el resultado lo reporta en graficas que muestran la diversidad y proporcion de los
virus presentes en la muestra (Roux et al. 2011). Es importante mencionar que todo el
procesamiento anterior lo hace de forma automatica con la propia configuracion por defecto

del sitio.

6.5.2.- Analisis con Ubuntu Biolinux

De forma alternativa a Galaxy-Metavir, se utilizé Biolinux 8 en sistema operativo Ubuntu
14.2, realizando comandos mediante lenguaje de Shell. Con el uso de esta plataforma

podemos trabajar sobre varios archivos simultdneamente o ejecutar varias tareas en orden,
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lo cual lo convierte en una herramienta con gran poder de procesamiento. El objetivo de
utilizar estas herramientas es poder hacer el analisis bioinformatico de los datos obtenidos
mediante secuenciacion masiva, primero se necesito realizar nuestras propias bases de datos

de humano y de virus para tomarlas como referencia.

6.5.2.1.- Bases de datos

Para identificar las secuencias que corresponden al hospedero y a los agentes etioldgicos, se
descargaron secuencias de la base de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Para humano, se descargaron transcriptoma, DNA mitocondrial, RNA
ribosomal y gendmico, este genoma de referencia (GRCh38) fue construido con genomas
de voluntarios y es una representacion consenso que provee una buena aproximacion de un
solo individuo (“Reference Genome” 2015). Y para hacer la base de datos de los agentes

etiologicos se descargaron secuencias de virus bajo los siguientes parametros:

Viridae [ORGANISM] NOT “Homo sapiens” NOT “probes” NOT “primers” NOT
“sequencing proyects” con el proposito de tener una base de datos sin secuencias espurias

asociadas a virus.

6.5.2.2.- Filtrado por calidad.

Los archivos fastq que se obtuvieron de la seccion 6.4.2, contienen informacion de la
calidad de las lecturas, por lo que se procedi6 a filtrar aquellas lecturas con una calidad

menor de Q20, es decir, aquellas que no tienen el 99.9% de ser correctas en al menos 50%
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de su secuencia. Para realizar el proceso de mapeo a genoma humano primero se
convirtieron los archivos fastaq a archivos en formato fasta, que es un formato que sélo
contiene nombre y secuencia nucleotidica utilizando FASTX-Toolkit (“FASTX-Toolkit”
2015).

Una vez obtenidas las bases de datos de humano y de virus y que los archivos de la
secuenciacion fueron filtrados por calidad, se realizaron tres estrategias de procesamiento
bioinformatico, utilizando las herramientas con las condiciones por default. Esto se realizo
con el fin de comparar los resultados con diferentes herramientas bioinformaticas y obtener

el mas adecauado para el procesamiento de los datos obtenidos.

6.5.2.2.1- Proceso bioinformatico A

Este proceso se realizO para obtener las secuencias virales de los pooles de muestras
directamente de los archivos filtrados por calidad Q20 y en formato fasta de acuerdo a la
seccion 6.5.2.2. Con estos archivos se realizd6 el mapeo por medio de la herramienta
BLAST (Basic Local Aligmen Search Tool). Este es un programa basado en un algoritmo
heuristico capaz de comparar secuencias de nucleotidos de manera rapida y con lo cual
podemos identificar con buena certidumbre el mejor de los hits, de cada secuencia de las
lecturas del archivo a analizar con la base de datos de virus como referencia (Lobo 2015).
Esta herramienta se utilizo con el parametro de valor esperado 6 e-value modificado de su
valor por defecto de 10 a un valor de 1X107°, este valor fue probado junto con otros, pero
con este valor se obtuvieron los mejores resultados (datos no mostrados), este valor
modificado nos permite realizar una exploracion mas profunda en las lecturas que se
obtuvieron por secuenciacion. Una vez obtenido el archivo analizado con BLAST, se

realiz6 otro andlisis con ayuda de la herramienta GAAS, la cual realiz6 la normalizacion de
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la abundancia de las especies virales presentes en el archivo (Angly et al. 2009). En GAAS
modificamos el porcentaje de la similitud con la cual analiza a los nucleotidos de las
lecturas a evaluar con respecto a una base de datos, que por defecto tiene 80%. Nosotros le
asignamos un valor de 90% con el proposito de hacer mas especifica la busqueda y
clasificacion de las lecturas evaluadas y en consecuencia tener una mejor normalizacion.
Posteriormente se realiz6 una verificacion manual de las secuencias para corroborar su
cantidad e identidad, utilizando el archivo terminacion tblastx procesado por GAAS y que
tienen las identificaciones de las secuencias dadas originalmente por BLAST. Se copio el
archivo en una hoja de célculo de Microsoft Office Excel 2007 y se filtraron las secuencias
con identificaciones similares, posteriormente se utilizo el nombre de la lectura para
localizar su secuencia en el archivo filtrado Q20 obtenido en la seccion 6.5.2.2. Una vez
localizada la secuencia se utilizd la herramienta BLAST del sitio NCBI para corroborar la
identidad de las mismas, se realiz6 asi la verificacion para todos los archivos y para todas

las secuencias proporcionadas por GAAS.

6.5.2.2.2.- Proceso bioinformatico B

Este proceso se realizd para eliminar las secuencias humanas utilizando el mapeador
BWA (Burrows-Wheeler Aligner) y posteriormente obtener las secuencias virales. El
archivo fasta que se obtuvo en la seccidon 6.4.2 se mapeo contra genoma humano utilizando
BWA que es un mapeador disefiado para tener un buen balance entre rendimiento y
precision. Su algoritmo se basa en el mapeo de secuencias con baja divergencia tomando
como base un genoma de referencia, para el proceso B se utilizo la base de datos de
genoma humano para hacer el mapeo (“Burrows-Wheeler Aligner” 2015). Este mapeador
lo utilizamos con los parametros por defecto y nos permitio la identificacion de las lecturas
del hospedero presentes en la muestra, resultando en un archivo sam (Sequence
Aligment/Map) que es un formato genérico para almacenar alineamientos de las secuencias
de nucledtidos y nos dice el nombre de la referencia contra la cual alined, asi como la
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posicion absoluta del genoma, la calidad del mapeo, entre otras caracteristicas (“SAMtools”
2015). Utilizando samtools se obtuvo a las lecturas que no mapearon a humano, a partir de
este archivo sam se gener6 un archivo binario bam (“samtools(1) manual page” 2015). Este
archivo binario se convirti6 a formato fasta y con este ultimo se realiz6 el proceso de
mapeo a secuencias virales mediante la herramienta BLAST con los parametros
modificados como se explico en el proceso bioinformatico A y se genero un archivo txt.
Con el propdsito de conocer la diversidad de virus en las muestras se realizé un analisis con
GAAS con los parametros modificados y su verificacion manual como se explico en el

proceso bioinformatico A.

6.5.2.2.3.- Proceso bioinformatico C

De igual forma al proceso bioinformatico B, se eliminaron las secuencias humanas ahora
empleando el mapeador SMALT y posteriormente se obtuvieron las secuencias virales. El
archivo fasta obtenido de la seccion 6.5.2.2 se utilizd para hacer el mapeo contra genoma
humano utilizando SMALT, que es un algoritmo que alinea secuencias cortas contra un
genoma de referencia, sus parametros pueden ser modificados de acuerdo a la sensibilidad
y a la velocidad de procesamiento que se deseen. Su algoritmo se basa en la construccion
de un indice de palabras cortas (k-mero), los cuales hacen un muestreo en incrementos
equidistantes a lo largo de la secuencia de referencia y aquellas lecturas identificadas son
alineadas en base al algoritmo de Smith-Waterman. Se basa en la comparacion de varias
longitudes de segmentos en lugar de una secuencia completa, siendo un algoritmo muy
parecido al de BLAST, pero es mas sensible por que busca un mayor campo de
posibilidades (Sanger Institute 2015b). El pardmetro modificado en esta herramienta fue el
umbral de identidad, le asignamos un valor del 90% lo cual resulta similar al parametro
modificado en GAAS. Como resultado del analisis con este mapeador se obtuvo un archivo
formato bam Uinicamente con las lecturas no mapeadas a humano. Posteriormente se utilizd
FASTX-Toolkit para cambiar este archivo bam a formato fasta, con este archivo fasta se
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realizé el mapeo con BLAST utilizando la base de datos de virus y por ultimo se procedio a
hacer el analisis con GAAS vy su verificacion manual con los pardmetros modificados como

se explico en el proceso bioinformatico A.

6.5.2.2.3.1.- Ensamble de lecturas

El ensamblaje de lecturas metagenomas de novo, se hace en el caso de que no se tenga un
genoma de referencia. Se obtuvo mediante regiones de traslape que construyen nodos,
como se describen en las graficas de Bruijn, usadas por el algoritmo de Velvet y
Metavelvet. Primero con Velvet se construyo un arreglo de k-meros, en donde se tienen que
probar varios tamafios para encontrar el optimo, para los datos obtenidos se utilizaron k-
meros de 63, 189, 195, 201, 207, 213 y a partir de estos hiz6 la construccion de graficos
agrupandolas en nodos. Con los graficos construidos en Metavelvet se buscé la solucion a
los diferentes nodos construidos, buscando los nodos quiméricos, los separd y los
descompuso para realizar subgraficas. Con estas dos graficas construyd el supercontig o
union de secuencias contiguas. Finalmente se visualizé el resultado en el programa tablet

(Zerbino y Birney 2008; Namiki et al. 2012).

6.5.3.- Analisis de 16S ribosomal

Para realizar el andlisis de las lecturas obtenidas para la region hipervariable V1-V3 de la
seccion 6.4.1 se utilizo la aplicacion 16S Metagenomics version 1.0.0.0 de BaseSpace. Esta
aplicacion realizo la clasificacion taxondémica utilizando una version curada de Green
Genes y el algoritmo que utilizé es una implementacion de alto rendimiento del proyecto de

base de datos de ribosoma (RDP) (“- BaseSpace Application -” 2015).
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VII. RESULTADOS

7.1.- Numero de pacientes y muestras analizadas

Se logro reclutar a 890 pacientes, pero solamente 655 entraron al protocolo de investigacion
(codigo B26-13), al total de los individuos se les realiz6 la identificacion de virus
respiratorios y s6lo 116 muestras fueron elegidas para ser procesadas para las estrategias de

secuenciacion.

Es importante resaltar que de las 116 muestras, solo 36 muestras fueron procesadas en
fresco de acuerdo a la seccion 6.3.3 y a la par se guardo la alicuota para deteccion de virus
y para la fraccion bacteriana de acuerdo a la seccion 6.3.1 y 6.3.2. Las otras 80 muestras se
tomaron del banco de muestras congeladas a -80°C y se sigieron las mismas condiciones de
proceso de la seccion 6.3.3. La prevalencia de virus obtenida por qPCR de Biomark se
puede observar en la tabla 5 y la clasificacion de las 116 muestras para secuenciacion en la

tabla 6.

7.2.- Deteccion de virus con equipo BioMark.

