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Glosario
e Amplicon

Fragmento de ADN amplificado por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
0 cualquier otro proceso que dé lugar a la produccion de diferentes copias de
ese fragmento.

e Bray Curtis

La diferencia total en la abundancia de especies entre dos sitios, dividido para la
abundancia total en cada sitio.

e Cebador aleatorio

Los cebadores aleatorios consisten en una mezcla de oligonucleétidos que
representan todas las posibles secuencias hexdmeras. Los cebadores hexameros
aleatorios se usan comunmente para cebar DNA o RNA monocatenario para la
extension por DNA polimerasas o transcriptasas inversas.

e Ciencias Omicas

Son las ciencias que permiten estudiar un gran nimero de moléculas, implicadas
en el funcionamiento de un organismo, como genes, proteinas y metabolitos,
permitiendo la creacion de la gendmica, protedmica, metabolémica, entre otras.

e Diversidad Alfa
Es la diversidad media de especies en un sitio a escala local.

e Diversidad Beta

Se aplica al grado de cambio en la composicion de una comunidad entre una unidad
de muestreo y otra a lo largo de gradientes, o0 a la variacién en la composicién de la
comunidad entre las unidades de muestreo.

e Enzimas de restriccion
Una enzima de restriccion es una proteina aislada a partir de bacterias que cortan
secuencias de ADN en sitios especificos de la secuencia, lo que produce
fragmentos de ADN con una secuencia conocida en cada extremo.

e Genoma

Secuencia de nucledtidos que constituye el ADN de un individuo o de una especie



e llumina

Desarrolla, fabrica y comercializa sistemas integrados para el analisis de la variacion
genética y la funcion bioldgica.
e indice de Shannon

Se usa en ecologia u otras ciencias similares para medir la biodiversidad especifica,
gue en la mayoria de los ecosistemas naturales varia entre 0,5y 5.

e indice de Simpson

Es un indice de dominancia mas que de diversidad y representa la probabilidad de
gue dos individuos escogidos al azar pertenezcan a la misma especie.

e Material Genético

Cualquier material de origen vegetal, animal o microbiano u otro que tenga
informacion genética y que la transmita de una generacion a la siguiente. Esa

informacion controla la reproduccién, el desarrollo, el comportamiento, etc.
e Phred Quality Score

El nivel de calidad Phred es una medida de calidad en la identificacién de las

nucleobases generadas por la secuenciacion automatizada de ADN.
e Regiones hipervariables V3 y V4

Zonas especificas de variabilidad genética del ARN ribosomal 16S. Siendo las
regiones V3 y V4 las que presentan mayor variabilidad, permitiendo obtener una

asignacion taxonémica mas precisa.
e Software RStudio

RStudio es un entorno de desarrollo integrado para el lenguaje de programacion R,

disefiado para hacer analisis estadisticos y graficos.


https://es.wikipedia.org/wiki/Ecosistema

e Taq Polimerasa

La Tag polimerasa es como se conoce comunmente a la enzima ADN polimerasa
de Thermus aquaticus, una bacteria. Es la polimerasa mas frecuente y de bajo

costo que se puede usar para realizar una PCR.
e Taxa

Es el plural latino de taxdn, el término es usado en la terminologia de la clasificacion

bioldgica para referirse a un grupo de organismos de cualquier rango.
e TM7X

Nanosynbacter lyticus tipo cepa TM7x. Es un filotipo de uno de los filos méas
enigméaticos de Candidatus Saccharibacteria, es el inico miembro del filo que se ha
cultivado con éxito a partir de la cavidad oral humana y se ha mantenido estable in

vitro.
e Unifrac ponderado

UniFrac es una métrica de distancia utilizada para comparar comunidades
bioldgicas, cuantitativamente, donde toma en cuenta la abundancia de organismos

encontrados.
¢ Unifrac no ponderado

UniFrac es una métrica de distancia utilizada para comparar comunidades
biologicas, cualitativamente solo considerando la presencia o ausencia de

microorganismos.


https://williamstanley.es/wiki/Distance_metric
https://williamstanley.es/wiki/Community_(ecology)
https://williamstanley.es/wiki/Community_(ecology)
https://williamstanley.es/wiki/Distance_metric
https://williamstanley.es/wiki/Community_(ecology)
https://williamstanley.es/wiki/Community_(ecology)

Glosario de abreviaturas

e ASV

“Variantes de Secuencia de Amplicdn” se refiere a una secuencia Unica que se
asigna a un grupo taxonomico. Los métodos ASV infieren las secuencias biologicas
en la muestra antes de la introduccion de los errores de amplificacion y
secuenciacion, distinguiendo las variantes de secuencia que difieren en tan solo un

nucledtido.
e FAIR

Por sus siglas en inglés “Principios de localizacion, accesibilidad, interoperabilidad

y reutilizaciéon”.
e |IVS

Por sus siglas en inglés “Secuencias de intervencion, decir un intron” (region en el

interior de un gen).

e 16STrARN

El ARN ribosomal 16S (ARNr 16S o 16S rRNA) es el componente de la subunidad
menor (30S). La secuenciacion del ADNr 16S es particularmente importante en el
caso de bacterias con perfiles fenotipicos inusuales, bacterias raras, bacterias de

crecimiento lento, bacterias no cultivables e infecciones con cultivos negativos.
e ICADN

El ADN circular puede encontrarse en forma relajada o en forma superenrollada. En
la forma relajada, el circulo se halla desplegado sobre un Unico plano; en la forma
superenrollada el contorno del circulo va girando sobre si mismo de manera tal que

adquiere profundidad.
e rADN

El ADN recombinante (rADN) es una tecnologia que utiliza enzimas para cortar y
unir secuencias de ADN de interés. Las secuencias de ADN recombinado se pueden
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colocar en unos vehiculos llamados vectores que transportan el ADN hacia el lugar

adecuado de la célula huésped donde puede ser copiado o expresado.
e RNasas

Las RNasas son proteinas con actividad enzimatica presentes en bacterias, hongos,
plantas superiores y mamiferos, que participan en procesos fisiologicos diversos

tales como: muerte celular, replicacion del DNA, transcripcion, procesamiento y

edicion del RNA, defensa del y control del crecimiento tumoral.

e I[N
Operones de ARN ribosomal.
e RT-PCR

Método que se usa para hacer muchas copias de una secuencia genética especifica
con el fin de analizarla. Se usa una enzima llamada retrotranscriptasa que convierte
un trozo especifico de ARN en un trozo de ADN compatible. Luego, otra enzima
llamada ADN-polimerasa amplifica ese trozo de ADN. Las copias de ADN
amplificadas ayudan a identificar si hay un gen que produce la molécula especifica
de ARNm.

e PCoA
Andlisis de coordenadas principales
e PCR

Son las siglas por las que se conoce a la reaccidén en cadena de la polimerasa. Esta
técnica permite amplificar pequefias regiones especificas del ADN en laboratorio.
Es decir, consigue que un pequefio segmento de ADN que pasaria desapercibido

en un analisis cualquiera se multiplique millones de veces y asi sea facil de detectar.

11



e OTU

“Unidad Taxondmica Operacional” es el grupo de organismos actualmente en
estudio. En este sentido, una OTU es una definicibn pragmatica para agrupar

individuos por similitud.

e Valorde “p

Si el valor p es menor que 0,05, rechazamos la hipétesis nula de que no hay
diferencia entre las medias y concluimos que si existe una diferencia significativa.
Si el valor p es mayor que 0,05, no podemos concluir que existe una diferencia

significativa.
e VPH

Virus del Papiloma Humano.

12



1.0 Resumen

Los estudios de Metataxondmica son procesos de alto rendimiento los cuales nos
permiten caracterizar la microbiota, creando arboles metataxénomicos y mostrando
las relaciones entre todas las secuencias obtenidas. Son una opcion rapida y
econdmica cuando la microbiota es conocida, ademas de tener el potencial de
mejorar los diagndsticos, al ser un procedimiento relativamente nuevo aun no se
cuentan con protocolos estandarizados sobre los pasos que conllevan, por lo cual

algunos de estos podrian introducir sesgos o inhabilitar su reproducibilidad.

Por lo tanto, se decidi6 analizar la calidad en las lecturas secuenciadas del gen 16S
ARNr por secuenciacién masiva paralela de la region hipervariable V3-V4 para la
asignacion taxondmica en funcion del método de recoleccion de la muestra,

almacenamiento, procesamiento de muestra y de datos.

Se utilizaron 50 muestras salivales de pacientes sanos y pacientes con
adenocarcinoma pulmonar del Laboratorio de Gendmica Clinica, las cuales debian
contar con lecturas forward y reverse, datos de recoleccion, calidad de las lecturas,

las cuales fueron analizadas posteriormente con el software Rstudio.

Se destacan aspectos importantes, como la importancia del uso de buenas practicas
al momento de la recoleccion de la muestra, ademas de la necesidad de
perfeccionarlas y asi mejorar la reproducibilidad de estos estudios. Asi como la
influencia del tiempo de almacenamiento, kit de extraccion y calidad de ADN.

Encontrando diferencias significativas en algunas de estas.

13



2. Antecedentes

2.1 Microbiota
La microbiota es un ecosistema complejo de microorganismos formado por
bacterias, virus, protozoos y hongos, que viven en diferentes nichos del cuerpo
humano, como el tubo gastroentérico, la piel, la boca, el sistema respiratorio y la
vagina. Mas del 70% de la microbiota vive en el tracto gastrointestinal en una
relacion mutuamente beneficiosa con su anfitrion. La microbiota juega un papel
importante en muchas funciones metabdlicas, incluida la modulacion de la
homeostasis de la glucosa y los lipidos, la regulacion de la saciedad, la produccion
de energia y vitaminas. Ejerce un papel en la regulacion de varios mecanismos
bioquimicos vy fisiologicos a través de la produccion de metabolitos y sustancias.
Ademas, la microbiota juega un papel importante en acciones anticancerigenas y
antiinflamatorias (1-3).

Responde y se adapta a los cambios en el huésped, un ejemplo de esto es la
inflamacion. La alteracion de la microbiota oral puede estar intimamente asociada a

enfermedades bucales y sistémicas. (1)

Los microorganismos asociados con el cuerpo humano, en especifico las bacterias,
se estima superan en numero a las células humanas dentro de un individuo en un

orden de magnitud. (2)

Microbiota oral

El microbioma oral es muy diverso e incluye bacterias, hongos, virus, arqueas y
protozoos. En la cavidad bucal estan presentes aproximadamente 700 especies y
la mayoria de ellas son autoctonas. Entre ellas, aproximadamente el 54% han sido
cultivadas y nombradas, el 14% son cultivadas, pero no nombradas, y 32% se
conocen sélo como filotipos no cultivados. En la actualidad un nimero creciente de
estudios han demostrado que la microbiota oral desempefia un papel vital en la

patogénesis y desarrollo de muchas enfermedades bucales y sistémicas. (2)
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Microbioma

El microbioma hace referencia a la coleccion de genomas de todos los
microorganismos del medio. La obtencién de una vision integral de los ecosistemas
microbianos asociados con el cuerpo humano (el microbioma humano) se ha hecho
posible gracias a los avances en los analisis “Omicos” y a las técnicas de

secuenciacion de nueva generacion (NGS).