Con la alicuota de la seccion 6.3.2 en el equipo BioMark se obtuvieron los resultados de la
deteccion de la seis principales familias de virus, en la Tabla 5 se muestran que agentes

etiologicos prevalecieron en la temporada invernal 2013-2014.
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Tabla 5.- Deteccion de virus en el total de las muestras.

Adultos/agente etiolégico N % Nifios/agente etiolégico N? %’
Influenza Ay B 81 16.23 Influenza Ay B 16 10.25
Enterovirus/Rinovirus 35 7.01 Enterovirus/Rinovirus 36 23.07
Virus sincicial 12  2.40 Virussincicial respiratorioAyB 15 9.61
respiratorio Ay B

Coronavirus 229E 9 1.80 Coronavirus 229E 3 1.92
Parainfluenza 1,2,3y 4 8 1.60 Parainfluenza 1,2,3y 4 4 2.56
Bocavirus 2 0.40 Bocavirus 2 1.28
Metapneumovirus 1 0.20 Metapneumovirus 2 1.28
Adenovirus 0 0 Adenovirus 4 2.56
Negativo 352 70.36 Negativo 75 47.47

Total 499 100 Total 156 100

a) N:Numero de virus detectados
b) Proporcion de virus dada en porcentaje

De los resultados obtenidos en la tabla 5, podemos observar la deteccidon de virus
respiratorios tanto para adulto y para pacientes pediatricos de la temporada invernal 2013 a
2014. Aquellos virus que se encontraron en mayor porcentaje para la poblacion de adultos
fueron influenza, seguidos de enterovirus/rinovirus y virus sincicial respiratorio. En
contraste los virus encontrados en mayor porcentaje para los pacientes pediatricos fueron

primero enterovirus/rinovirus, seguidos de influenza y virus sincicial respiratorio.

7.3.- Clasificacion de muestras

A partir de los resultados obtenidos en 6.3.2 se clasificaron las muestras en los siguientes
grupos de pacientes: adultos con virus detectados (pool 1), grupo de adultos sin deteccion
de virus (pool 2). Para el caso de los pacientes pediatricos se formé un grupo con aquellos
en los que hubo deteccion de virus (pool 3) y otro grupo de nifios en los que no se
detectaron virus (pool 4), la cantidad de muestras que conformaron cada pool, asi como los
virus que se detectaron en cada grupo se muestra en la tabla 6. En una primera ronda de

secuenciacion se procesaron los pool 1, 2, 3 y 4, de las 36 muestras procesadas en fresco.
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Para la segunda ronda de secuenciacion se repitieron los pool 1, 2 y 4, debido a que al

analizar los pool 1, 2 y 4 de la primer secuenciacion, los resultados no fueron adecuados

para obtener datos, es importante recordar las 80 muestras que conformaron a estos grupos

que se repitieron provinieron del banco de muestras congeladas a -80°C.

Tabla 6. Prevalencia de virus respiratorios en las muestras seleccionadas para su

agrupamiento y secuenciacion

Sector de la poblacion Con agente etiolégico viral ler secuenciacion 2 da secuenciacion
36° Virusencontrados 80° Virus encontrados
Adultos Si 8 5 Inf A HIN1" 25 17 InfAHIN1®
2 Inf A H3N2° 1 Inf A H3N2°¢
1 E/R® 4 Inf no sub”
2 Coro 229E'
1 E/R®
No 10 NA 25 NA!
Nifios Si 9 6 E/R® NA NR"
1InfAHINI®
1 Meta'
1 Adeno®
No 9 NA 30 NA!
a) 36: Total de muestras utilizadas en una primera secuenciacion y procesadas en fresco

80: Total de muestras utilizadas en una segunda secuenciacién y procesadas de muestras
congeladas

Inf A HIN1: Influenza A HIN1 (2009)

Inf A H3N2: Influenza A H3N2

E/R: Enterovirus/Rinovirus

Meta: Metapneumovirus

Adeno: Adenovirus

Inf no sub: Influenza A subtipo no determinado
Coro 229E: Coronavirus 229E

NA: No aplica

NR: No realizado
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7.4.- Cuantificacion de los Productos de PCR

Se procesaron tanto RNA y de DNA de cada uno de los grupos, como se describié en
6.3.3.1 y 6.3.3.2 respectivamente, finalmente se les realiz6 PCR de acuerdo a la seccion
6.3.3.3. Posteriormente se les midio su concentracion (seccion 6.3.3.4) y los resultados se

muestran en la tabla 7.

Tabla 7.- Concentracion de los productos de PCR de cada uno de los pools leidos con

Nanodrop
ler secuenciacion 2 da secuenciacion
Muestra [T Muestra [P Muestra [ TP Muestra [T
Molde de Molde de Molde de Molde de
RNA DNA RNA DNA
pool 1 10.2 pool 1 14.8 pool 1 8.95 pool 1 8.8
pool 3 10.3 pool 2 6.9 pool 3 14.52 pool 3 21.6
pool 4 11.6 pool 4 8.26 No aplica
pool 5 23.6 pool 5 13.3 pool 5 10.4 pool 5 18.1

a) [ ]: Concentracién en ng/uL

Con estos resultados se procedio a realizar el mezclado de las muestras de forma equimolar,
de cada fraccion proveniente de RNA y DNA para cada uno de los 4 grupo estudiados,
posteriormente se realizd la preparacion de las bibliotecas y finalmente su secuenciacion

para conocer el viroma.

Por otra parte se procesd la alicuota para bacterias donde se obtuvieron amplicones de
acuerdo a la seccion 6.3.1.1 y a continuacion se procedid a hacer la cuantificacion de los

acidos nucleicos segun la seccion 6.3.1.2, los resultados se muestran en la tabla 8.
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Tabla 8.- Concentracion de los productos para 16S de cada uno de los pools con Qubit

Muestra [ ]

pool 1 1.4

pool 3 1.15
pool4 0.414
pool 5 1.45

a) [ ]: Concentracion en ng/ulL

A los productos de RNA y de DNA mezclados se les realizd otra medicion con el equipo
Bioanalyzer, mientras que para los productos de amplificacion para regién hipervariable
V1-V3 se llevaron a una concentracion de 0.2 ng/uL para la adiciéon de los indices y

barcode de la plataforma de Illumina.

7.5.- Estimacion de la concentracion y del tamafo de los productos en equipo Bioanalyzer

Cada uno de los productos obtenios de la seccion 6.3.3.4 para cada uno de los cuatro grupos
evaluados se les estimo el tamafio en pares de bases con el equipo Bioanalyzer. En la
grafica 1 A se muestra un ejemplo de un resultado adecuado para realizar la estimacion de
la concentracion y el tamafio de los fragmentos, en este caso fueron desde 400 hasta 2000 y
una concentracion de 12,954.74 pg/uL que correspondié al grupo de adultos con presencia
de virus, para la mayoria de los demas grupos se obtuvo la estimacion correspondiente y se

muestran en la tabla 9.

En el grafica 1 inciso B se muestra el ejemplo del tinico grupo del cual no se obtuvo un
resultado adecuado para estimar la concentracion y el tamafio de los fragmentos, este fue el
caso del grupo de nifios sin identificacion de virus, donde se observa que hay una

degradacion del material genético.
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Grafica 1.- Productos obtenidos del grupo de adultos con virus y nifios sin virus

Marcador "RFIM

Marcador inicial

final

[Ful
450+

400+
3504
3004
2504
2004
1504
1004

204

T T T T T T T T T I
35 50 100 150 200 300 400 500 700 1000 10380 [bp]

Marcador Marcador

B PCR PSM

inicial final

-o0

T
200 300 400 500 [bp]

Ladder PCR P1M

[bp]

10380 —
2000 —

2000 —
1000 —

700 —

200 —
400 —

300 —

200 —

150 —
100 —
20 —
35—

Laddy{ PCRP5M

[bp]

10380 —
3000 —

2000 —
1000 —

700 —
500 —
400 -
300 —

200 —

150 —
100 —
a0 —
35 -

53



Para el caso del grupo de nifios sin virus, el equipo no detecta una concentracion ni puede
estimar la cantidad de pares de bases ya que como se puede observar en la grafica 1B en la
muestra hay una degradacion del material genético. A la derecha de la grafica se observa la

imagen que donde no hay una banda (no hay color negro).

En la tabla 9 se muestran los resultados obtenidos de la estimacion de la concentracion y
del tamafio de los fragmentos en cada uno de los grupos evaluados, estos resultados se
muestran en dos rondas de secuenciacion, debido a que los grupos en los cuales no se

encontraron resultados se volvieron a repetir.

Tabla 9.- Estimacion de la concentracion y del tamafo de los productos para secuenciacion

de novo.

Primera secuenciacion Segunda secuenciacion

Grupo [ T p.b’ [ 17 p.b."
1¢ 129547  400-2000 4779 1000 — 2800
2¢ 21327  350-2000 6012.4  700-2040
3¢ 9520.0 700-2000  NRY NR*

4° SR* SR* 521.4 1000-2900

a) [ ]:concentracidn en pg/uL

b) p.b.:Pares de bases

c) SR:Sinresultado

d) NR:Norepetido

e) Del 1 al 4 corresponden a cada uno de los grupos evaluados. 1= grupo de adultos con
presencia de virus. 2= grupo de adultos sin presencia de virus. 3= grupo de nifios con
presencia de virus y 4 grupo de nifos sin presencia de virus.
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Al analizar las concentraciones obtenidas mediante las estrategias de RT-PCR y PCR, para
cada una de las muestras y analizadas con el equipo Nanodrop y Bioanalyzer, tenemos que
las concentraciones fueron adecuadas para realizar las diluciones correspondientes. Los
productos obtenidos se llevaron a una concentracion de 0.2 ng/uL y el resultado del tamafio
en pares de bases también sirvid para saber que teniamos fragmentos de tamafos adecuados
para realizar la fragmentacion y preparacion de las bibliotecas a secuenciar, con excepcion
del pool 4 de la primer ronda de secuenciacidén donde se pud6 observar una degradacion de
la muestra (ver grafica 1 inciso B) y a pesar de que se secuencio este grupo, los resultados

obtenidos no fueron adecuados para su analisis.

En contraste, para el caso del pool 1 del cual se observé una buena concentracion y tamafio
de los fragmentos (grafica 1 inciso A) en comparacion con los resultados obtenidos en la
segunda ronda de secuenciacion para el mismo grupo, para el caso del grupo1 de la primera
ronda de secuenciacidn no se contaba con el complemento de la informacién de 16S
ribosomal y por eso se analizaron los resultados del grupo 1 de la segunda ronda de

secuenciacion.

7.6.- Resultados de secuenciacion en equipo Illumina.

Una vez que se realizaron todos los procesamientos necesarios de cada una de las muestras
de cada uno de los grupos evaluados en el presente trabajo, se procedido a construir las
biliotecas de las regiones hipervariables y de novo de acuerdo a las secciones 6.4.1 y 6.4.2
respectivamente. En la tabla 10 se muestran los resultados de la cantidad de lecturas

obtenidas mediante secuenciacion de la primera y segunda secuenciacion.
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Tabla 10.- Resultados obtenidos de las rondas de secuenciacion

lera Secuenciacion 2da Secuenciacion
Lecturas leidas 14 Lecturas leidas 20
millones millones
Clusters que pasaron el filtro de 81.6 % Clusters que pasaron el filtro de 62.2 %
calidad calidad
Lecturas proporcionadas 13 Lecturas proporcionadas 12
millones millones

Tanto para la primera y segunda secuenciacion se obtuvieron dos archivos por cada grupo
de pacientes, recordando que se realizaron dos ciclos de 250 (pair end). El primer archivo
identificado como R1 (lectura en direccion 5 a 3’) y R2 el segundo archivo (lectura 3’ a

5%),

7.7.- Comparacion de andlisis bioinformaticos para viroma

7.7.1.- Analisis con Galaxy y Metavir

El primer analisis hecho en linea mediante la interfaz Galaxy y con los datos obtenidos del

grupo de nifios con virus presentes, nos proporciond los siguientes resultados:

De los dos archivos (R1 y R2) obtenidos mediante la secuenciacion cada uno tenia un total
de 2 216 661 lecturas. Para cada archivo se realizd el mapeado a genoma humano
utilizando la herramienta BWA, de las lecturas que no mapearon de cada archivo se
parearon, se descartaron las cuales no tuvieron su par y entre los dos archivos se obtuvo
finalmente uno con 174 756 lecturas. Este archivo se utilizd en Metavir para realizar el
procesamiento con las herramientas GAAS, tBLASTx y con la ayuda de las curvas de
rarefaccion se obtuvo la diversidad y riqueza de virus presentes en el grupo de muestras que

conformaron al grupo de nifios con virus.
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Se obtuvo 157 117 lecturas que no corresponden a virus y 17 639 lecturas de virus con las
cuales se contruyo la grafica 2, donde se muestran a los virus presentes y la proporcion de

éstos.

Grafica 2.- Diversidad viral del grupo de nifios con virus.
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En la grafica 2 se puede observar que el virus que se encuentra en mayor proporcion es
rinovirus C con 90%, 2% de Tetrapox virus, 1% de rinovirus 14, 1% de rinovirus A y
menos del 1% corresponden a los virus Torque teno mini virus, influenza A y adenovirus

B, el resto corresponde a fagos diversos.

El resultado fue obtenido dos semanas después de haber ingresado las secuencias en el sitio
en linea y la gran limitante para utilizar esta herramienta para el procesamiento de los datos
es el tamafio de los archivos y la velocidad de transferencia de los datos, dado por el
servicio de Internet y la espera para obtener un andlisis, esto Ultimo depende de la cantidad
de usuarios utilizando las plataformas de analisis en la web, asi como la cantidad de datos
que analiza por cada usuario y el potencial mantenimiento que se le dan a los servidores

que prestan el servicio, esto podria aumentar aun mas el tiempo de espera.

7.7.2.- Procesos en Biolinux

Primero se obtuvieron las bases de datos de humano y de virus. La referencia de genoma
humano (GRCh38), contiene 4 322 secuencias. Para el indice de virus construido sin
secuencias espurias son 1 763 688 secuencias. Para realizar las pruebas con los diferentes
procesos bioinformaticos se utilizé el archivo R2 filtrado por calidad Q20 con 2 173 502

lecturas del grupo de nifios con virus, para comparar los procesos.

7.7.3.- Comparacion de los proceso bioinformatico A, By C

Para el proceso A se utiliz6 la herramienta BLAST para el procesamiento de las lecturas, el
procesamiento se llevo a cabo en un lapso de tiempo de 12 horas y 54 minutos. De la

cantidad original de 2 173 502 lecturas, el algoritmo utiliz6 153 133 para realizar su
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alineamiento local utilizando la base de datos de virus como indice. A continuacidon se
procedio a usar la herramienta GAAS y nos dio un total de 1 340 lecturas para virus, de
forma manual se corroboro y se obtuvo la proporcion de virus como se observa en la

grafica 8, inciso A.

Para el proceso B se utilizo la herramienta bioinformatica BWA para realizar el mapeado a
genoma humano y partir de las 2 173 502 secuencias filtradas por Q20, se mapearon 2 185
800 lecturas. De las 21 558 lecturas que no mapearon a genoma humano se realizo el
alineamiento local con la base de datos de virus y usando la herramienta BLAST,
finalmente se utilizo la herramienta GAAS para obtener la diversidad de virus y de forma
manual se corroboro la identidad de las lecturas. Este proceso es el que requiri6 de 1 hora 'y
53 minutos y se obtuvieron 6 430 secuencias, de las cuales se muestra su proporcion en la

grafica 8, inciso B.

Se necesitd 8 horas y 45 minutos para realizar el proceso C, en €ste proceso se utilizd la
herramienta SMALT para realizar el mapeado a genoma humano y a partir de las 2 173 502
secuencias filtradas por calidad, mapeo 2 029 737 lecturas a humano. Las 177 621 que no
mapearon se les aplicé el alineamiento local con la herramienta BLAST y tomando como
referencia el indice de virus, posteriormente se uséd el alogaritmo GAAS y se realizdé su
revision de forma manual de 6 478 lecturas, con estas lecturas se obtuvo las proporciones

que se observan en la grafica 8, inciso C.

Se puede observar en la grafica 8 inciso A una proporcion de 85.16% de Rinovirus C,
14.35% de la presencia de Retrovirus Endogenos y menos del 1% el resto de virus y fagos.
En el inciso B un 99.79% de las lecturas corresponden a Rinovirus C y el resto menos del
1% a los demas virus y fagos. Finalmente en el inciso C hay un 98.92% de las lecturas

pertenecen a Rinovirus C, el resto menos del 1% corresponden a los demads virus y fagos.
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Grafica 3.- Proporcion de virus con proceso bioinformatico A, B y C del archivo R2 del

grupo de nifios con presencia de virus.
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7.7.4.- Eleccion del procesamiento a utilizar.

Al comparar los resultados obtenidos encontramos con la herramienta BLAST un 85.16%
lecturas de rinovirus C contra un 99.79% que arrojo la herramienta BWA y un 98.92% con
la herramienta SMALT, también encontramos en 14.35% la presencia de retrovirus
endogenos al analizar los resultados de BLAST no se observo la presencia con BWA y solo

0.66% de SMALT.

Al analizar el tiempo y la cantidad de secuencias utilizadas, tenemos que con BLAST se
procesd 153 133 lecturas y requirio 12 horas y 54 minutos, seguido de SMALT con el que
se procesd 177 621 lecturas en 8 horas y 45 minutos y con BWA se proces6é 21 558 lecturas
en un tiempo de 1 hora y 53 minutos. Por lo tanto aunque el mapeo con BWA es el que
requiri6 de menor tiempo, también dejamos de analizar una cantidad importante de lecturas

y podriamos dejar a un lado secuencias virales de importancia.

Al ser el mapeador SMALT el mas versatil para realizar los procesamientos, al no requerir
tantos recursos computacionales y al poder modificar los parametros de busqueda como el
tamafno de k-meros y el porcentaje de identidad, lo hacen el mas sensible de los tres
procesos. Muestra de la sensibilidad de esta herranmienta es que pudo procesar lecturas del

fago de Enterobacteria, mientras que los otros dos procesos no se observan estas lecturas.

Por lo tanto escogemos al proceso bioinformatico C para realizar el procesamiento del total
de los archivos, recordando que por cada pool se tiene un par de archivos asignados como
R1 y R2, de estos se evaltian las lecturas de cada archivo de forma manual y debido a que
son resultados complementarios estos se muestran en una sola grafica y como se analizaron
cuatro grupos son cuatro graficas, una para cada grupo. El total de lecturas obtenidas para

el total de las muestras se muestra en la tabla 11.
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Adicionalmente se muestran aquellos datos obtenidos mediante el andlisis de la region

hipervariable V1-V3, hecho con la aplicacién Metagenomics en Base Space. Este analisis

se realizo en los cuatro grupos estudiados y se muestran a la par con los resultados de virus.

En la tabla 12 se muestra al total de lecturas obtenidas, para cada uno de los grupos a los

que se les realizo este analisis.

Tabla 11.- Lecturas obtenidas mediante el proceso de analisis bioinformatico C.

Lecturas
Grupo Alinicio  Filtradas Q20 Mapeadas %’ No mapeadas %° Virusyfagos %°
a humano a humano
Adultos R1 =395 048 R1=234524 56 R1=160524 38 R1=44 0.01
convirus 415116
R2 =376 460 R2=226373 54 R2=150087 36 R2=31 0.007
Adultos R1=2222580 R1=2013922 88 R1=208658 9 R1=1032 0.04
sinvirus 2264 145
R2=2201779 R2=1995519 88 R2=206260 9 R2 =850 0.03
Nifios R1=2207358 R1=2047116 90 R1=160242 7 R1=6527 0.29
convirus 2216661
R2=2173492 R2=1995871 90 R2=177621 8 R2 =6 478 0.29
Nifios R1 =850 096 R1 =567 821 63 R1=282275 31 R1=121 0.01
sin virus 895 826
R2 =820 493 R2 =556 436 62 R2=264057 29 R2 =392 0.04

a) % =Proporcion en porcentaje
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Tabla 12.- Lecturas obtenidas mediante el proceso de analisis de la aplicacion 16S Metagenomics
de Base Space.

Lecturas
Grupo Al inicio Filtradas Q20  No clasificadas ~ %° Calsificadas %°
por especie

Adultos 36 675 28 710 1957 5 26 753 72
con virus
Adultos 41 985 33433 1845 4 31588 75
sin virus

Nifios 1 606 643 1490 590 74 674 5 1415916 88
con virus

Nifios 103 466 77 763 3360 3 72 659 71
sin virus

a) % =Proporcion en porcentaje

7.8.- Viroma y Bacterioma del pool 1 o adultos con agente etiologico viral.

Una vez que se escogid el procesamiento bioinformatico C para realizar los siguientes
analisis comenzamos con el pool 1, tenemos que de un archivo inicial con 415 116 lecturas
y recordando que se tenian dos archivos, el primero R1 con sentido de lectura de 5'a 3’y R2
con un sentido de lectura de 3’a 5°. Cada archivo fue filtrado por calidad Q20 y después del
mapeo a genoma humano con mapeador SMALT quedaron 160 524 lecturas para el archivo
R1 y para R2 150 087 lecturas. Posteriormente se realizd6 el procesamiento con la
herramienta BLAST y con el indice de virus, posteriormente se aplico el algoritmo de
GAAS vy las lecturas obtenidas se corroboraron de forma manual. En el archivo R1 se
obtuvieron 44 secuencias que pertenecen a virus, mientras que con R2 se obtuvieron 31

secuencias, en la grafica 9 inciso A se muestra la proporcion de virus obtenida.
Al analizar la region hipervariable V1-V3 tenemos que para el grupo de adultos con virus

tenemos de un archivo original de 36 675 lecturas, 28 710 pasaron el filtro de calidad,

después del analisis con las herramienta 16S Metagenomics de Illumina tenemos un total de
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26 753 secuencias reportadas a nivel de especie, la clasificacion de estas lecturas se

muestran en la grafica 4 inciso B.