2.2 Métodos para el estudio del Microbioma

Metagenomica (whole shotgun metagenomic sequencing)

La metagendmica es la disciplina que estudia el material genético de los
microorganismos que componen un ambiente particular, en un estudio
metagendmico no es necesario cultivar cada organismo para poder estudiarlo.
Tiene la ventaja de poder evaluar la totalidad de los organismos presentes, sin la
necesidad de dirigir la busqueda hacia un grupo particular. El anélisis metagendmico
cuantitativo crea un perfil de genes y especies, que permite la identificacion y

clasificacion filogenética tanto de los conocidos como de los nuevos. (4)
Metataxondmica (16S rRNA gene sequencing)

Metataxondmica es un término que se propone y define como el proceso de alto
rendimiento utilizado para caracterizar toda la microbiota y crear un arbol
metataxondmico, que muestra las relaciones entre todas las secuencias
obtenidas. Si bien los virus son una parte integral del microbiota, no hay genes
marcadores virales universales disponibles para realizar tales asignaciones
taxondmicas. (5) Las secuencias 16S amplificadas por PCR se agrupan en funcion
de la similitud para generar Unidades Taxonomicas Operativas (OTU), Tablas de

Variante de Amplicon (ASV) y en la reconstruccion de relaciones filogenéticas.

La metataxondmica es una opcion rapida y economica cuando el microorganismo
de interés es una bacteria conocida, pero si hay microorganismos desconocidos,

nuevos, una mezcla de virus, hongos y bacterias, entonces la metagenémica sera
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una mejor opcion. (6) La metataxondémica y la metagendmica, con su independencia
y riqueza de datos, tienen el potencial de mejorar los diagnésticos. Pero antes de
qgue cualquiera de estos métodos pueda integrarse por completo en los protocolos
de diagndstico, sus beneficios relativos deben compararse y validarse mediante
métodos de cultivo. (6)

2.3 ¢Qué es el ARNr 16S?

El ARNr 16S es un polirribonucledtido de aproximadamente 1500 nucledétidos
codificado por el gen rrs, también denominado ADN ribosomal 16S. Las secuencias
16S amplificadas por PCR se han agrupado tipicamente en funcién de la similitud
para generar unidades taxondmicas operativas (OTU) y secuencias OTU
representativas en comparacion con bases de datos de referencia para inferir una

taxonomia probable.

Las secuencias 16S también se han explotado utilizando métodos de bajo
rendimiento para distinguir cepas (a veces llamadas subespecies) basandose en
polimorfismos dentro del gen. Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) se han
utilizado para rastrear cepas de relevancia clinica o cuando estan vinculadas de
manera estable a otras partes del haplotipo bacteriano, para predecir caracteristicas
fenotipicas, en la actualidad, la gran mayoria de los estudios secuencian solo una

parte del gen, utilizando la plataforma Illumina en su mayoria.
Uso en investigacion

16S (ARNr 16S), originalmente propuesto por Pace y col. (1986), fue presentado
como una buena opcidén para la clasificacion de bacterias. La idea fue rapidamente
adoptada por la comunidad cientifica y la secuencia del ARNr 16S se ha utilizado
para conformar bases de datos especializadas. Lo anterior ha permitido que las
secuencias del ARNr 16S sean utilizadas como una herramienta importante en la
reconstruccién de relaciones filogenéticas. Ademas, el uso de secuencias del ARNr

16S facilité el establecimiento del proyecto arbol de la vida universal (AllSpecies
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Living Tree Project), el cual se ha constituido como una referencia de relacion de
procariotas facilmente organizada en bases de datos dinamicas que compilan los

datos de todas las secuencias accesibles del gen ARNr 16S. (7)

Caracteristicas

e Estructura secundaria que se caracteriza por tener segmentos de doble
cadena que permiten la formacion de asas y hélices.

e EI ARNr 16S contiene nueve regiones (V1-V9) menos conservadas o
hipervariables (Baker y col. 2003), que son las que aportan la mayor
informacion util para estudios de filogenética y taxonomia

e Las regiones conservadas son de gran ayuda para disefar iniciadores
universales que permitan la amplificacion de las diversas regiones
hipervariables de la gran mayoria de los ARNr 16S de los microorganismos
presentes en una comunidad.

e Laregion del gen ARNr 16S que amplifican, tiene un efecto determinante en
la descripcion de la diversidad bacteriana de muestras ambientales.

e Pese a estos inconvenientes, el uso del ARNr 16S como marcador sigue
siendo la herramienta mas fuerte para el entendimiento de las comunidades
bacterianas de todos los ambientes estudiados.

e EIl grado de heterogeneidad del gen de ARNr 16S intragendmico entre
bacterias varia de 0 a 11,6% de divergencia de secuencia para 1 a 15 copias
del gen de ARNr 16S. Se encontré que el sesenta y dos por ciento de las
bacterias con mas de una copia del gen del ARNr 16S mostraban algun grado

de heterogeneidad intragendémica para este gen. (7)

Ventajas del 16S

e Primero, ha eliminado las variantes de secuencia de artefactos menores
debido a la amplificacion por PCR y los errores de secuenciacion al colapsar

secuencias en grupos.
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Disminuye las variantes de secuencia legitimas que existen entre taxa
bacterianos estrechamente relacionados.

Su funcién esencial, ubicuidad y propiedades evolutivas, le han permitido
convertirse en el marcador molecular mas utilizado en ecologia microbiana.
Hay multiples copias de este gen en una bacteria determinada.

Este procedimiento revolucioné la ecologia microbiana y cambid
permanentemente la forma en que estudiamos los procariotas en el medio
ambiente.

La adopcidn de herramientas moleculares por los ecologistas microbianos ha
mejorado rapidamente nuestro conocimiento de la abundancia, diversidad y
funcién de las procariotas.

Los grupos taxondmicos para los que se compilaron alineaciones cubren
multiples niveles taxondmicos, incluido el dominio (Bacteria), filo
(Actinobacteria, Firmicutes y Proteobacteria), orden (Bacillales,
Enterobacteriales y Lactobacillales), clase
( Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria ), familia (Chlamydiaceae y
Mycoplasmataceae ), género ( Streptococcus ) y especies / subespecies

( Shreptococcus). (7)

Desventajas

Ninguno de los métodos moleculares basados en ARNr 16S permite una
representacion precisa de las comunidades microbianas.

El sesgo se introduce en el analisis de la comunidad molecular por muchos
factores mecanicos, como el manejo de muestras, la fijacion, la extraccion de
ADN y la PCR, también se crea por la existencia de multiples copias
heterogéneas del gen de ARNr 16S dentro de un genoma. (8)

Si se elige un solo gen de ARNr 16S para representar una cepa, la filogenia
obtenida puede cambiar significativamente dependiendo de qué copia se
eligio.

Dificultan la separacion entre comensales estrechamente relacionados a
nivel de especie, y los enfoques basados en el ARNr 16S tampoco
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proporcionan informacién sobre rasgos bacterianos como la virulencia, la

adherencia o la resistencia antimicrobiana. (7, 8)

Alternativa

Un marcador alternativo al gen de ARNr 16S para estudios de ecologia microbiana
molecular es el gen de copia Unica que codifica la subunidad B de la ARN

polimerasa. (8)

2.4 Sesgos en Metataxonomica

El sesgo es una forma ubicua y particular de error sistemético que surge de las
diferentes eficiencias con las que se miden varios taxa (es decir, preservados,
extraidos, amplificados, secuenciados o0 identificados y cuantificados
bioinforméticamente) en cada paso. Incluyen opciones relacionadas con la
recoleccion de muestras, almacenamiento y preservacion de muestras, extraccion
de ADN, cebadores amplificadores, tecnologia de secuenciacion, longitud y
profundidad de lectura, las diferentes bases de datos para alineacion de secuencias

y técnicas de andlisis bioinformético. (9)

Cada paso fisico, quimico y biolégico involucrado en el andlisis molecular de un
ambiente es una fuente de sesgo que conducira a una vision distorsionada del
"mundo real". A continuacion, se presenta un resumen de los errores reportados del
enfoque ecoldgico molecular que pueden resultar en una descripcion erronea de la
diversidad de un nicho ecolégico, asi como las recomendaciones para limitar su
efecto. (10)

Disefio de Estudios de Metataxondémica
Posibles factores de confusion en estudios en humanos: estilo de vida y factores

clinicos

1. Aplicar criterios de exclusion (ejemplo, lista de criterios de exclusion del
Proyecto de Microbioma Humano) (9)

2. Equilibrar los factores clinicos entre los grupos experimentales.
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3. Seleccionar cuidadosamente los grupos control.
Grupo (s) control

1. El grupo control apropiado debe tener un fenotipo clinico distinto del que se
esta estudiando, al mismo tiempo que coincide con otros criterios relevantes
para evitar factores de confusion.

2. En los estudios longitudinales, los individuos pueden usarse como Su propio
control mediante la recoleccion de muestras de referencia antes y después
del tratamiento.

3. Seleccionar varios grupos control sobre varios criterios puede proporcionar

mas informacion.

Muestreo Recomendado en Estudios de Metataxondmica

La estrategia analitica necesaria para obtener una libreria representativa del
ecosistema depende en gran medida del nUmero esperado de miembros de su
poblacién. El rango de diversidad microbiana se puede estimar inicialmente a partir
de:

(1) El ndmero de diferentes morfotipos determinados por microscopia de
fluorescencia después de la tincién especifica que se une al ADN de

células vivas Unicamente.

(i) Parametros fisicos y quimicos del sitio de muestreo como el pH,

temperatura o sustratos suministrados.

(i)  Preseleccion de la diversidad mediante electroforesis en gel
desnaturalizante de rADN16S amplificado. (10)

Se debe tener especial cuidado durante su transporte al laboratorio para evitar la

pérdida de acidos nucleicos debido a la lisis de las muestras.
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Momento y frecuencia de la recoleccion de muestras
1. El muestreo transversal de pacientes es apropiado para las firmas de
microbioma de diagnostico y factible para tipos de microbioma
temporalmente estables. Tiene la ventaja de que se pueden analizar mas

individuos.

2. Se debe elegir un muestreo repetido a lo largo del tiempo cuando se quiere
obtener una idea de la dinamica temporal y una vision integral de los cambios
en la comunidad microbiana. También es apropiado para monitorear la
gravedad de la enfermedad o la respuesta a un tratamiento, para discriminar
entre disbiosis asociada a enfermedad y estados preclinicos. Para el

muestreo repetido, la frecuencia debe ser similar entre sujetos.

Procesamiento de muestras recomendado en estudios de Metataxondmica

Temperatura de almacenamiento

El almacenamiento a -80° C es un protocolo estandar, pero el impacto del
almacenamiento de archivos a largo plazo, la congelacién y descongelacién de
muestras en la integridad del microbioma sigue siendo una cuestion no resuelta. (9)
La recoleccion y el almacenamiento de muestras (incluidos los ciclos de
congelacion-descongelacién) tienen un impacto dependiente del tipo de muestra en

la composicion (diversidad y estructura) de la microbiota.
A continuacion, presentamos las recomendaciones para el almacenamiento
Almacenamiento a largo plazo:

a) La norma establece que deben congelarse a -80° C

b) Otro enfoque: liofilizacién y almacenamiento a temperatura ambiente o —20 °

C (Evaluacion de muestras regularmente) (11)
Almacenamiento a corto plazo (pocos dias):
a) Almacenamiento a 4 ° C: efecto minimo (frente a —=80° C) (11)

c) Soluciones estabilizantes
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d) Ademas de los estudios basados en ADN, los estudios que incluyen perfiles
de muestras de ARN y metabolomicos pueden necesitar requisitos de

almacenamiento mas estrictos (por ejemplo, estabilizadores de ARN)

e) Mantener la cadena de frio: minimizar los ciclos de congelacion-

descongelacion.

Coherencia: procedimientos, protocolos, informacion recopilada
1. Implementar procedimientos consistentes y minimizar las variables entre

grupos.

2. Recopilar la méxima informacion sobre muestras y procedimientos

experimentales para permitir la reproducibilidad.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN es una fuente importante de variacion y sesgo. El desafio
radica en la lisis eficiente de células microbianas heterogéneas en la comunidad sin
dafar sus genomas (algunas bacterias pueden resistir los métodos de lisis
mecanicos 0 quimicos comunes. Se sabe que la extracciéon de ADN tiene un gran
impacto en la abundancia aparente de algunos miembros de las comunidades
microbianas, y existen muchos kits comerciales distintos. Las especies bacterianas
difieren en la facilidad con que se lisan y por lo tanto, en la cantidad de ADN que
producen durante la extraccién de ADN y difieren en su nimero de copias del gen
ARNr 16Sy, por lo tanto, en la cantidad de producto de PCR que esperamos obtener

por célula.

La lisis insuficiente o preferencial de las células puede sesgar la vision de la
composicién de la diversidad microbiana, ya que el ADN o el ARN, que no se libera
de las células, no contribuira al analisis final de la diversidad. Por otro lado, deben
evitarse las condiciones rigurosas requeridas para la lisis celular de bacterias Gram-
positivas ya que este tratamiento puede conducir a acidos nucleicos altamente
fragmentados de células Gram-negativas. Los acidos nucleicos fragmentados son
fuentes de artefactos en experimentos de transcripcion inversa o amplificacion por

PCR y pueden contribuir a la formacion de productos de PCR quiméricos. Ademas,
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varios componentes bioticos y abiodticos de los ecosistemas ambientales, como las
particulas inorganicas o la materia organica, afectan la eficiencia de la lisis y pueden

interferir con la purificacion del ADN y los pasos enzimaticos posteriores.
De acuerdo con lo anterior se proponen las siguientes recomendaciones:

1) Realizar una combinacion de procedimientos de lisis quimicos y mecanicos para
obtener una captura de la composicion comunitaria mas precisa.

2) Utilizar protocolos especificos de procesamiento de muestras y kits comerciales
gue maximicen el rendimiento, la calidad y la integridad de la extraccion de ADN
de la estructura y diversidad de la comunidad microbiana.

3) Utilizar el mismo procedimiento durante todo el estudio.

4) Procesar todas las muestras:

I) Una al lado de la otra

i) Utilizar el mismo lote de reactivos

iii) Si se utilizan varios kits, trate el 'lote del kit' como un factor en el andlisis
estadistico

iv) Si hay muestras de biomasa alta y baja, comprometerse con un tipo de

kit para todas las muestras.

Calidad de ADN (Pureza, Integridad y Cantidad)

En particular, los sesgos en la cobertura de secuencias gendémicas pueden deberse
a las condiciones de crecimiento, la fase de crecimiento del organismo, el sesgo de
clonacion, la eficiencia de secuenciacion, el nimero relativo de copias del genoma,
la eficiencia de extraccion de ADN donde se ha demostrado que la estructura de la
membrana celular puede tener un efecto significativo. Ademas, la cantidad de ADN
de un organismo que esta disponible para formar parte de una biblioteca de
secuenciacion depende de la eficiencia del protocolo de extraccion de ADN. En una
muestra mixta, los organismos con paredes celulares gruesas pueden producir
relativamente poco ADN, lo que lleva a una sobrerrepresentacion de ese organismo

en la biblioteca de secuenciacion final. (12)
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El método mas utilizado para determinar la calidad del ADN es la relacion de
absorbancia a 260 y 280 nm (A260 nm/A280 nm). Los cocientes en torno a 1,8
indican que el ADN es de buena calidad, mientras que los valores mas bajos indican
contaminacion por proteinas, ya que éstas tienen un pico de absorcién a 280 nm
resultante de los aminoacidos aromaticos. Los valores méas altos indican
contaminacion de ARN. EI ADN también puede evaluarse en un gel para determinar
su tamafio. Como comprobacion de la identidad de la muestra de ADN, se pueden
determinar las repeticiones de microsatélites altamente polimérficas y compararlas

con otra fuente de ADN del mismo individuo. (12)

Contaminacion

La contaminacion puede tener un impacto significativo al estudiar muestras con baja
biomasa microbiana, como las muestras salivales. Cada kit o reactivo puede
introducir contaminantes Unicos, que a veces varian en su abundancia en orden de
magnitud y pueden esconder la verdadera sefial biolégica de muestras de baja
biomasa. Por lo tanto, un analisis mas detallado de la contaminacion de los reactivos
y las contramedidas para reducirla podria ser de gran valor en esta area. (9) Sin
embargo, la presencia de dicho ADN contaminante, generalmente asociado con
estudios basados en PCR, no se ha informado de su posible impacto en los estudios
de perfiles basados en genes de ARNr 16S de alto rendimiento. La presencia de
secuencias contaminantes es mayor en muestras de baja biomasa (sangre, pulmon
o saliva) que en muestras de alta biomasa (heces fecales), lo que sugiere que existe
un punto critico, en el que el ADN contaminante se vuelve dominante en las

bibliotecas de secuencias. (9)

Las posibles fuentes de contaminacién del ADN incluyen, agua de grado de biologia
molecular que esté expuesta a contaminacién, reactivos de PCR vy los propios kits
de extracciéon de ADN. Por ejemplo, la contaminacion del agua por géneros de
bacterias del suelo incluyendo Acinetobacter, Alcaligenes, Bacillus,
Bradyrhizobium, Herbaspirillum, Legionella, Leifsonia, Mesorhizobium,
Methylobacterium, Microbacterium, Novosphingobium, Pseudomonas, Ralstonia,

Sphingomonas, Stenotrophomonas y Xanthomonas.
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Salter y cols, investigaron el impacto de la contaminacion en los estudios de
microbiota, asi como métodos para limitarlo. Observaron que existe una variacion
en el contenido de contaminantes entre los laboratorios, lo que puede deberse a
diferencias entre los lotes de reactivos / kits o los contaminantes introducidos por el
ambiente del laboratorio. (13) Los autores proponen realizar un analisis in
silico para los estudios de microbiota y asi identificar los contaminantes que se
secuenciaron utilizando controles negativos o bases de datos de contaminantes
para eliminarlos del andlisis final. (13) También sugieren que el conocimiento de las
especies contaminantes comunes, la recopilacion cuidadosa de controles para
cubrir diferentes lotes de muestreo, kits de extraccion y PCR ademas de la
secuenciacion para monitorear el contenido de estos controles, podria mitigar el

efecto de estos contaminantes. (13)
ADN contaminante

El ADN contaminante, que contiene la secuencia diana especifica de la reaccion de
PCR involucrada, puede conducir tanto a la amplificacion en controles negativos sin
que se agregue ADN externo como a la coamplificacibn en reacciones
experimentales. El analisis directo de estos amplicones mezclados artificialmente
mediante secuenciacion o hibridacién conduciria a resultados ambiguos, mientras
que la clonacion o electroforesis en gel y el analisis posterior simularian la diversidad

de secuencias que en realidad no existen. (10)

El ADN no especifico puede introducirse en reacciones de PCR como
contaminantes de tubo a tubo, es decir, los productos de amplificacién de
reacciones anteriores se transfieren involuntariamente a reacciones recientes o
mediante reactivos contaminados. Varios informes describieron estas Ultimas

contaminaciones como ADN bacteriano. (10)

La amplificaciéon de genes de ARN ribosémico parece ser extremadamente sensible
a la contaminacion del ADN bacteriano, ya que las regiones universalmente
conservadas de genes bacterianos sirven como secuencias diana. Maiwald y col.

Taq polimerasa es contaminada por ADN caracterizado que se amplifico durante la
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PCR con un juego de cebadores para LegionellaGen de ARNr 5S. Sus resultados
indican que no es la bacteria utilizada para la produccién de la enzima recombinante

sino las bacterias contaminantes del suelo fueron el origen del ADN extrafio. (10)

Se han desarrollado varias estrategias para evitar o eliminar la contaminacion del
ADN, que incluyen tanto la organizacion del laboratorio como los sistemas de
descontaminacion, probando la confiabilidad de varios procedimientos de
descontaminacion donde encontraron que el tratamiento con UV y la digestion con

uracilo ADN glicosilada antes de la PCR eran los mas efectivos. (10)

Secuenciacion

Cebadores

La amplificacion selectiva (por ejemplo, 16S, 18S, ITS) de regiones génicas
especificas ha sido durante mucho tiempo estandar para la secuenciacion de
comunidades microbianas, pero introduce sesgos y omite organismos y elementos
funcionales del andlisis. (11) Sinha Ry cols., reportaron que la adecuada eleccién
del cebador de amplificacion 16S produjo un efecto mayor en los datos de
secuenciacion que en la profundidad de secuenciacién, el almacenamiento y

transporte de la muestra. (9)
e La eleccion de los cebadores depende de:

a. Estudios previos
b. Gen marcador al objetivo

c. El nivel de resolucidn necesario para el analisis filogenético

e La eleccién de la regidn es mas importante que la longitud del amplicén
e Los cebadores se dirigen a los tipos de microbios a identificar [p. Ej., 16S

para bacterias, espaciador transcrito interno (ITS) para hongos]

En la amplificacion por PCR del 16S rDNA / rcDNA de microbiota compleja, una
mezcla de moléculas homoélogas sirve como molde. EI ADN amplificado sélo puede
reflejar la abundancia cuantitativa de especies si las eficiencias de amplificacién son

las mismas para todas las moléculas. Esto requiere varios supuestos:

26



() Todas las moléculas son igualmente accesibles para la
hibridacion del cebador.