Grafica 4.- Viroma y Bacterioma del grupo de adultos con virus

A B

4.54 2.272.27 2.27

Virus Proporcion Bacteria Proporcion
(%0) (%)
. 59.11 Prevotella 33.53
Retrovirus endogenos
Herpesvirus 25 Staphylococcus 26.35
Adenovirus B 4.54 Sin clasificar 14.14
Influenza A HIN1 454 I Escherichia 13.57
Coronavirus OC43 227 Streptococcus 3.59
Fago de Sthapylococcus 227 Corynebacterium 4.7
- Veionella 1.15
Fago de Enterobacteria 227
Megasphera 0.97

En la grafica 4 inciso A podemos observar la presencia de 59.11% de retrovirus endégenos,
25% de Herpesvirus, seguido de Adenovirus B con 4.54%, con el mismo porcentaje
Influenza A HIN1, coronavirus OC43 vy al revisar los datos obtenidos mediante qPCR se
puede observar que se habia tipificado como coronavirus 229E, finalmente se tiene al fago
de Staphylococcus en un 2.27% y en la misma proporcion fago de Enterobacteria. En la
grafica 4 inciso B observamos la proporcion de bacterias Prevotella 33.53%,
Staphylococcus 26.35%, 14.14% no se pudo clasificar, Escherichia con 13.57%,
Streptococcus 5.59%, Corynebacterium 4.7%, Veionella 1.15% y Megasphera 0.97%.
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7.9.- Viroma y Bacterioma del pool 2 o adultos sin agente etiologico viral.

En pool 2 tenia una cantidad de 2 264 145 lecturas iniciales, se filtraron por calidad y se
mapearon con el indice de genoma humano y se obtuvo 208 658 y 206 260 lecturas para R1
y R2 respectivamente. Se realizd el alineamiento local con el indice de virus y BLAST,
finalmente se us6 el algoritmo de GAAS vy la revision manual de las secuencias procesadas.
Para R1 se tiene que hay un total de 1032 secuencias que pertenecen a virus, mientras que
para R2 son 850 lecturas, en la grafica 5 inciso A se muestra la proporcioén de virus para

este grupo de pacientes.

Para la fraccion bacteriana se tenia un archivo original con 41 985 lecturas, 33 433 pasaron
el filtro Q20 y después del andlisis con la herramienta 16S Metagenomics de illumina
tenemos un total de 31 588 secuencias reportadas a nivel de género, la clasificacion de estas

lecturas se muestran en la grafica 5 inciso B.

Grafica 5.- Viroma y Bacterioma del grupo de adultos sin virus
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Para el caso del grupo de adultos en los que no se encontro6 la presencia de virus mediante
la prueba de qPCR se observa que tenemos en el inciso A de la grafica 5, un 44.14% de
Herpesvirus, 33.33% del fago de Staphylococcus, 14.41% de Retrovirus Endogenos, 3.6%
del fago de Shigella y en igual proporcion el fago de Enterobacteria, finalmente con un
0.9% el fago Evironmental.

Para la fraccion bacteriana tenemos en el grafica 5 inciso B de la grafica 10 un 45.01% de
Prevotella, 18.04% de Veionella, 15.07% de Streptococcus, un 9.76% de lecturas sin
ciilasificar, 6.16% de Granullicatella, 4.01% de Staphylococcus, 1.01% de
Capnocytophaga y 0.94% de Fusobacterium.

7.10.- Viroma y Bacterioma del pool 3 o nifios con agente etiologico viral.

Al realizar el proceso bioinformatico C en el pool 3 tenemos que de un archivo original con
2 216 661 lecturas, al realizar el filtrado por calidad y el mapeo a genoma humano, tenemos
que 160 242 secuencias no mapearon a genoma humano para el archivo R1, mientras que
para el archivo R2 tenemos 177 621 secuencias que no mapearon al indice de humano. A
partir de estos archivos se hace el alineamiento local con herramienta BLAST y utilizando
el indice de virus, posteriormente se us6 el algoritmo GAAS y de forma manual se verifico
la identidad de las lecturas. Resultd en 6 527 secuencias que pertenecen a virus para el
archivo R1 y para R2 6 478 secuencias que pertenecen a virus, en la grafica 6 inciso A se

muestra la proporcion de virus.

Para la parte bacteriana se tenia un archivo original con 1 606 643 lecturas que se filtraron
por calidad y quedaron 1 490 590, después del analisis con las herramientas de Illumina
tenemos un total de 1 415 916 secuencias reportadas a nivel de género, la clasificacion de

estas lecturas se muestran en la grafica 6 inciso B.
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Grafica 6.- Viroma y Bacterioma del grupo de nifios con virus
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Los resultados que se observan de la grafica 6 inciso A muestran que Rinovirus C se
encuentra en mayor proporcion un 99.23%, mientras que el resto, menos del 1%
corresponde a un 0.47% de retrovirus endogenos, 0.10 del fago de Propionibacterium,
0.04% de Adenovirus B y en la misma proporcion el fago de Staphylococcus, seguido de
0.03% de Influenza A HINI1, en la misma proporcion Torque teno minivirus, asi como el
fago de Streptoccocus, para el caso del fago de Enterobacteria lo encontramos en una

proporcion del 0.01% al igual que al fago de Escherichia.
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En la grafica 6 inciso B se puede observar que un 39.88% de las lecturas no se pudo
clasificar, seguido de Serratia con 23.28%, Achrombacter 13.27%, Streptococcus 11.26%,
Neisseria 7.33%, Burkholderia 2.43%, Porphyromonas 1.42% y Veionella 1.13%.

7.11.- Viroma y Bacterioma del pool 4 o nifios sin agente etioldgico viral.

Para la parte del viroma del pool 4 se inici6 con 895 826 lecturas, se filtro por calidad y se
mapeo a genoma humano con el mapeador SMALT, resulto en 282 275 secuencias que no
mapearon a humano para R1 y 264 057 secuencias para R2. Con estos archivos se realizo el
el alineamiento local utilizando el indice de virus y herramienta BLAST. Posteriormente se
uso el algoritmo GAAS, para finalmente corroborar de forma manual la identidad de las
lecturas. Para R1 se obtuvo 121 secuencias que pertenecian a virus, mientras que para R2 se

tiene 392, la proporcion de virus se puede observar en la grafica 7 inciso A.

En la parte bacteriana tenemos que de un archivo original con 103 466 lecturas, 77 763
pasaron el filtro de calidad y después del analisis con las herramientas de Illumina tenemos
un total de 74 403 secuencias reportadas a nivel de especie, la clasificacion de estas lecturas

se muestran en la gréafica 7 inciso B.
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Grafica 7.- Viroma y Bacterioma del grupo de nifios sin virus
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Para el grupo de nifios sin virus tenemos que en la grafica 7 inciso A un 66.07% de
Retrovirus Endoégenos, un 19.64% de Parvovirus B19, un 8.16% de Torque Teno
Minivirus, le sigue con 2.04% Enterovirus D68, 1.27% de Influenza A HIN1 y un 0.25%
de Parainfluenza 3, para el caso de los fagos tenemos 1.53% de la presencia del fago de

Staphylococcus, 0.76% del fago de Streptococcus y finalmente un 0.25% del fago de
Lactococcus.
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En la grafica 7 inciso B se muestran los resultados obtenidos para la region hipervariable
V1-V3 del 16S ribosomal para el grupo de nifios sin presencia de virus. En 28.62%
Moraxella, 23.02% Streptococcus, 20.05% Haemophilus, un 17.12% sin clasificar, 4.44%
Veionella, Alloiococcus 2.94%, Prevotella 1.48% y menos del 1% Escherichia,

Granullicatella, Mycolasma, Porphyromonas y Alkalibacterium.

7.12.- Ensamblado de novo

De acuerdo a los resultados anteriores se realizo el ensamblado de rinovirus C, ya que es el
virus con el cual se tienen suficientes secuencias para tal proposito. De la longitud de k-
meros probados mediante velvet y velveth, con el k-mero de 189 fue con el que se obtuvo
el mejor resultado. Se obtuvo 3 638 secuencias para construir el genoma, con una cobertura
media de 28.84 en promedio y una longitud consenso de 6 644 nucledtidos. Esto se
visualizé con el programa tablet. A partir del consenso obtenido se reportd en el NCBI la

secuencia de rinovirus C Mex 14 con numero de acceso KM486097.

70



VIII. DISCUSION

8.1.- Toma de muestra y prevalencia de virus respiratorios.

La toma de muestras se realizé de forma constante durante octubre de 2013 hasta junio de
2014 y solo en pacientes que requirieron de hospitalizacion debido a IRAs, esto con el
proposito de tener muestras representativas de la enfermedad y de la temporada invernal
evaluada. Cada una de las muestras fue dividida en tres alicuotas, particularmente las que se
tomaron para secuenciacion fueron procesadas en las horas posteriores a la toma de muestra

y se obtuvieron 36 muestras de las 40 propuestas al inicio del estudio.

El procesamiento en fresco se realizd con el fin de obtener la mayor sensibilidad de
deteccion durante la secuenciacion, es decir, su procesamiento casi de forma inmediata
después de la toma de muestra, debid de ayudar a eliminar agentes causales de la
degradacion de los 4cidos nucleicos y por lo tanto aumentar la posibilidad de deteccion de
los agentes etiologicos causantes de las IRAs. Pero al analizar los resultados de la primera
secuenciacion solamente en el grupo de nifios que se les detectd virus por qPCR de
Biomark, se obtuvieron resultados adecuados para su analisis. Por lo tanto se decidio repetir
a los mismos grupos con muestras disponibles en el banco de muestras congeladas a -80°C,
esto fue de suma importancia, debido a que al analizar los resultados estos sufren cambios

importantes.

Al comparar los grupos de nifios con presencia de virus, las lecturas obtenidas son
consistentes casi en su totalidad con lo detectado por qPCR, pero no resulta igual para el
grupo de adultos con presencia de virus, donde los resultados obtenidos por secuenciacion
resultan distintos. Sugerimos que se debe principalmente a que las muestras congeladas
sufren un proceso de degradacion, mientras que el procesamiento en fresco no, en la
seccion de comparacion entre grupos de pacientes se abordard con mayor detalle las

diferencias obtenidas.

71



Otra caracteristica de nuestro estudio fue realizar grupos de pacientes, se dividid entre
adultos y ninos y estos a su vez fueron divididos entre aquellos que se les detecto virus y
entre los que no se les detecto virus utilizando qPCR con Biomark. Los cuatro grupos se

formaron con varios fines:

El primero fue clasificar a los pacientes para poder evaluar las diferencias entre los grupos,
ya que en la mayoria de los trabajos descritos en la tabla 3 s6lo evaluan adultos ¢ nifios
sanos y/o con comorbilidades asociadas, la clasificacion también tuvo otro proposito, que
se pudieran asociar a los agentes etiologicos presentes con la severidad de la enfermedad.
Aunque en el presente trabajo quedo pendiente recabar la informacion de las historias

clinicas de los pacientes y poder hacer asociaciones.

En segundo lugar tenemos que se propuso realizar grupos para tratar de sumar los acidos
nucleicos de los posibles agentes etiolégicos presentes y con esto obtener mayor cantidad

de lecturas.

Tercero en base a lo propuesto por organizaciones de vigilancia epidemiologica a nivel
mundial, se aprovecho la calisificacion de muestras propuesta, para el monitoreo de virus
respiratorios con en un cierto lapso de tiempo y particularmente con las muestras de
pacientes que resultaron negativas con las técnicas de diagnostico por qPCR (Zumla et al.

2014).

Cuarto, al agrupar cierta cantidad de muestras se reduce la cantidad de reactivos,

consumibles y en consecuencia se reducen costos, con la finalidad de optimizar recursos.

Independientemente de solo haber secuenciado 116 muestras, en los 655 pacientes
evaluados en la temporada invernal 2013-2014 se les realiz6 la deteccion de virus mediante

qPCR con Biomark y de estos resultados tenemos lo siguiente:

En la parte introductoria ya se habia mencionado que aproximadamente 60% de las IRAs

son causadas por virus. Al observar los resultados obtenidos en nuestra cohorte de estudio
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tenemos para pacientes menores de 15 tenemos una prevalencia de virus del 53%, mientras
que en mayores a los 15 afios tenemos casi un 30%. Cabe resaltar que el estudio se realizé
desde octubre de 2013 hasta junio de 2014, debido a la toma de muestra y a los
inconvenientes obtenidos en la primera secuenciacion. A pesar que para el periodo 2013 a
2014 hubo una alta incidencia de influenza en el centro de México, también se sabe que la
prevalencia de los virus es mas alta entre los meses de octubre a febrero y el estudio se
realizd con muestras tomadas hasta junio de 2014, siendo a partir de marzo donde la
actividad de virus declind y esto contribuyd a la baja cantidad de virus detectados por

qPCR en Biomark (Davila-Torres et al. 2015; Essa et al. 2015).

Los datos obtenidos son consistentes con otros estudios en México donde el virus con
mayor prevalencia en poblacion adulta es rinovirus, seguido de influenza y se invierten en
temporada alta de influenza. Para la poblacion de nifios menores de 6 afios se tiene una
mayor prevalencia de influenza, seguido de virus sincicial respiratorio y rinovirus como los
tres principales. En contraste en nuestra poblacion menor de 5 afios tenemos primero
enterovirus/rinovirus, seguido de virus sincicial respiratorio e influenza como los tres

principales agentes etiologicos presentes en la temporada evaluada.

Estos datos aportan a observaciones recientes, que la frecuencia de rinovirus se ha
incrementado en los ultimos afios en poblacion mexicana tanto en nifios y adultos, siendo
una importante causa de morbilidad en todas las edades (Galindo-Fraga et al. 2013; Landa-

Cardena et al. 2012; Davila-Torres et al. 2015)

8.2.- Preparacion de muestras para estrategia de secuenciacion shot gun.

Una vez obtenida la alicuota para secuenciacion se procedid a realizar una serie de
estrategias modificadas de RT-PCR y PCR como se habia descrito por Taboada et al. y
Prachayangprecha et al. en 2014. Con el uso de primers hexdmeros aleatorios y hexameros
aleatorios con secuencia de bacteriofago M13 para amplificar a las moléculas de los
agentes etiologicos presentes, de una forma azarosa para evitar sesgos, debido a que la

secuencia de este bacteriofago no se encuentra presente en el hospedero, y no se ha
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reportado su asociacion con IRA. Al contrario si se tomara como base genomas de
referencia y apartir de estos se amplificaran las moléculas presentes. La incorporacion de
las secuencias de bacteriofagos M13 mediante estuche First Strand cDNA Synthesis y con
fragmento de klenow se realizo para adicionar los oligonucle6tidos a los acidos nucleicos
presentes en las muestras y posteriormente realizar una ronda de amplificacion. La
obtencion de estas moléculas a partir de la amplificacion con los primers especificos hacia
los oligonucledtidos de bacteriofago M13 aumento la posibilidad de tener mayor cantidad

de lecturas de los agentes etiologicos presentes en las muestras.

Otro de los aspectos a considerar en nuestro estudio es que al utilizar filtros de 0.20 um se
pierden a los virus gigantes, los cuales podrian constituir un componente importante del
microbioma en vias respiratorias, como se ha descrito en el microbioma del estdmago
(Lagier et al. 2012). Actualmente se proponen alternativas para modificar la poca cantidad
de lecturas obtenidas y evitar el uso de filtros que pudieran afectar el estudio de virus que
no puedan pasar a través de estos. El uso de sondas de captura de alrededor de 100-mer,
construidas a partir de genomas de referencia de los virus de interés, permite capturar a los
agentes etiologicos y remover el resto de la muestra. El inconveniente de utilizar genomas
de referencia para capturar el material genético de los microorganismos, es que hay un
sesgo hacia los cuales se disefio el experimento, dejando a un lado aquellos agentes
emergentes. Pero el objetivo es positivo al tratar de tener una mayor cantidad de lecturas de
virus, pues se demostrd en este estudio y en otros realizados con técnicas similares, que la
cantidad de lecturas del hospedero corresponden casi en su totalidad a los datos obtenidos

(Grover, Salmon, y Wendel 2012).

Aunque hasta el momento estas tecnologias no aseguran enriquecer la muestras sin un
sesgo implicito, el aumentar la cantidad de lecturas de los agentes etiologicos permitiria una
mejor descripcion de estos, asi como mejores coberturas de su genoma. Mas adelante se
abordard con mayor detalle el hecho de que al mezclar las muestras en grupos, se podria

tener un efecto de dilucion para algunos de los agentes etiologicos presentes lo cual
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disminuye la capacidad de la técnica para poder analizar a los microorganismos presentes

(Wylie et al. 2012; Grover, Salmon, y Wendel 2012).

8.3.- Comparacion de los métodos bioinformaticos

Para realizar las comparaciones de los métodos bioinformaticos tenemos primero que
mencionar que los resultados obtenidos con los procesamientos con Galaxy y Metavir son
distintos de los otros métodos de analisis, debido a la naturaleza de los algoritmos y a las
bases de datos que se utilizan. Pero la mayor diferencia la tenemos por el mapeador
utilizado en Galaxy, tBLASTx es una herramienta que se basa en la busqueda de
semejanzas por proteinas, mientras que los procesos realizados en plataforma Biolinux se
basan en el algoritmo BLASTn, esta herramienta se basa en la busqueda de semejanzas

mediante el uso de nucleotidos.

Aunque 17 639 lecturas de virus proporcionadas por Metavir son mas del doble que las 6
527 lecturas de virus obtenidas con el proceso bioinformatico C, no podrian ser
comparables ya que los resultados de Metavir resultan de la comparacién de los motivos de
proteinas. Por lo tanto con esta herramienta podria haber semejanzas que no necesariamente
correspondan a los virus, mientras que el analisis por comparacion de nucledtidos resulta
mas adecuado para proveer de una informacidon mas confiable, al tener la seguridad de que

estas lecturas si corresponden a virus.

Posteriormente se utilizaron tres procesos similares en la plataforma de Biolinux y se
realizaron con el mismo fin, analizar y comparar los nucledtidos de las lecturas obtenidas
por secuenciacion y utilizando bases de datos de humano y virus como referencia para su
mapeo. En los tres procesos se cambio Unicamente a los mapeadores para realizar el

analisis, por lo tanto, lo Unico diferente fue el algoritmo de analisis utilizado.

El proceso escogido fue el proceso bioinformatico C, ya que fue el proceso que mostro
mayor sensibilidad al detectar al fago de Enterobacteria, poca cantidad de Retrovirus

Enddgenos y a pesar de no ser el procesamiento mas rapido, tampoco fue el que requiri6 de
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mayor tiempo. Adicionalmente esta herramienta es la que menor requirimiento
computacional necesita, lo cual es de gran utilidad para quienes no cuentan con una gran

infraestructura de computo.

A pesar de que ya se encuentran disponibles mayor cantidad de herramientas para el
andlisis de lecturas de secuenciacion, el objetivo del presente estudio no fue realizar una
comprativa entre herramientas bioinformaticas, pero si se decicio tener al menos tres
opciones para escoger la que mejores resultados de analisis proveyera. La razdn de utilizar
los parametros mas excluyentes en la herramienta GAAS fue con el proposito de
diferenciar bien entre las lecturas obtenidas y evitar los asignamientos erroneos de lectura y
asegurar tener los resultados lo mas confiable posibles. Finalmente se realiz6 la verificacion

manual de cada una de las lecturas para poder corroborar los resultados obtenidos.

En el caso del analisis hecho con la herramienta 16S Metagenomics de Base Space no se
tiene punto de comparacion, s6lo se muestra en el presente trabajo un acercamiento a las
bacterias presentes en las muestras de los grupos de pacientes analizados. Pero proponemos
realizar un analisis mas profundo con los datos obtenidos con la secuenciacion de novo y
bases de datos de bacterias, esto permitiria comparar los resultados en este analisis y
proponer cual tipo de procesamiento y analisis es el mas adecuado para para poder describir

a las bacterias presentes en cada muestra.

También proponemos realizar otros analisis para la parte de bacterias y adicionar bases de
datos de parasitos y hongos, los cual nos proporcionaria una informacién mas completa.
Finalmente de las lecturas no identificadas después de todos estos analisis se les analice con
otras herramientas mas adecuadas para la bisqueda de novo de virus como MetaGene, para

la busqueda por proteinas virales como las cépsides (Cobian Guemes y Arias-Ortiz 2013).
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8.4.- Comparacion entre qPCR en Biomark y NGS

8.4.1.- Adultos y nifios con presencia de virus con Biomark

Al comparar los grupos de adultos con virus y niflos con virus, clasificados asi por el
resultado obtenido por qPCR de Biomark, tenemos que no concuerdan los resultados
obtenidos con NGS. En el grupo de adultos con virus esperdbamos encontrar mayor
cantidad de lecturas de influenza A, pero sélo obtuvimos 2 lecturas de 22 pacientes que

previamente se les habia tipificado influenza A mediante qPCR.

Encontramos 1 lectura de coronavirus OC43, pero por qPCR se habia detectado en dos
pacientes como coronavirus 229E, esto podria deberse a que en esta ultima técnica se tienen
48 ensayos distintos de las 6 familias principales de virus respiratorios y pudo haber un
error en la interpretacion de los datos ¢ durante el procesamiento de las muestras y ensayos,
por lo tanto se tipifico errobneamente, por que al evaluar la secuencia obtenida tenemos la
seguridad de que la presencia de coronavirus se debe al subtipo OC43. Finalmente tenemos
que por qPCR también se tenia a un paciente con Enterovirus/Rinovirus, pero al observar

los resultados de NGS no se tiene ninguna secuencia.