(i) Los hibridos cebador-molde se forman con la misma eficacia.

(iii) La eficacia de extensién de la ADN polimerasa es la misma
para todos los modelos.

(iv) Las limitaciones  por el agotamiento del sustrato afectan de

manera equivalente las extensiones de todas las plantillas.

Estas suposiciones parecen dificiles de mantener, ya que los cebadores universales
empleados para la amplificacion de rDNA / rcDNA contienen a menudo

degeneraciones que pueden influir en la formacién de hibridos de cebador-molde.

La eficiencia de hibridacién y la especificidad de los cebadores influyen en la
amplificacion por PCR de las plantillas de rDNA 16S mixtas. La union subdptima del
cebador dard como resultado una amplificacion menos eficaz del ADN respectivo.
Especialmente los cebadores universales o especificos de dominio deben tener una
eficiencia de hibridacion uniforme para garantizar la amplificacion de todos los ADNr

16S diana o regiones hipervariables del mismo.

PCR

Las amplificaciones por PCR pueden provocar sesgos cuando la concentracién del
templado de ADN es baja o el nimero de ciclos de PCR es alto. El nUmero de pasos
de amplificacion también podria generar sesgos. Aunque es un método de rutina
para cultivos puros, surgen varios problemas cuando los métodos se aplican a
comunidades ambientales:

(1) Inhibicidn de la amplificacion por PCR por contaminantes co-extraidos
(i) Amplificacién diferencial
(i)  Formacion de productos de artefactos de PCR

(iv)  ADN contaminante
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(v) Variaciones de la secuencia del ARNr 16S debido arrn.La
heterogeneidad del operdn conduciria inevitablemente a un reflejo

sesgado de la diversidad microbiana.

Formacion de artefactos de PCR

La aparicion de artefactos de PCR es un riesgo potencial en el andlisis de microbiota
compleja mediado por PCR, ya que sugiere la existencia de organismos que en
realidad no existen en la muestra investigada. Se han informado varios tipos de
artefactos de PCR: (10)

0] Quimeras entre dos moléculas homologas diferentes.

Se ha observado ampliamente la recombinacion in vitro de ADN homdélogo que
conduce a moléculas quiméricas compuestas por partes de dos secuencias
diferentes, esto no se limita a la amplificacion del ADNr 16S a partir de microbiota

compleja.

Se pueden generar quimeras entre dos moléculas de ADN diferentes con alta
similitud de secuencia (es decir, genes homoélogos) durante el proceso de PCR, ya
que las cadenas de ADN compiten con cebadores especificos durante la etapa de
hibridacién. (10)

Ademas de la sintesis de cadena incompleta durante el proceso de PCR, se ha
sugerido que el dafio del ADN promueve la formacién de moléculas quiméricas en
la coamplificacion por PCR de moldes con similitudes de secuencia
elevadas. Paabo y col. investigaron la influencia de las roturas del molde causadas
por la digestion con enzimas de restriccion, la irradiacion UV, la sonicacion y la
depurinacion, sobre la coamplificacion por PCR de los genes de lisozima de vaca
tipo 2b y 3. Se demostré que todos los tipos de dafios en el ADN respaldan la
produccion de productos de PCR recombinantes. Dado que es probable que las
condiciones rigurosas de lisis celular para la preparacibn de ADN a partir de
muestras ambientales causen dafios similares a los descritos por P&ébo et al. Estos
hallazgos podrian tener un impacto significativo en la amplificacion del rDNA 16S

del microbiota complejo. (10)
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Concordando con el hallazgo de Liesack et al. en el que reportan la aparicion de
rDNA 16S quimérico en la PCR cuando se utiliz6 como molde DNA de baja masa
molecular (4-6 kilo base) en el analisis de un cultivo mixto de dos bacterias basofilas

estrictas. (10)
(i) Mutantes de delecion debido a estructuras secundarias estables.

Es bien sabido que las plantillas de PCR que contienen estructuras secundarias
estables a menudo producen una eficacia de amplificacion o mutagénesis por
deleciéon muy baja en los productos de PCR. Por ejemplo, los ARN ribosomales
generalmente exhiben estructuras secundarias intensivas, la RT-PCR podria
conducir a mutantes por delecion, que se excluiran del analisis posterior, ya que los
genes de ARNr 16S amplificados a menudo se seleccionan por tamafio para asi

evitar la clonacion o la electroforesis en gel de amplicones no especificos. (10)

Para evitar los problemas que surgen de las estructuras secundarias del molde
durante el proceso de PCR de Taq polimerasa, Chou recomendd el uso de la
proteina de unién al ADN monocatenario de E. coli en las reacciones de PCR o la
aplicacion de las ADN polimerasas, donde se describe que su capacidad de

procesar es mayor que la de Taq Polimerasa. (10)
(i)  Mutantes puntuales debido a la incorporacién erronea de ADN polimerasa.

Desde su primera aplicacion en reacciones de PCR, se sabe que Taq
Polimerasa presenta una tasa de incorporacion errénea intrinseca durante la
sintesis de cadenas, lo que puede conducir a sustituciones de bases. Segun lo
revisado por Eckert y Kunkel, las frecuencias de error observadas para la PCR

basadas en Tag polimerasa pueden variar desde aproximadamente un error por

cada 290 nucledtidos (3 x 10 =3) a un error por cada 5411 nucledtidos (2 x 10 4),

segun en las condiciones de reaccion utilizadas. Ford y col. Informaron de una tasa
de error aln mas baja de aproximadamente 2,6 x 10 -/ pb por ciclo. Se midieron
valores similares para la transcriptasa inversa. Stewart y col. Encontraron una tasa
de incorporacion errénea de un nucleotido por cada 700 bases para la ADN
polimerasa, en la amplificacion por PCR del genoma de ADN de 8 kilo bases del
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virus del papiloma humano VPH 16. Varias ADN polimerasas termoestables

contienen una actividad de exonucleasa (correccion de pruebas)

3 '—- 5, que da como resultado una tasa de incorporaciéon erronea

significativamente menor durante la sintesis de la hebra. (10)

Una tasa de error tan pequefia parece tener poco impacto en la evaluacion
filogenética de genes de ARNr 16S amplificados por PCR, ya que la tasa maxima
de incorporacion erronea daria lugar a cinco nucleotidos incorrectos para el gen
completo (aproximadamente 1500 pb), lo que corresponde a una divergencia de
secuencia del 0,3%. Sin embargo, si se realizan RT-PCR y/ o varios ciclos de PCR,
es decir, PCR anidada con cebadores especificos de grupo después de la
amplificacion especifica de dominio, o los clones recombinantes se analizaron
mediante amplificacion por PCR del inserto y secuenciacion del ciclo posterior
con Taq polimerasa, la incorporacion incorrecta puede acumularse dando lugar a
una mayor tasa de error. La presencia de nucleétidos mal incorporados (o mal
interpretados) es muy probleméatica cuando estan ubicados en sitios que han sido
seleccionados como diana de la sonda o cuando se utilizan pequefas diferencias
en la secuencia en la discriminacién de cepas. La evaluacion de la estabilidad de la
estructura secundaria puede ayudar a identificar tales nucle6tidos erroneos. (10)

e Variaciones de la secuencia del rRNA debido a la heterogeneidad del operén

.

Los genes de ARNr 16S de algunas bacterias y arqueas reflejan la aparicion de rrn
inter e intraespecificas heterogeneidades del operdn. Estas diferencias pueden
interferir con el analisis de bibliotecas de clones de rDNA 16S o patrones de
electroforesis en gel derivados de ecosistemas ambientales, ya que no esta claro si
una secuencia de rDNA 16S representa un organismo distinto o es solo un gen
representativo de todo el operén rRNA 16S de un organismo. Debido a que es
probable que los IVS se introduzcan en genes de ARNr 16S por transferencia lateral,
su inclusion en analisis filogenéticos puede conducir a resultados erroneos. Por lo
tanto, estas idiosincrasias de secuencia deben excluirse antes del analisis

filogenético. Ademas, los IVS informados podrian conducir a la exclusién de los
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respectivos rDNAs 16S ya que a la PCR a menudo le sigue la seleccion del tamafio

de los amplicones para evitar analisis posteriores de productos no especificos. (10)

Pasos previos y posteriores a la PCR separados

1.

Incluir controles negativos en los diferentes pasos de procesamiento de
muestras y prueba de contaminacién

Control de 'hisopo en blanco': hisopo estéril abierto en el laboratorio de
secuenciacion se somete a un protocolo de secuenciacion completo

Control de 'extraccion en blanco': extraccibn de ADN y todos los pasos
posteriores se realizan sin material adicional

Control de 'biblioteca en blanco’: no se aplica el protocolo de extraccion y se
utiliza agua libore de ADN como entrada de los pasos posteriores a la
extraccion para generar la biblioteca

Si la biomasa microbiana es baja, se pueden agregar controles adicionales
en cuanto a la recoleccion de muestra

Si el resultado en términos de productos de PCR no es negativo, secuenciar

el control negativo y restar esas secuencias computacionalmente.

Para minimizar el sesgo:

1.

Reunir multiples PCR para cada muestra
Preincubar con RNasas
Utilice polimerasas correctoras de errores, tiempos de hibridacién mas largos
para reducir la formacién de quimeras, potenciadores de PCR para mejorar
los rendimientos.
Amplificacién en un solo paso:
a. Adecuado si se trabaja con un tipo de amplicén de muchas muestras
b. No apto para amplificacion de cebadores degenerados
c. Protocolo rapido y poca pérdida de biomaterial

Amplificacién en dos pasos:
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a. Adecuado si se trabaja con muchos tipos de amplicones o
metagendmica en un solo estudio.
b. Compatible con amplificacion de cebadores aleatorios y degenerados

c. Protocolo mas largo y més pérdida de biomaterial.

e La secuenciacion puede generar sesgos que difieren entre métodos y

laboratorios.