En el caso del grupo de nifios con virus los datos son mas congruntes entre las dos técnicas
utilizadas, mediante qPCR se habian detectado 6 pacientes con la presencia de
Enterovirus/Rinovirus y por NGS se obtuvieron 6475 secuencias de rinovirus C. Con qPCR
se detecto Influenza A en 1 pacientes y se obtuvieron 4 lecturas por NGS, a otro paciente se
le detecto la presencia de Adenovirus y se obuvieron 3 lecturas, pero en un paciente que se

le detecto metapneumovirus por secuenciacion no hubieron secuencias.

Podemos resaltar dos particularidades con estos datos, primero al comparar los grupos, en
el de ninos hay mayor congruencia entre los resultados de ambas técnicas y menor
congruencia con los resultados obtenidos para el grupo de adultos. Hay que resaltar que el
grupo de niflos se proceso en la primera secuenciacion a partir de muestras procesadas en

fresco, mientras que el resto de grupos incluyendo el de adutos con presencia de virus se
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realizaron en la segunda secuenciacion, a partir de muestras congeladas, los resultados
anteriores sugieren que el procesamiento de las muestras en las horas posteriores a su

recoleccion aumenta la posibilidad de obtener mayor cantidad de lecturas.

También hay que resaltar que en ambos grupos puede haber un efecto de dilucidon para
aquellos virus que se encuentran en concentraciones bajas, por ejemplo, en el grupo de
nifios habia la presencia de metapneumovirus en un paciente, pero al realizar la
secuenciacion no se obtuvieron secuencias de este virus. La cantidad de individuos qe
conformaron a este grupo fueron 9 y se sabe que las técnicas de diagndstico molecular son
mas sensibles que las técnicas de secuenciacion, en consecuencia al mezclar las muestras
para su secuenciacion no se obtienen secuencias de metapneumovirus. Proponemos que
esto se puede deber al volumen final alcanzado, en el cual la concentracién de los acidos

nucleicos disminuye junto con la posibilidad de secuenciarlos.

8.4.1.- Adultos y nifios sin presencia de virus con Biomark

Ahora revisaremos los grupos que se habian clasificado como negativos a virus en base a
los resultados por qPCR. En el grupo de adultos tenemos la presencia de 23 lecturas de
influenza, esto podria tener 2 posibles explicaciones, la primera es que los virus detectados
por secuenciacion tienen cambios importantes en su secuencia, de tal forma que los
oligonucledtidos disefiados para su deteccion en qPCR no tengan la capacidad de
detectarlos, mientras que la técnica de secuecniacion al ser un método que no es blanco
especifico, esta técnica si puede detectar estas secuencias. La segunda explicacion posible
es que estas lecturas sean el producto de una contaminacion, resultado de toda la
manipulacién de las muestras al realizar todas las estrategias de extraccion, de RT-PCR y

PCR previo a la preparacion de las bibliotecas.

Una solucion podria ser disenar oligonucledtidos especificos en base a las secuencias
obtenidas por ejemplo de influienza y volver a probar con la técnica de qPCR en todas las
muestras que conforman al grupo y saber si hay la presencia de estos virus, como ya se

habia mencionado esta técnica es mas sensible. Otra solucion es incluir un grupo control sin
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IRA y asi comparar los resultados obtenidos en este nuevo grupo y saber si los resultados

anteriores fueron resultado de una contaminacion.

En el caso del grupo de nifios sin virus, tenemos que al igual que el grupo anterior a pesar
de haber sido clasificado sin la presencia de virus mediante qPCR, también hay la presencia
de Influenza A y Parainfluenza 3. Las secuencias de estos virus también podrian ser
resultado de una contaminacion 6 debido a que la técnica de qPCR a pesar de tener
oligonucledtidos especificos para la detccion de estos virus, estos podrian tener cambios
importantes en su secuencia que no permitan su deteccion por esta técnica. Al igual que en
el grupo anterior proponemos generar oligonucledtidos especificos y probar en cada uno de

los pacientes que conforman al grupo para poder concluir.

Adicionalmente en este grupo encontramos otros virus, 77 lecturas de Parvovirus B19 y 8
lecturas de Enterovirus D68. Parvovirus B19 esta asociado a varios sindromes clinicos,
incluyendo fiebre, secrecion nasal y dolor de cabeza, erupcion petequial purpurea, dolor o
inflamacion de las articulaciones, artritis y manifestaciones neuroldgicas. Se sabe que su
propagacion es a través de las secreciones respiratorias y no existe tratamiento para la
también conocida como la quinta enfermedad (debido a que alguna vez fue la quinta
erupcion cutdnea mas comunmente diagnosticada por los médicos). Recientemente en
Tokio Japon, se reportd un brote importante de mas de 400 casos activos de erupcion en

nifios (Tuccio et al. 2014; Kidd 2015; Barah et al. 2014).

Enterovirus D68 es un virus respiratorio reemergente, identificado desde 1962 en nifios con
neumonia. Ademas de producir enfermedad respiratoria en nifios, puede causar enfermedad
sistematica y enfermedad neuroldgica aguda. Este fue el caso de agosto de 2014 en los
Estados Unidos de Norte América, donde comenzaron a llegar nifios a los hospitales con
sintomas severos de vias respiratorias bajas, inclusive en una clinica de Cleveland cerca del
45% de los pacientes requirieron ingresar a la unidad de cuidados intensivos (Foster et al.
2015). Al hacer estudios retrospectivos en cohortes de Filipinas y en California, E.U.A. se

descubre que desde 2012 hay una asociacion entre enterovirus D68 y sintomas neurologicos
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o mielitis flacida aguda, asi como enfermedad de vias respiratorias altas (Furuse et al. 2015;

Greninger et al. 2015)

A partir de la informacion obtenida de las lecturas de secuenciacion proponemos generar
oliginucleotidos especificos para cada microorganismo, realizar pruebas de qPCR vy
conocer si la presencia de algunos virus, fagos 6 bacterias fueron resultado de una
contaminacién O si estos se encontraban presentes y en que pacientes, ya que hasta el
momento no podemos saber si s6lo un individuo ¢ la suma de todos contribuyeron a la
obtencion de las lecturas. Con esto también conoceriamos si la técnica de qPCR no fue

capaz de detectarlos..

Hay otros virus que hasta el momento no se han mencionado y son Retrovirus Endogenos,
Herpesvirus y Torque Teno Minivirus. Se sabe que Retrovirus Endégenos conforman el 8%
del genoma humano, mientras que el caso de Herpesvirus tenemos que la mayoria de la
poblacion adquiere a este virus y que en ocasiones no ocasiona sintomatologia alguna, pero
que a lo largo de la vida se van teniendo picos de viremia correlacionados con supresion del
sistema inmunologico y que para nuestro caso no esta relacionado como causa directa de
IRA, mas bien como consecuencia del desequilibrio de salud de los individuos evaluados

(Wenner 2008).

También tenemos la presencia de Torque Teno Minivirus el cual ya se habia descrito en
trabajos previos, donde no hay evidencia de que sea causa directa de IRAs, pero que si se
ha detectado en adultos sanos y en casos severos de pacientes con EPOC (Feyzioglu et al.
2014; Burian et al. 2011; Hino y Miyata 2007). Inclusive se le usa como biomarcador en

inmunosupresion (Béland et al. 2014).

En todos nuestros grupos de estudio encontramos la presencia de Retrovirus Endogenos e
interesantemente Herpesvirus solo lo encontramos presentes en los dos grupos de adultos y
Torque Teno Minivirus sélo lo encontramos en los dos grupos de nifios. Con los datos

disponibles en los estudios revisados y en el presente estudio, aunque indican que estos
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virus no necesariamente son patégenos, la contribucion de éstos a la enfermedad aun queda

por estudiarse.

8.5.- Comparacion de Bacterias y fagos en todos los grupos de pacientes

Se estudio a la molecula 16S ribosomal para describir el bacterioma lo que es muy comun,
inclusive en la tabla 3 se muestra que en la mayoria de los trabajos enfocan su estudio a esta
molécula, gracias a que ésta molécula no esta presente en el hospedero y la informacion que
nos aporta es suficiente para conocer la diversidad y composicion de las bacterias dentro de

las muestras analizadas (“- BaseSpace Application -” 2015; Illumina 2015).

La region hipervariable V1-V3 fue la region que se decidi6 estudiar, debido al soporte que
se tiene por parte de [llumina para el analisis con la aplicacién en BaseSpace. De acuerdo al
reporte generado por grupo de muestras, se decidido mostrar los resultados a nivel de género

(“~ BaseSpace Application -” 2015; Illumina 2015)

Por otra parte el viroma del humano incluye virus que infectan a células eucariontes, pero
también hay presencia de fagos o bacteriéfagos que son virus que infectan exclusivamente
bacterias, estos fagos se encuentran asociados a humanos sanos (Pride et al. 2012; Twomey
et al. 2013). En general en nuestros resultados se encontraron poca cantidad de ellos y a

continuacion se comparan con los resultados obtenidos.

8.5.1.- Adultos con presencia de virus

Todas las bacterias encontradas en adultos sanos forman parte del microbioma de la
cavidad nasal, mucosas, piel, boca, vagina y estdmago. Son bacterias oportunistas que en
un desequilibrio inmunolégico producen enfermedad y se les pueden encontrar relacionadas
con IRA, neumonia, difteria, lesiones de piel y vaginitis (Ramakrishnan et al. 2013; Martin

et al. 2014; Adler, Mahony, y Friedman 2013; Tanaka et al. 2008; Datcu 2014).
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Para el caso de los fagos encontrados en este grupo soélo tenemos 1 lectura de
Staphylococcus y 1 de Enterobacteria, aunque si correlacionan los fagos encontrados con la
presencia de las bacterias en este grupo de pacientes no podriamos saber si realmente se
correlacionan con el 6 los pacientes que tenian la presencia de bacteria y su respectivo fago,
por lo que aqui también proponemos hacer oligonucleétidos especificos y evaluar a los
individuos que conformaban este pool y asi poder concluir si hay correlacion. Por otra parte
destaca la poca cantidad de lecturas lo cual se pueda deber al efecto de dilucion que ya se

habia mencionado anteiormente.

8.5.2.- Adultos sin presencia de virus

En el grupo de adultos sin presencia de virus, tenemos la prevalencia de Prevotella y
Veilonella, se sugiere que un desequilibrio inmunologico favorezca la colonizacion de estas
bacterias que se les encuentra como residentes de la cavidad oral, respiratoria y vaginal, de
personas adultas sanas y también se les ha aislado en procesos infecciosos del tracto
respiratorio (Tanaka etal. 2008; Martin etal. 2014; Ramakrishnan etal. 2013;
Venkataraman et al. 2015).

Streptococcus y Staphylococcus también forman parte del microbioma de piel, mucosas,
cavidad oral y respiratoria, siendo estas bacterias mas correlacionadas como parte del
proceso infeccioso en IRA (S. NCBI 2015; Frank et al. 2010; Ramakrishnan et al. 2013).
Las bacterias del género Granulicatella y Fusobacterium se les ha encontrado en co-
agregacion, formando biofilms en placa dental (Karched, Bhardwaj, y Asikainen 2015), a
Fusobacterium se le ha encontrado en sujetos con periodontitis y al género

Capnocytophaga en individuos con gingivitis (Park et al. 2015).

En este grupo encontramos la presencia de fagos de Staphylococcus y Enterobacteria,
aunque si hay la presencia de bacterias que puedan infectar, ya se habia mencionado que
podrian realizarse otros andlisis para poder correlacionar de manera mas adecuada la

presencia de ambos microorganismos. Aunado a lo anterior se tiene la presencia de fagos
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de Propionibacterium, Shigella y Environmental, los cuales no correlacionan su presencia

con bacterias encontradas en este grupo (Oh et al. 2014).

Revisando el caso de Propionibacterium se sabe que si se encuentra presente en narinas
anteriores, pero estos fagos también estan relacionados con otras partes anatomicas, por
ejemplo, piel. Lo anterior pasa de igual manera para Shigella y Environmental, la presencia
de estos fagos podrian ser resultado de una contaminacion de la piel, esto debido a la toma
de muestra, ya que como se describi6 en la metodologia, durante la toma de muestra se pasa
por la cavidad nasal y se va arrastrando células que potencialmente estan infectadas por

virus y en ese momento arrastrar células del epitelio (Oh et al. 2014).

8.5.3.- Nifos con presencia de virus

En el grupo de nifos con virus, hay la presencia de Serratia que es el género de bacterias
con mayor prevalencia, seguido de Achrombacter, ambos se les consideran como los mas
importantes patdgenos nosocomiales oportunistas y particularmente a Achrombacter se le
encuentra incrementado en grupo de pacientes con infeccion de influenza (Kraus-Haas,

Mielke, y Simon 2015; Méndez et al. 2015; Lynch 2014).

Streptococcus y Neisseria se les encuentra como parte del microbioma de la cavidad nasal y
vaginal, pero también se les encuentra asociadas a IRA (Datcu 2014; Martin et al. 2014;
Ramakrishnan et al. 2013). A Burkholderia se le asocia con infecciones que afectan al
pulmén principalmente en Asia y Australia de donde es endémica y en pacientes con
fibrosis quistica (Smet et al. 2015; Voronina et al. 2015). Pophyromonas forma parte del
tracto respiratorio y se les encuentra relacionado con gingivitis en humanos (Li et al. 2015;
Venkataraman et al. 2015). Finalmente Veilonella ya se habia mencionado que se encuentra
en cavidad respiratoria y oral, siendo un género de bacterias oportunistas (Ramakrishnan

et al. 2013; Martin et al. 2014).

Los fagos encontrados en este grupo de pacientes son Staphylococcus, Streptococcus,

Enterobacteria, Escherichia y Propionibacterium, al revisar las bacterias presentes en este
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grupo observamos que no correlaciona ningun fago con las bacterias presentes, lo cual se
podria deber a lo mencionado anteriormente, que durante la toma de muestra se pudo haber
arratrado a estos fagos de piel y no reflejan a la comunidad de fagos de la cavidad nasal (Oh

et al. 2014).

8.5.4.- Nlfios sin presencia de virus

Todos los géneros de bacterias presentes en el grupo de nifios sin virus se encuentran como
parte del microbioma en humano y potencialmente estan implicados en enfermedades,
excepto Alkalibacterium el cual se ha aislado de productos marinos y no se le encuentra
correlacion con enfermedad respiratoria (Ramakrishnan et al. 2013; Martin et al. 2014;

Ishikawa et al. 2009).

Moraxella es el género de bacteria con mayor prevalencia en este grupo y se le encuentra
en cavidad respiratoria, pudiendo ser responsable de infecciones en tracto respiratorio,
sinusitis y otitis media (Ramakrishnan et al. 2013; PHAC 2015). Haemophilus también se
le ha encontrado en cavidad nasal en pacientes sanos, pero también se le conoce como un

patogeno oportunista que causa IRA (Dajani, Asmar, y Thirumoorthi 1979).

Las bacterias del género Alloicoccus se le atribuye junto con Haemophilus y Moraxella,
como causa de otitis media (Farajzadah Sheikh et al. 2015). Al género Mycoplasma se le
encuentra en mucosas, en tracto respiratorio y urogenital, son bacterias causantes de
neumonia en humanos (M. NCBI 2015). Streptococcus, Prevotella, Veilonella,
Escherichia, Granulicatella y Porphyromonas, ya se habian descrito que forman parte del
microbioma de piel, estomago, cavidad oral y respiratoria, pueden causar infecciones
oportunistas como resultado de un desequilibrio inmunolégico (Ramakrishnan et al. 2013;
Venkataraman et al. 2015; Martin et al. 2014; Karched, Bhardwaj, y Asikainen 2015; Li
et al. 2015).
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Los fagos presentes en este grupo son Staphylococcus, Streptococcus, Propionibacterium y
Lactococcus, nuevamente se tendrian que realizar oligonucleotidos especificos para
discenir que pacientes contribuyen con estas lecturas y pensar que otras estartegias de toma
de muestra podrian evitar posibles contaminaciones de piel, ya que como se pudo ver en
todos los grupos de pacientes las bacterias y los fagos presentes en cada grupo no

correlacionan.

En general podemos mencionar que al comparar a las bacterias presentes de acuerdo a los
resultados obtenidos con 16S, tenemos interesantemente que en nifos no hay la presencia
de Staphylococcus, mientras que en adultos si. En adultos y nifios sin presencia de virus
tenemos mayor presencia de bacterias residentes de la cavidad bucal, mientras que en
adultos y nifios con virus, encontramos mas bacterias patdogenas del tracto respiratorio o

aquellas que se adquieren de forma nosocomial.

Aunado a la controversia que existe alrededor de algunos virus y fagos presentes durante
una IRA, acerca del papel que juegan, como pueden modificar la microbiota y que impacto
tienen en el nacimiento, desarrollo, nutricion y proteccion ante patogenos. El estilo de vida
en las sociedades industrializadas reduce la exposicion de las personas y los microbios, lo
que ha modificado la funcién inmune por evitar o cambiar el establecimiento de las
comunidades que conforman la microbiota de los individuos y que difieren
substancialmente de las de nuestros antepasados (Farsani et al. 2015; Ursell et al. 2013).
Junto con el problema en el uso de antibioticos, ya que cada vez es mas comun las
infecciones con bacterias multidrogoresistentes, por lo que recientemente se han
comenzadoa retomar tratamientos alternativos con fagos para potenciar el efecto de los

antibidticos y reducir la presencia de bacterias resistentes a los tratamientos.
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8.6.- Comparacion con otros estudios de la microbiota en IRA.

En la tabla 3 se muestran trabajos que estudian a la microbiota, principalmente en fibrosis
quistica y EPOC, utilizan 16S para el andlisis de las bacterias, siendo sus procesamiento de
muestras diferente al nuestro y se realizan en otras partes del mundo. Por lo cual nos
centraremos basicamente en el trabajo de Cobian et al y Taboada et al. Ya que los estudios
se realizaron con pacientes del D.F. y Veracruz, México respectivamente y el

procesamiento de muestras fue similar.

Para el trabajo de Cobian y colabs tenemos que la secuenciacion se dividio en dos, una en
secuenciacion de novo y la otra en secuenciacion de amplicones de influenza, al revisar los
resultados de las lecturas de influenza obtenidas mediante la estrategia de novo los
resultados son similares a los nuestros, excepto para los amlicones de Influenza, lo cual
puede sugerir que los tratamientos para la obtencion de los productos de RT-PCR y PCR
con hexdmeros M13 podrian ser muy agresivos para las moléculas de RNA, en
consecuencia se reduce el rendimiento y se pierde informacioén valiosa. De acuerdo a lo
anterior en el equipo de Cobian decidieron hacer amplicones directamente de los acidos
nucleicos de influenza con oligonucleo6tidos especificos y con lo cual obtuvieron inclusive

genoma completo.

En el trabajo desarrollado por Taboada y colabs, primero destaca que algunas muestras
fueron procesadas de forma individual y otras en grupo, al revisar los datos que obtienen
son muy diversos y no concluyen si es mejor la preparacion de muestras en grupos o de
forma individual. Lo que si es ventajoso al realizar la preparacion de muestras de forma
individual es que se puede saber con exactitud que microbiota tiene el paciente evaluado y

se evita el riesgo de sufrir dilucion de las muestras y perder informacion valiosa.

Particularmente Cobian y colabs evaluaron la temporada de mayo a septiembre de 2009,
mientras que Taboada y colabs evaluaron las temporadas de marzo de 2010 a abril de 2011
y de septiembre de 2011 a abril de 2012, eran muestras congeladas a -70 °C, en contraste

nuestro trabajo se realizo de octubre de 2013 a junio de 2014 y las muestras se procesaron
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en fresco. Ellos no encontraron nuevos virus respiratorios, ni virus emergentes, en
comparacion nosotros encontramos enterovirus D68 y Parvovirus B19 que aunque no son
nuevos virus, si son reemergentes. Otro virus que se encontrd fue una nueva cepa rinovirus
C y aunque en su trabajo también tienen presencia de rinovirus C no describen algo

adicional.

Al comparar los trabajos previos por Lysholm y colabs, asi como Taboada y colabs, con
preparacion de muestras similar a la nuestra tuvieron rendimientos del 10-20% de lecturas
que no mapearon a humano, de donde obtuvieron lecturas de virus, fagos y bacterias. En
comparacion con nuestros datos obtuvimos desde 10-54% de lecturas que no mapearon a
humano, el resto pertenecen en su mayoria a lecturas del hospedero. Los porcentajes
obtenidos en nuetro estudio son prometedores y aunque en el grupo preparado en fresco fue
donde menor cantidad de lecturas no mapedas a humano se obtuvieron (10%), los
resultados en comparacion con los otros grupos fueron mejores, por lo cual concluimos que

la preparacion en fresco aumenta la cantidad de lecturas disponibles para secuenciar.

8.7.- Importancia del estudio de la microbiota en humanos

Se estima que entre 36 y 562 virus patdégenos quedan por descubrirse y hay enfermedades
en las cuales su etiologia es desconocida, se sospecha que un virus pueda ser la causa, pero
hacen falta mas estudios para conocer el funcionamiento de la microbiota y como la
interaccion con el hospedero pueda conferir cierta protecciéon ante algunos microbios
patdgenos o las enfermedades (Bibby 2013; Wylie, Weinstock, y Storch 2012). Y de
acuerdo a los resultados obtenidos en nuestro estudio es importante estudiar aquellas
lecturas donde no se les pudo clasificar como bacterias, virus o fagos, adicionar bases de
datos de parasitos, hongos y aquellas que todavia queden sin clasificar usar otras estrategias

de andlisis, con MetaGene por ejemplo.

Hace falta realizar andlisis que puedan contribuir mas datos de importancia, pero también
es importante la difusion de estos estudios y como pueden ayudar a modificar el esquema

de tratamiento actual en base a antibioticos. Debido a la problemdtica con antibioticos,
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aunque indudablemente han salvado billones de vidas, Gltimamente la aparicion de cepas
bacterianas resistentes a los farmacos es mas frecuente cada vez, ademas que el impacto
que tienen estos tratamientos en la microbiota de las personas apenas se comienza a
estudiar y donde las plataformas de secuenciacién masiva juegan un papel crucial, al
proporcionarnos informacion de la composicion de los virus, bacterias, hongos y parasitos
que se encuentran presentes durante una enfermedad o en un estado sano (Kiley y Caler

2014; Ursell et al. 2013).