1. Utilice controles positivos: cepas puras de Escherichia coli para calibrar
el rendimiento de la PCR y comunidades microbianas simuladas
sintéticas que consisten en una mezcla de organismos de cultivo o ADN
de organismos conocidos para verificar la posible introduccién de sesgos
o distorsiones durante el procesamiento de la muestra en la serie o la

placa

2. Las secuencias de control pueden ser facilmente discriminadas de las
muestras experimentales mientras se procesan. Sin embargo, los
controles son especificos para cada juego de cebadores asi que se

debieron rehacer para cada amplicén que se utilizo.
e Otras consideraciones para el procesamiento de muestras:
o Aleatorizacion de muestras:

Las muestras deben ser aleatorias para controlar los efectos del lote y el efecto
biolégico de interés (por ejemplo, evitar procesar todas las muestras de control y
todas las muestras de tratamiento en grupos separados).

o Cobertura de secuencia

La cobertura necesaria depende del nivel de taxon en el que se realizara el analisis,
la abundancia de la comunidad microbiana y cuan distintas son las muestras (una
cobertura baja es suficiente para clasificar muestras muy diferentes, mientras que

es necesaria una cobertura alta para discriminar muestras similares).
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Analisis de los datos de la secuencia de ARNr 16S

El objetivo final de un andlisis mediado por PCR de moléculas de ARNr 16S de
microbiota compleja es la recuperacion de informacién de secuencia, que permite
la determinacion de la diversidad microbiana, es decir, microorganismos cultivados
y no cultivados, mediante analisis comparativo de secuencias de ARNr 16S. La
secuenciacion de genes de ARNr 16S amplificados y separados se puede realizar
mediante técnicas estandar radiactivas o no radiactivas con cebadores de

secuenciacion universales y cebadores de rADN 16S internos.

La calidad de los resultados obtenidos mediante andlisis comparativos de
secuencias de ARNr 16S depende en gran medida del conjunto de datos
disponible. Aunque se han liberado aproximadamente 5000 secuencias completas
y parciales de ARNr 16S y rADN 16S de microorganismos cultivados y clones
ambientales, este numero refleja s6lo una pequefa parte de la diversidad
microbiana esperada. Los genes de ARNr 16S recuperados de muestras
ambientales a menudo exhiben una baja similitud de secuencia con secuencias
conocidas, lo que dificulta su afiliacion filogenética. Esto lleva a la pregunta de si las
secuencias ambientales representan microorganismos nuevos no cultivados o si no
pueden asignarse a taxones conocidos debido al hecho de que, para muchos
microorganismos cultivados, las secuencias de ARNr 16S no estan disponibles o
son de baja calidad (es decir, secuencias parciales y / o muchas secuencias
ambiguas bases en secuencias liberadas).

En conclusion, se recomendo el uso combinado de todos los métodos disponibles
para la deteccion de quimeras de ARNr, ya que un solo método, especialmente

aguellos que se basan en el enfoque del vecino mas cercano, no es suficiente. (10)

Comprobacion cruzada de los resultados

El andlisis de ARNr 16S mediado por PCR es una herramienta poderosa para la
determinacion de la diversidad microbiana de los ecosistemas ambientales. Aunque
no existe una directriz general para un "buen analisis mediado por PCR del ARNr

16S de muestras ambientales", recomendaron la comparacion de los resultados de
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diferentes extracciones de acidos nucleicos, amplificacion por PCR y experimentos

de clonacion. Alternativamente, se podria usar una mezcla de acidos nucleicos

obtenida con diferentes métodos de extraccion para multiples amplificaciones por

PCR y procedimientos de clonacion, ya que es mas probable que estos pasos

introduzcan un error experimental. (10)

Analisis de Datos

Andlisis del Metagenoma

La preparacion y el andlisis de las muestras tiene un costo elevado y un

procesamiento complejo y laborioso.

La contaminacion del ADN derivado del huésped puede ocultar las firmas

microbianas.

La profundidad de la secuenciacion suele ser alta en comparacion con otros

métodos.
No se discrimina entre vivos, muertos o activos.

Los genomas microbianos promediados por la poblacion tienden a ser

inexactos debido a los artefactos de ensamblaje. (11)

Al momento de realizar el analisis de datos se cuenta con distintas versiones de

software, estos pueden comportarse de diferente manera, por lo tanto:

1.

Es necesario registrar la version y los parametros utilizados al momento de
usar un software durante el analisis de datos. Las diferentes versiones del
mismo software podrian tener diferentes parametros predeterminados y

errores no corregidos que podrian afectar el analisis.

Las versiones de paquetes utilizados por software especifico, como R o

Python, también deben documentarse.

Los resultados y las conclusiones del analisis deben ser coherentes, independientes

del software y el método utilizados.
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1. Aprovechar el crowdsourcing para la validacién de resultados por
investigadores externos utilizando sus propios métodos de analisis
o Partiendo de los datos brutos o restringidos a pasos especificos del
andlisis de datos.
o También se puede aplicar para evaluar la reproducibilidad de
métodos experimentales.
o Para verificar resultados y conclusiones bioldgicas de un estudio de

metagendmica. (11)

Metagendmica

Primero, el método de recoleccién debe preservar la firma microbiana de

cada muestra.

Segundo, las condiciones de recoleccion y almacenamiento de las muestras
deben mantener la muestra biol6gica estable en condiciones de campo,

durante el periodo de tiempo en el que se encuentre expuesta.

En tercer lugar, las muestras recolectadas en un estudio prospectivo deben
conservarse de una manera que maximice su potencial para su uso con
multiples plataformas (por ejemplo, microbiébmica, metabolémica,

transcriptomica).

Por ultimo, es probable que los estudios epidemioldgicos futuros del
microbioma necesiten ser muy amplios para ajustar las comparaciones
multiples y es posible que los datos deban agruparse o metaanalisis de
multiples estudios de diferentes laboratorios. transcriptomica) (9)

3.0 Planteamiento del Problema

Diferentes autores consideran que las mediciones de metataxonémica son muy

propensas a sufrir sesgos, lo cual resulta en que las abundancias relativas, medidas

de los taxa y genes en la muestra se distorsionan sistematicamente de sus valores
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reales. Se han estudiado diferentes fuentes de sesgo incluyendo diferentes
cebadores de PCR que amplifican preferentemente diferentes conjuntos de taxa,
diferentes protocolos de extraccion pueden producir diferencias de 10 veces o0 mas
en la proporcion medida de un taxén de la misma muestra y casi todas las
elecciones en un experimento de metataxonémica han sido implicadas como
contribuyentes al sesgo. Los ejemplos simulados han demostrado que el sesgo
puede llevar a conclusiones cualitativamente incorrectas sobre qué taxa dominan
diferentes muestras, qué ecosistemas son mas similares, y qué taxa estan

asociados con una enfermedad determinada.

Una comprension cuantitativa de cdmo el sesgo distorsiona las mediciones de MGS
también aclararia como los andlisis y diagnosticos estadisticos se ven afectados por

el sesgo y sugeriria alternativas mas sélidas. (9)
Por lo cual se plantea la siguiente pregunta de investigacion:

¢Los métodos de coleccion de las muestras, aislamiento de ADN bacteriano,
procesamiento y analisis de datos influye sobre la calidad de las lecturas
secuenciadas del gen 16S ARNr por secuenciacion masiva paralela de la region

hipervariable V3-V4 para la asignacion taxonomica?

4.0 Justificacion

Tras afios de estudio es necesario detectar los errores en metataxonémica que
probablemente conducirdn a descripciones y resultados erroneos. El sesgo es una
forma ubicua y particular de error sistematico que surge de las diferentes
deficiencias con las que se miden varios taxa (es decir, preservados, extraidos,
amplificados, secuenciados, o identificados y cuantificados bioinformaticamente) en
cada paso, incluyen opciones relacionadas con la recoleccion de muestra,
almacenamiento y preservacion, extraccion de ADN, cebadores amplificadores
tecnologia de secuenciacion, longitud y profundidad de lectura, las diferentes bases
de datos para alineacion de secuencia y técnicas de analisis bioinformatico, Cada

paso fisico, quimico y bioldgico involucrado en el anélisis molecular de un ambiente
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es una posible fuente de sesgo que conducira a resultados distorsionados, tomando

en cuenta que alguno de los pasos auln no se encuentran estandarizados

5.0 Hipotesis
Al no cumplir con las buenas practicas para los métodos de coleccion de las
muestras, de aislamiento de ADN bacteriano, el procesamiento y analisis de datos
entonces influird negativamente en los estudios de metataxondmica provocando un

sesgo al momento de la asignacion taxonémica.

6.0 Objetivos

6.1 General

Analizar el comportamiento de calidad de las lecturas secuenciadas del gen 16S
ARNr por secuenciacidon masiva paralela de la region hipervariable V3-V4 para la
asignacion taxonomica en funcion del método de coleccién y procesamiento de

muestras y datos.

6.2 Especificos
1. Analizar cédmo influye el tiempo de almacenamiento y preservacion en la
muestra de ADN.
2. Analizar la calidad de las lecturas en funcion del kit de extraccion de ADN
bacteriano.
3. Analizar la calidad de las lecturas con base en la integridad, pureza y

concentracion de ADN bacteriano.

7.0 METODOLOGIA

7.1 Tipo de Estudio

Estudio analitico, observacional, transversal y retrospectivo.
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7.2 Criterios de seleccion

Criterios de inclusion

1. Archivo FastaQ que cuente con secuencias forward y

reverse.

2. Que cuente con datos de recoleccion (fecha de
almacenamiento y condiciones de toma de la muestra)
Datos de concentracion y pureza por fluorometria (Quibit)
Gel de agarosa al 1.5%

Kit de extraccion de ADN bacteriano.

o a0 bk~ w

Reportes de calidad de las librerias

Criterios de exclusion

1. No hay criterios de exclusion

7.3 Estudio Preliminar

En el estudio se analiz6é un total de 40 muestras de las cuales 20 correspondieron
a pacientes con adenocarcinoma pulmonar y 20 de controles sin cancer, se extrajo
el ADN gendmico bacteriano, se realizé la secuenciacion de amplicones de ADNr
16S (regiones hipervariables V3-V4) y se analiz6 la diversidad microbiana utilizando
el programa CLC Genomics Workbench (QIAGEN CLC Microbial Genomics
Module).

En los resultados del andlisis de los datos de secuenciacion, se observé una
tendencia de diferenciacion significativa entre los casos con adenocarcinoma
pulmonar y el grupo control. Los géneros Olsenella (1.91 x10-3), Pantoea (p=0.03),
y Johnsonella p=0.04 se enriquecieron en el grupo de cancer de pulmén en
comparacion con el grupo de control y fueron estadisticamente significativos. Los
datos sugieren que los pacientes con cancer de pulmén son portadores de una
comunidad de microorganismos diferente que los controles sanos.

En el andlisis de las muestras se observo que una de las covariables que influyen

en la composicion bacteriana es la fecha de recoleccion de las muestras. El estudio
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presenta limitaciones importantes principalmente en el programa de andlisis (CLC

Genomics).

7.4 Buenas Précticas

Las buenas practicas son la base para permitir la reproducibilidad y un mejor
intercambio de los conjuntos de datos metagenomicos, lo que, en ultima instancia,
conducira a una mayor reutilizacién y publicacion de los datos metagendémicos. Solo
mediante la adopcion de normas y buenas practicas se pueden evaluar en funcion
de los principios de localizacion, accesibilidad, interoperabilidad y reutilizaciéon

(FAIR) que deberian aplicarse a cualquier conjunto de datos cientificos.

7.5 Toma de muestra salival, procesamiento y almacenamiento.
La recoleccion de muestras de saliva se llevo a cabo de acuerdo con el protocolo
de Wong et al.

La toma de muestra se llevé a cabo por el personal involucrado en el proyecto,
previamente entrenado, con el equipo de proteccion apropiado y con base en las
buenas practicas en investigacién del microbioma humano de Knight y col. En un
horario de entre las 9:00 y 11:00 hrs. Previo a la toma de muestra (una hora antes)
el paciente debi6 evitar el consumir alimentos y/o bebidas, fumar, cepillar los dientes
y besar, finalmente hacer la toma de muestra de aproximadamente 5 ml. En la cual
el participante realizé con agua desionizada por 60 segundos, sentarse e inclinar su
cabeza permitiendo la acumulacién de la saliva en el piso de la boca y después
escupir en el tubo Falcon de 50 ml. el cual fue rotulado con identificadores tal como
establece Petra ten Hoopten. el cual siempre se mantuvo en un vaso con hielos
aproximadamente a 4 °C en el cual no se exceda de 30 minutos para la coleccién
de la saliva, muy importante y mencionado al paciente no toser, ni expectorar

esputo.

La muestra fue colocada en un contenedor con refrigerantes para conservar la

temperatura de 4°C, se centrifugd a 2600 g. durante un tiempo de 15 minutos para
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permitir la separacion del sobrenadante y el pellet. El pellet se separ6 en criovales
y se afladieron 100 microlitros de PBS (buffer fosfato salino). Se asigné un niumero
serial a cada uno de los viales para su identificacion, el cual también fue colocado
en la hoja de recoleccion de datos y todas las muestras fueron almacenadas a -
80°C hasta su posterior uso.

7.6 Extraccion, cuantificacion e integridad del ADN bacteriano.

Para la extraccion de ADN bacteriano se utilizé el kit DNeasy UltraClean Microbial
Kit (QIAGEN), siguiendo el protocolo del proveedor con ciertas modificaciones de
Rob Knight.

Una vez llevada a cabo la descongelacion de las muestras a temperatura ambiente
y el rotulado de los tubos a utilizar se tomaron 200 uL. de pellet y colocaron en un
nuevo tubo Eppendorf de 2 mL. para centrifugar 100x100g por 10 minutos a
temperatura ambiente, finalizando este tiempo se retiré el sobrenadante y colocar
en los desechos, al nuevo pellet se le afiadié 300 uL de solucion powerbeat y 50 uL
de solucién SL, para incubar en thermoblock por 10 min a 55°C. posteriormente se
colocé la muestra en el tubo con perlas, dando vértex por 10 minutos, se volvio a
centrifugar 100x100g por 2 minutos, se cambié el sobrenadante a un nuevo tubo de
2 mL, donde se le incorporaron 100 uL de solucion IRS para nuevamente aplicar
vortex por 5 segundos; Se incubd a 4°C por 5 minutos, se volvié a centrifugar
100x100g por 2 minutos, se cambid el sobrenadante a un nuevo tubo de 2 mL,
donde se incorporaron 100 uL de solucién IRS para nuevamente aplicar vortex por
5 segundos. Se incub6 a 4°C por 5 minutos, se volvio a centrifugar 100x100g por 2
minutos y cambio nuevamente el sobrenadante en un nuevo tubo Eppendorf de 2
mL. Se agregaron 900 uL de solucion SB y se dio vortex por 5 segundos, se transfirio
en un tubo con filtro, se centrifugd 100x200g por 2 minutos seguidos se colocaron
300 uL de soluciéon CB y centrifugo 100x100g por 2 minutos, se eluyo con 40 uL de
agua destilada libre de DNAsas (ultraPure de Invitrogen) precalentada a 55°C
dejando reposar 5 minutos, se centrifugé 100x100g por 2 minutos para finalmente

recuperar todo el volumen (aproximadamente 40 uL) colocando 6 uL en un tubo de
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PCR de 0.2 mL. Y el restante en un criovial ya rotulado con su identificador para ser

almacenado en -80°C.

Una vez obtenido el ADN bacteriano de cada muestra, se realizé la primera
cuantificacion con el equipo NANODROP 2000 (Thermo Scientific). Tomando un
volumen de 2uL por muestra para su cuantificacion (el cual tom6 de los 6uL.
Depositados en él tuvo de 0.2mL mencionados en la extraccion del ADN bacteriano)
y utilizando como blanco agua destilada libre de DNAsas/RNAsas (UltraPure de

Invitrogen).

Para evaluar la integridad del material genético bacteriano se llevé a cabo la técnica
de electroforesis en geles de agarosa al 1.5 % (invitrogen). Se utilizaron 100 mL de
buffer Tris-acetato y EDTA (TAE) 1x (ThermoFisher). En todos los geles se designo
el primer pozo para colocar el marcador compuesto por 1 uL de 1 kb DNA Ladder
(Biolab), 1 uL de buffer de carga (Biolab) y 4 uL de agua destilada previamente
filtrada. En los demas pozos se colocaron las muestras (4uL de cada muestray 2mL
de buffer de corrida.) Todos los geles se corrieron en la fuente de poder a 120V,
durante 1 horay se tifieron con GelRed (PAGE GelRed).

7.7 Secuenciacion

Para la preparacién de librerias, se utilizé el protocolo 16S Metagenomic Sequency
Library preparation (llumina). En primera instancia se realiz6 la amplificacion de la
hipervariable 3V-4V de la unidad bacteriana ribosomal pequefia 16s con los

oligonucledtidos descritos en el protocolo.

16S Amplicon PCR Forward Primer =5’
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGGGCGCAG
16S Amplicon PCR Reverse Primer = 5°
GTCCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACGGGTA

Amplificacion por PCR y secuenciacion
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Una vez hecha la mezcla de reaccion por muestra la cual incluydé ADN microbiano,
Amplicon PCR Forward Primer, Amplicon PCR Reverse Primer y 2x KAPA HiFi
HotStart Ready Mix se colocaron los 25 uL en cada pozo de la placa o tiras de tubos
(dependiendo del numero de muestras). Se sell6 la placa o tiras de tubos
(dependiendo del numero de muestras). Se sell6 la placa de tubos y se llevé al

termociclador para la amplificacion.

Al concluir, se retir6 del termociclador y se dio un spin para precipitar el liquido
condensado; Como punto de control de calidad, 1 uL de productos de PCR se
bioanaliz6 en el chip DNA 1000 para verificar el tamafio de fragmentos (usando los

cebadores V3 'y V4 del gen 16S bacteriano, se obtuvieron amplicones de 550 pb).

7.8 Andlisis Bioinformatico

El andlisis de las muestras se llevo a cabo en el software RStudio con la paqueteria
DADAZ2. El primer paso fue ingresar las secuencias en formato fastaq paired-end de
las 40 muestras seleccionada para posteriormente llevar a cabo la clasificaron en
secuencias Forward y Reverse para realizar la inspeccion de calidad de las mismas
con las librerias ggplot2 y cowplot, una vez obtenidos los gréaficos de calidad de las
muestras y teniendo claro los puntos de corte, se realiz6 el corte 280 Forward 220
Reverse, se verificaron los cortes por medio tasas de error y asi evitar algun tipo de
sesgo en pasos posteriores, lo siguiente fue el realizar el emparejamiento de las
secuencias (Forward y Reverse) y asi obtener un resumen de cada una de las
muestras, se detectaron secuencias quiméricas para su eliminacién posterior y
obtener el porcentaje de lecturas verdaderas. Una vez terminado el pre-
procesamiento de las 46 se llevd a cabo la asignacion taxonémica por medio de la
base de datos 16S SILVA V.138.1. Una vez hecha la asignacion se ingreso la
metadata con las variables a trabajar y asi se obtuvo la significancia a nivel

filogenético (filo y género).
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7.9 Variables
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TABLA 1 DESGLOSE DE TODAS LAS VARIABLES

Recoleccién de muestras

Almacenamiento y
preservacion de muestras.

Lote de Kit de extraccién

Calidad de DNA.

Concentracion de  ADN
bacteriano

Concentracion de trabajo

Integridad de ADN
bacteriano

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Numérica continua

Numérica continua

Nominal

Segun el protocolo de buenas practicas
el método de recoleccion debe
preservar la firma microbiana de cada
muestra (horario especifico, saliva
basal, no méas de 30 minutos,
estandarizacion o dominio de la
técnica , procedimientos consistentes
por parte del paciente, conservacion
de la muestra durante el proceso).
Conforme a las buenas practicas el
almacenamiento a -80°C es un
protocolo estandar, pero el impacto
del almacenamiento de muestras a
largo plazo, asi como el proceso de
congelacion y descongelacién de
muestras en la integridad del
microbioma sigue siendo una cuestion
abierta.

Protocolos especificos de muestra y
kits comerciales que maximicen el
rendimiento, la calidad y la integridad
de la extraccion de ADN de la
estructura y diversidad de la
comunidad microbiana. Si la biomasa
microbiana es baja, se pueden agregar
controles adicionales en cuanto a la
recoleccion de muestra.

La cantidad y calidad de ADN de un
organismo que estd disponible para
formar parte de una biblioteca de
secuenciacion depende de la eficiencia
del protocolo de extraccion de ADN Las
amplificaciones por PCR pueden
generar 5esgos cuando la
concentracion de la plantilla de ADN es
baja o el nimero de ciclos de PCR es
alto.