Recientemente hay avances de como podria beneficiar la microbiota a la salud de los
humanos, estos estudios se han realizado al evaluar a recién nacidos que participaron en el
proyecto del microbioma humano. El estudio lo realizan evaluando las heces de los nifios
que representa la comunidad microbiana del intestino, primero observan que hay
diferencias entre los individuos que nacen por parto natural y aquellos que nacen por
cesarea, aquellos niflos que nacen por parto tienen un recubrimiento de bacterias del tracto

vaginal proveniente de la madre, mientras que los que nacen por cesarea no.

Evaltian aquellos nifios nacidos por parto normal hasta los 838 dias después de nacer y
observan que conforme van creciendo, aquel recubrimiento de bacterias provenientes de la
madre se va modificando y se parece cada vez mas al bacterioma de adultos sanos.
Interesantemente también evalian a los nifios que por alguna infeccidon requieren un
tratamiento con antibidticos y como repercute este tratamiento en la comunidad bacteriana,
observan como su bacterioma revierte subitamente del bacterioma de adulto sano, al
bacterioma vaginal con el que comenzaron al nacer, terminado el tratamiento se recupera al

punto antes de recibir el tratamiento (Ursell et al. 2013).

Este trabajo lo mencionamos por que nos parece importante resaltar lo que hasta el
momento se ha desarrollado con el estudio del microbioma humano y como interviene en la
salud de los individuos o como puede revertir una enfermedad, por lo que proponemos se
realicen trabajos a apartir de la informacion aportada con este estudio, encaminada a

realizar estudios como lo realizados por Ursell y colabs.
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Finalmente cabe mencionar que las plataformas de secuenciacion masiva, proveen de una
importante informacion de la composicion de la microbiota, pero el aislamiento de los virus
para estudiar sus propiedades fenotipicas, tropismo y como interaccionan con los otros
componentes de la microbiota, asi como con el sistema inmunologico del hospedero son
necesarios para que se pueda integrar toda la informacién multidisciplinariamente. El
proposito seria realizar la vigilancia epidemiologica, el descubrimiento de virus, asi como
su diversidad, evolucion y patogénesis, esto nos podria ayudar a entender la dindmica de la
infeccion y poder mitigar o evitar los efectos de las infecciones en un futuro (Farsani et al.

2015; Smits y Osterhaus 2013).
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IX. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos por qPCR de Biomark aportan datos que refuerzan observaciones
recientes, que la frecuencia de Rinovirus se ha incrementado en los ultimos afios en

poblacién mexicana, siendo causa importante de morbilidad en todas las edades.

A partir de muestras de hisopado nasofaringeo y realizando las estrategias de extraccion de
acidos nucleicos, RT-PCR y PCR, se obtuvieron buenas concentraciones de acidos
nucleicos, permitiendo la preparacion de bibliotecas y su posterior secuenciacion. Con las
lecturas obtenidas se pudo detectar virus reemergentes y aquellos que mediante técnicas de
diagnostico molecular no se pueden detectar, como es el caso de Parvovirus B19,
Enterovirus D68 y a la variante de rinovirus C, con las lecturas de éste ultimo virus se

realizo el ensamble de su genoma para su posterior caracterizacion.

Con las estrategias de extraccion y de amplificacion del material genético se obtuvieron
rendimientos desde 10% hasta el 54% de lecturas que no correspondian a humano,
comparando nuestros resultados en trabajos como los de Lysholm y Taboada, donde
obtuvieron desde un 10% hasta un 20% de lecturas no humanas, tenemos que obtuvimos
mayor rendimiento. Interesantemente en el grupo de muestras procesadas en las horas
posteriores a su recoleccion tenemos que fue en el grupo donde mayor cantidad de lecturas
obtuvimos, por lo que recomendamos el procesamiento de las muestras en las horas

posteriores a su recoleccion.

El procesamiento de muestras en grupos de pacientes ayudo a reducir la cantidad de
reacciones, consumibles y en consecuencia reducir costos, ademas de permitir la vigilancia
epidemiologica de los sectores de la poblacion evalaudos, pudiendo detectar a los virus
reemergentes, enterovirus D68 y Parvovirus B19, los cuales causaron brotes importantes en
E.U.A y Japon respectivamente. Pero también se pudo observar que algunos virus que se
encuentran en baja concentracion, no pudieron ser secuenciados, en contraste las técnicas
de qPCR de Biomark si pudieron detectarlos, lo cual ya se conocia, que los métodos de

diagndstico molecular son mas sensibles.
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El analisis bioinformatico elegido (con mapeador SMALT) resultd tener la mayor
sensibilidad de deteccion. Ademds de que por sus caracteristicas, no necesita muchos
recursos computacionales y por lo tanto no es necesaria una infraestructura computacional

costosa.

La presencia de algunos virus no necesariamente indica que son patdgenos como se
describid para herpesvirus y torque teno minivirus, pero este estudio ayuda a describir la
presencia de estos, quedando pendiente el estudiar la contribucion de los virus en la salud o

en la enfermedad.

Al comparar los resultados de las bacterias presentes en los cuatro grupos analizados,
tenemos que en los grupos de adultos habia la presencia de Staphylococcus, pero en nifios
no. En los grupos de adultos y nifios sin presencia de virus, habia mayor cantidad de
bacterias residentes de la cavidad bucal, en contraste con los grupos de adultos y nifios con
presencia de virus, encontramos mayor cantidad de bacterias patogenas del tracto

respiratorio o aquellas que se adquieren de forma nosocomial.

En los grupos tipificados como negativos con la técnica de qPCR de Biomark, al comparar
los resultados obtenidos por secuenciacion tenemos que en todos los grupos de pacientes en
realidad si hay presencia de virus, como Enterovirus D68 y Parvovirus B19. Aunque
quedaria pendiente corroborar algunos datos como los de influenza, para lo cual seria
interesante adicionar un grupo control y generar oligonucledtidos especificos, esto

permitiria saber si hay contaminacion por los procesos de extraccion y amplificacion.
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X. PERSPECTIVAS

Evaluar las lecturas obtenidas por NGS de novo no utilizadas en este estudio, con bases de
datos de bacterias, parasitos y hongos, para conocer si hay la presencia de estos microbios y
discriminar cuantas secuencias no se clasifican en humano y microorganismos, con estas
lectutras aplicar otras estrategias para la busqueda de nuevos virus (Edwards y Rohwer

2005).

La identificacién de nuevos virus se puede realizar mediante el estudio de sus proteinas, al
evaluar similitud en sus secuencias con virus conocidos y el estudio de marcos de lecturas
abiertos para la busqueda de motivos que nos puedan dar indicios de microorganismos
presentes (Delwart 2013). También se pueden utilizar modelos ocultos de Markov, sus
algoritmos se basan en buscar semejanzas con proteinas, polimerasas o capsides virales

(Cobian Guemes y Arias-Ortiz 2013).

Sugerimos revisar la estrategia de filtrado con membranas de 0.22 pum, debido a que al
utilizarlas se pierden a los virus gigantes, los cuales podrian constituir un componente
importante de la microbiota de la vias respiratorias. También sugerimos revisar los
procedimientos de preparacion de muestras de Lysholm y colabs, debido a que ellos
reportan proporciones de lecturas similares a las obtenidas en este trabajo, pero a apartir de

muestras congeladas.

Proponemos revisar otras estrategias de secuenciacion masiva, a partir de muestras
individuales, utilizando grupos de muestras, pero etiquetadas de forma individual y por otra
parte probar las técnicas de captura y comprar cual de las estrategias es la mas adecuada

para el diagnostico y la vigilancia epidemiolédgica.

Evaluar a cada uno de los individuos que conformaban los grupos estuidiados con
oligonucledtidos especificos, generados a partir de las lecturas obtenidas en este estudio. Lo
anterior permitiria conocer con técnicas mas sensibles, si algunas de las lecturas

corresponden verdaderamente a los virus encontrados ¢ son producto de wuna
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contaminacion. Aunado a lo anterior proponemos adicionar un grupo control sin IRA, para
conocer si algunos microorganismos se encuentran presentes en individuos sanos y poder

hacer asociaciones con la presencia 6 ausencia de los microorganismos y la enfermedad.

Correlacionar la historia clinica de los pacientes y la severidad de la enfermedad, con la
presencia de los virus, bacterias, parasitos y hongos. También proponemos estudios
complementarios a la secueciacion, donde se evaluien las propiedades fenotipicas, tropismo
y como interaccionan los microorganismos con los otros componentes de la microbiota, asi
como el sistema inmunologico del hospedero para poder integrar los resultados y conocer
los efectos moduladores de los microbios y determinar la dindmica de las enfermedades

para poder mitigarlas o evitarlas.
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XII. ANEXO

Tabla Al. Mezcla de reaccion 1, para hexdmeros (izquierda) y hexameros unidos a M13

(derecha).

Hexameros del ensayo comercial Hexameros unidos a M13
Componente (nL) Componente (uh)
Pool (RNA) 10 Pool (RNA) 10
Oligonucleotido 2 Oligonucleo6tido 2
Hexamero Hexamero unido a M13
Agua 1 Agua 1
Total 13 Total 13
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Tabla A2.- Mezcla de reaccion 2, donde se observa la concentracion y volumen de cada

componente de la reaccion para realizar la retro transcripcion.

Componente Concentracion | Volumen (uL)
Mezcla de reaccion 1, con
Hexameros y hexameros M13, -- 13
respectivamente

Buffer transcriptor 5x 4
Transcriptor 20 U/ uL 0.5
Inhibidor de RNAsa 40 U/ uL 0.5
dNTPs 10 mM 2
Total -- 20
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Tabla A3.- Mezcla de reaccion para sintesis de dSDNA con fragmento klenow.

Componente Concentracion | Volumen (uL)
Bufter 10x 2.5
dNTPs 10mM 1

M13 random 20 uM 1

Agua -- 15.5
cDNA/DNA viral -- 5
Total -- 25

Tabla A4. Mezcla de reaccion para la amplificacion de las secuencias M13

Componente Concentracion | Volumen (uL)

Buffer 10x 2.5
M13 (sin hexamero) 20uM 0.25
M13 random 20uM 0.25
Sulfato de magnesio 50mM 0.75
dNTPs 10mM 0.5
Agua -- 15.5
Taq 5U/uL 0.25

dsDNA -- 5

Total - 25
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Tabla AS.- Mezcla de reaccidon para preparar productos de amplificacion de 16S ribosomal.

Componente Concentracion | Volumen (pL)
Buffer de PCR 10X 2.5
sin Mg
dNTPs 10 mM 0.5
MgCl12 50 mM 0.75
Oligonucleotido 1 1 uM 5
Oligonucleotido 2 1 uM 5
Platinium Taq 0.2
DNA bacteria 5ng 2.5
H20 -- 7.55
Volumen final -- 25
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