La concentracion de ADN esta basada
en la absorbancia de un compuesto
presente en una longitud de onda
determinada.

Concentracion de ADN bacteriano
minima para ser incluida en el estudio.

Se comprueba la integridad de la
muestra de ADN mediante

Que cumpla los criterios
establecidos en las buenas
practicas.

Que cumpla con los
criterios establecidos en las

buenas practicas.
(temperatura, sustancias
estabilizadoras, ciclos de
congelacion-

descongelaciéon y tiempo
de almacenamiento).

De acuerdo con el
protocolo, las muestras
deben seguir el protocolo
del fabricante, hacer una
buena elecciéon del kit y
utilizar el mismo
procedimiento durante
todo el estudio.

Que cumpla con los
criterios de  cantidad,
calidad e Integridad de
ADN dentro de los
pardmetros establecidos.

Concentracion de ADN
superior de 20 ng/pl

Concentracion de ADN

superior de 20 ng/ul

Mediante el proceso de
electroforesis si la muestra

Cumple
No cumple

Cumple
No cumple

Extraccion con
mismo lote de kit.
Extraccion con
diferente lote de
kit.

La cantidad,
calidad e
integridad de ADN
es la adecuada.

La cantidad,
integridad y
calidad de ADN no
es adecuada.

Se medirda en

Ng/ml

Cumple con
concentracién
minima

No cumple con
concentracién
minima

ADN no
degradado.

Frecuencia No aplica No aplica
absoluta (fa)
Frecuencia
relativa (fr)
Porcentaje (%)
Frecuencia No aplica No aplica
absoluta (fa)
Frecuencia
relativa (fr)
Porcentaje (%)
Frecuencia No aplica No aplica
absoluta (fa)
Frecuencia
relativa (fr)
Porcentaje (%)
Frecuencia No aplica No aplica
absoluta (fa)
Frecuencia
relativa (fr)
Porcentaje (%)
Media Desviacion
Moda estandar
Mediana Rango o
amplitud
Media Desviacién
Moda estandar
Mediana Rango o
amplitud
Frecuencia No aplica No aplica

absoluta (fa)

Diagrama de barras
Scores circulares (pie)
ideal para 3-5 categorias

Diagrama de barras
Scores circulares (pie)
ideal para 3-5 categorias

Diagrama de barras
Scores circulares (pie)
ideal para 3-5 categorias

Diagrama de barras
Scores circulares (pie)
ideal para 3-5 categorias.

Diagramas
diferenciales,diagramas
integrales y gréficos

Diagramas
diferenciales,diagramas
integrales y graficos

Diagrama de barras
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Integridad de ADN
bacteriano de trabajo

Pureza

Pureza de trabajo

Calidad de ADN de trabajo

Calidad de lecturas en los
analisis secundarios.

Base de datos de referencia

Nominal

Numeérica continua

Numérica continua

Nominal

Nominal

Nominal

electroforesis en gel. Si una muestra de
ADN aparece degradada, la muestra se
retira y se destruye.

La muestra de ADN bacteriano no
debera estar degradada y mantener su
integridad para ser incluida en el
estudio.

La pureza de las muestras se evalla
mediante la relacion de absorbancia,
utilizando  un  espectrofotémetro
respetando pardmetros estrictos.
Pureza minima de ADN para ser
incluida en el estudio.

La muestra deberd cumplir con la
pureza, integridad y cantidad minima
de ADN para ser incluida en el estudio.

Es importante visualizar o tener
conocimiento de las secuencias aptas
para poder llevar a cabo una asignacion
taxonémica de calidad y asi evitar
sesgos por posibles al realizar la
asignacion.

Mediante un analisis comparativo de
secuencias de ARNr 16S se realiza la
recuperacion de informacién de

secuencia, que permite la
determinaciéon de la  diversidad
microbiana. Actualmente no hay

estdndares.

se encuentra fuera de
pardmetros y degradada
no se incluird en el estudio.
Mediante el proceso de
electroforesis si la muestra
se encuentra fuera de
pardmetros y degradada
no se incluird en el estudio.
Relacién de pureza del ADN
de 1,7-2,0.

Relacién de pureza del ADN
de 1,7-2,0.

La muestra de ADN debera
cumplir con una relacién
de pureza de 1,7-2,0,
concentracion superior de
20 ng/pl y no estar
degradada.

Se  seleccionaran las
secuencias de calidad para
evitar sesgos y realizar una
asignacion taxonémica
adecuada.

A la actualidad existen
diferentes bases de datos
de 16S las cuales llevan a
cabo actualizaciones de las
mismas a  diferentes
tiempos por lo cual es
necesario la revision de las
mismas

ADN degradado.

ADN no
degradado.

ADN degradado

Cumple con la
relacién de pureza
No cumple con la
relacion de pureza.
Cumple con la
relacién de pureza
No cumple con la
relacidn de pureza.
La cantidad,
calidad e
integridad de ADN
es la adecuada.

La cantidad,
integridad y
calidad de ADN no
es adecuada.
Cumplié con filtro
de calidad de
lecturas.

No cumplié con el
filtro de calidad de
lecturas.

-GREEN GENES
-SILVA
-RDP

Frecuencia
relativa (fr)
Porcentaje (%)
Frecuencia
absoluta (fa)
Frecuencia
relativa (fr)
Porcentaje (%)
Media

Moda
Mediana

Media
Moda
Mediana

Frecuencia
absoluta (fa)
Frecuencia
relativa (fr)
Porcentaje (%)

Frecuencia
absoluta (fa)
Frecuencia
relativa (fr)
Porcentaje (%)

Frecuencia
absoluta (fa)
Frecuencia
relativa (fr)
Porcentaje (%)

No aplica

Desviacion
estandar
Rango
amplitud
Desviacion
estandar
Rango
amplitud
No aplica

No aplica

No aplica

o

o

No aplica

No aplica

No aplica

No aplica

No aplica

Scores circulares (pie)
ideal para 3-5 categorias

Diagrama de barras
Scores circulares (pie)
ideal para 3-5 categorias

Diagramas
diferenciales,diagramas
integrales y graficos

Diagramas
diferenciales,diagramas
integrales y graficos

Diagrama de barras
Scores circulares (pie)
ideal para 3-5 categorias

Diagrama de barras
Scores circulares (pie)
ideal para 3-5 categorias

Diagrama de barras
Scores circulares (pie)
ideal para 3-5 categorias

45



8.0 Resultados
8.1 Andlisis Descriptivos

En el presente estudio se realizé el andlisis de 50 muestras pertenecientes a
pacientes con adenocarcinoma pulmonar y pacientes control sin adenocarcinoma
pulmonar para poder determinar las posibles variables que pueden influir sesgando
los estudios del gen 16S ARNr en funcion del tiempo de almacenamiento y
preservacion de la muestra, analizando la calidad de las lecturas en funcién del lote
de kit de extraccion y analizando la calidad de las lecturas con base en la integridad,

pureza y concentracion de ADN bacteriano.

El primer punto que se analizd, fueron las caracteristicas en las cuales se
recolectaron las muestras (horario, tiempo de recoleccion, y almacenamiento), no
se encontré alguna diferencia significativa entre ellas, siendo que las 50 muestras

contaban con buenas practicas con respecto a los métodos de recoleccion.

Posteriormente se revisaron las técnicas de aislamiento del material genético
bacteriano, se encontré6 que 19 muestras contaban con extraccion del lote de kit
Qiagen 157042821, las cuales correspondian al 38% y 31 muestras contaban con
lote de kit Mobio BS16C9. Las cuales correspondian al 62%. Se siguieron los
protocolos especificos de cada kit para maximizar la calidad e integridad de la

extraccion, utilizando el mismo procedimiento en cada una de las muestras.

Para los pasos posteriores se clasificaron en calidad alta y baja para asi contar con
mayor control de las mismas. 49 muestras correspondientes al 98% contaron con
una calidad alta mientras el 2% correspondiente a una muestra contaba con una

calidad baja.

Se llevé a cabo el andlisis de datos tomando en cuenta la concentracion, integridad
y pureza de ADN; Donde la concentracion debi6 ser superior de 20 ng/ul, se evaluo
si cumplian o no con dicho criterio, obteniendo como resultado que 49 de las
muestras equivalente al 98% cumplieron, mientras que 1 muestra correspondiente

al 2% no cumplié con dicho parametro. La integridad del ADN se comprobo
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mediante geles de agarosa donde se pudo encontrar si alguna de las muestras
contaba con degradacion, encontrando que 19 de las muestras correspondientes al
38% se clasificaron como material genético bacteriano integro y 31 muestras con el
62% se clasificaron como intermedio. Por ultimo, se evalué la pureza de trabajo
tomando en cuenta la relacién 260/280 y 260/230 como parametro 6ptimo en el
primero de 1.7 - 2.1 y el segundo de 1.8 - 2.2, evaluando como media, alta y baja,
donde se obtuvo que 50% de las muestras se clasificaron como alta, 30% media y
20% baja.

Finalmente se evalud la calidad del ADN bacteriano. Si las muestras cumplian con
los tres criterios antes mencionados (concentracion, integridad y pureza) se
consider6 calidad alta, si contaban con solo dos se clasificé como calidad media y
si no contaron con alguno de los tres se les denominé calidad baja, de la cual no
obtuvimos muestra alguna. Aplicando la prueba estadistica correspondiente se

encontré diferencia estadisticamente significativa con una p=0.00007501.

8.2 Analisis EstadistiCO Tabla 2 Analisis Estadistico

Variable P
Fecha de recoleccion 2008-2014 2015-2018 0.57
39 (78%) 11 (22%)
Qiagen Mobio
Kit de extraccion 157042821 BS16C9 0.08
19(38%) 31(62%)
Concentraciéon ADN (Nanodrop) ?25_7275%13)’ -
Concentracién ADN (Qubit) (2%25'5756_;_2341.51570) _
Calidad de ADN Alto Medio 0.00007501
39 (78%) 11 (22%)
Concentracion de trabajo Cumple No cumple -
49 (98%) 1(2%)
Integridad Integro Intermedio
19 (38%) 31 (62%) 0.08969
Pureza de trabajo Alto Medio Bajo 0.0302
25(50%) 15 (30%) 10(20%)
Librerias Nanomoles 117.2 +- 49.8403 -
(2.9-276.2)
Calidad de las librerias Alta Baja -
49 (98%) 1(2%)
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8.3 Andlisis primario

En esta seccion se verificaron las métricas del Phred Quality Score, densidad de
clusters, porcentaje de clusters filtrados, nimero de lecturas y el porcentaje de
alineamiento.

1. Phred Quality Score: Con base en las guias de llumina y el kit de

secuenciacion utilizado, el 70% de los datos secuenciados debe tener un

score mayor de 30, los datos obtenidos mostraron que el 64.4% de los datos

tuvieron un score mayor de 30.

2. Densidad de cluster: Es la densidad de grupos (en miles por mm?) detectada

por analisis de imagenes, +/- 1 desviacion estandar, el resultado obtenido fue

de 658 + 21.

3. Porcentaje de clusters filtrados: De un total de 33,534,276 lecturas, el 92.76%

de ellas lograron pasar el filtro de calidad (31,095,876 lecturas).

4. NuUmero de lecturas: 33,534,276 fue nuestro nimero de lecturas totales.

Porcentaje de alineamiento: Corresponde al porcentaje de la muestra que se alined

con el genoma PhiX, que se determina para cada nivel o lectura independiente, se

obtuvo el 22.93%. Finalmente, el sistema de Illumina nos proporciona el estatus

general de la calidad de la corrida realizada con base en los criterios antes

mencionados, el estatus general de la corrida de secuenciacion fue “bueno”, por lo

tanto,

Read 1
Read 2 (1)
Read 3 (1)
Read 4

Non-index Reads
Total

Total

se

301

301

602

618

prosiguio

4.66 Gbp
108.84 Mbp
108.84 Mbp

4.66 Gbp

9.33 Gbp

9.55 Gbp

con

PROJECTED YIELD

4.66 Gbp
108.84 Mbp
108.84 Mbp

4.66 Gbp

9.33 Gbp

9.55 Gbp

el

ALIGNED

23.65

0.00

0.00

22.21

22.93

22.93

analisis

ILUSTRACION 1 ANALISIS PRIMARIO DE SECUENCIACION

317

0.00

0.00

4.33

secundario.
67.71 67.76
281.03 68.60
202.08 87.61
54.89 59.67
61.30 63.72
151.43 64.04
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8.4 Andlisis Secundario

Pre-procesamiento.

Se ingresaron las secuencias de 50 muestras para su analisis, los primeros pasos
fueron el realizar la separaciéon de las secuencias conforme a forward y reverse,
esto con la finalidad de ser precisos en la calidad de las mismas.

Calidad de ADN

Una vez ingresadas las secuencias se realizaron los graficos de calidad (figura 2),
estableciendo como puntos de corte 280 forward (figura 2A) y 190 reverse (figura
2B), a lo mismo recortando de los extremos 5° 19 nucledtidos correspondientes a
los adaptadores.

Fey— S0t omsged
] | | _|--!I I
T | I L UGB |
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| I ENiaE —
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ILUSTRACION 2 CALIDAD DE MATERIAL GENETICO BACTERIANO DE REGIONES HIPERVARIABLES V3-V4, CALIDAD FORWARD (A)
REVERSE (B)

Tasas de Error

Posteriormente se obtuvieron las tasas de error, esto con la finalidad de solucionar
los probables errores al momento de la secuenciacién y asi poder obtener
resultados con mayor precision al momento de la asignacién taxonémica.

En la figura 3A se observa las tasas de error que presentaron las lecturas forward y
en la figura 3B para lecturas reverse, en ambas figuras la linea roja nos indica la
manera adecuada en que las lecturas deberian comportarse, esto con la finalidad
de mostrar que entre mayor sea la calidad menor fueron los errores ocurridos. Los
circulos negros corresponden a las lecturas de las muestras, los cuales siguieron
muy de cerca el patron sugerido.
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ILUSTRACION 3 TASAS DE ERROR FORWARD (A) Y REVERSE (B)

8.5 Asignacion taxonémica

Una vez obtenidos estos resultados se realiz6 la asignacion taxondémica de 4742
secuencias obtenidas de las 50 muestras procesadas, por medio de la base de
datos SILVA version 138.1, posterior a ello se eliminaron aquellas secuencias
correspondientes de eucariotas, mitocondria y cloroplastos, para asi evitar sesgos
al momento del analisis diferencial. Una vez realizada la asignacion vy filtrado se

obtuvo un total de 723 taxa en las 50 muestras, esto en 7 niveles taxonémicos.

Diversidad Alfa de acuerdo al Afio de Recoleccion

Se analizo el afio de recoleccion de las muestras dividiendolos en dos intervalos el
primero incluy6 las muestras recolectadas de 2008 a 2014 y el segundo intervalo
fue de 2015 a 2018, obteniendo 39 muestras en el primer grupo y 11
correspondientes al segundo intervalo. Posteriormente se obtuvo la diversidad alfa
para ver si habia alguna diferencia entre los grupos de dicha variable, (figura 9). Se
utilizé el indice de Shannon en el cual se obtuvo un valor de p=0.72 mientras que
en el indice de Simpson se obtuvo un valor de p=0.36, demostrando que no habia

diferencias significativas entre estos dos grupos.
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ILUSTRACION 4 DIVERSIDAD ALFA RESPECTO AL ANO DE RECOLECCION, DIVIDIDO EN INTERVALOS DEL 2008 - 2014 Y
2014-2018, CON UNA P=0.72

Diversidad Beta conforme al Aflo de Recoleccion

Se realizé el analisis de coordenadas principales (PCoA), basado en la distancia
UniFrac no ponderada y la distancia UniFrac ponderada con la finalidad de observar
la existencia de relacion de la estructura microbiana de los grupos de manera
cuantitativa y cualitativa con la cual no se observo diferencia o alguna aglomeracion

especifica de la misma.
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ILUSTRACION 5 DIVERSIDAD BETA DEL ANO DE RECOLECCION, DONDE SE DESCRIBE
CUALITATIVA Y CUANTITATIVAMENTE SIN PRESENTAR AGLOMERACIONES.
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Abundancia Relativa conforme al Afio de Recoleccion

Se obtuvo la abundancia en las muestras recolectadas antes del 2015 y después
del 2015 de acuerdo al filo (A) y al género (B). En la figura A se obtuvo la
abundancia, donde predominé el filo Actinobacteriota con 62.5% antes del afio 2015
y 48.4% después del afio 2015, en el cual se hicieron presentes 10 variantes de la
misma, seguido por Firmicutes con 18% y 23.1% de 2015 en adelante,
Patescibacteria con 14.1% antes de 2015y 7.7% después del 2015. En la figura B,
el género Rothia presenté una mayor abundancia obteniendo un porcentaje de
39.8% antes del afio 2015y 27.2% después del 2015, el cual presento 6 diferentes
variantes de la misma, seguido por Actinomyces con 9.5% y después de 2015
13.3%, TM7x con 8.7% y 5.6% después de 2015.

Antes del 2015 i Antes del 2015

Sl |
Il' il

i

: &
SEEEEERRELEECD
s535533595953°% 333

Del 2015 &n adelante

ILUSTRACION 6 ABUNDANCIA RELATIVA CONFORME AL ANO DE RECOLECCION PREDOMINANDO ROTHIA A NIVEL DE GENERO Y
ACTINOBACTERIOTA A NIVEL DE FILO.

Andlisis Diferencial respecto al Afio de Recoleccion

Se obtuvo la diferencia entre el afio de recolecciobn donde se encontraron
aumentados los géneros de Mogibacterium, Brucella. Oribacterium, Actinomyces y
Candidatus Saccharimonas y a nivel de filo se encontraron aumentados
Patescibacteria, Actinobacteriota, Firmicutes y Proteobacteria. Encontrando una
diferencia estadisticamente significativa.
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ILUSTRACION 7 EL ANALISIS DIFERENCIAL RESPECTO AL ANO DE RECOLECCION MUESTRA UNA

DIFERENCIA SIGNIFICATIVA

Diversidad Alfa respecto al Kit de Extraccién

Se analiz6 el kit de extraccion que se utilizé6 para el procesamiento de las 50
muestras usando dos diferentes kits, Qiagen 157042821 y Mobio BS16C9. En la

figura A, se realiz6 el indice de Simpson obteniendo un valor de p=0.49 donde 19

muestras pertenecen al kit Qiagen 157042821 y 31 correspondientes al kit Mobio
BS16C9 Qiagen 157042821 y Mobio BS16C9. En el indice de Shannon (figur6é B),
se obtuvo un valor de p igual a 0.86, 17 muestras pertenecieron a Qiagen
157042821 y 30 muestras a Mobio BS16C9.
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ILUSTRACION 8 DIVERSIDAD ALFA RESPECTO AL KIT DE EXTRACCION, QIAGEN 157042821 Y MOBIO BS16C9 CON UN VALOR DE P=0.49



Abundancia Relativa respecto al Kit de Extraccion

Los siguientes graficos mostraron la abundancia respecto al Kit de extraccion que
se utiliz6 para las 50 muestras, clasificandolos en Mobio BS16C9 y Qiagen
157042821, de acuerdo al Género (A) y Filo (B) donde obtuvimos que a nivel de
género Rothia fue la més abundante con 59.9% en el kit Mobio BS16C9 y 59.5%
en Qiagen 157042821, mostrando 6 diferentes variantes de la misma, seguida por
Actinomyces, en ambos kits de extraccion, mientras que a nivel de Filo
Actinobacteriota fue la méas abundante con 59.9% en el kit Mobio BS16C9 y 59.5%
en Qiagen 15704282, seguida por Firmicutes, presentando 10 diferentes variantes,
los cuales se pueden apreciar en la segunda grafica.

Mobio BS16C9 Mobio BS16C9

ILUSTRACION 9 ABUNDANCIA RELATIVA RESPECTO AL KIT DE EXTRACCION, PREDOMINANDO ROTHIA A NIVEL DE GENERO Y
ACTINOBACTERIOTA A NIVEL DE FILO.

Se realiz6 el diagrama de Venn para tener una mejor vision de las taxas en donde
no se obtuvo ninguna diferencia estadisticamente significativa, obteniendo 0 % en
todas las areas

Mobio BS16C9  Qiagen 157042821

0

(0%)

Non-core: 106 (100%)

ILUSTRACION 10 DIAGRAMA DE VENN PARA KIT DE EXTRACCION MOBIO BS16C9 Y QIAGEN 54
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Andlisis Diferencial respecto al Kit de Extraccion

Se obtuvo el andlisis de diferenciacion en los kits de extraccion en el cual se
encontré a nivel de Filo a Proteobacteria y Firmicutes disminuidos y a nivel de
género a Orinobacterium y Brucella, igualmente disminuidos, no encontrando una

diferencia estadisticamente significativa.

Oribacterium+ @

Phylum

© Proteobacteria
® Firmicutes

Genus

Brucella+
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ILUSTRACION 11 EL ANALISIS DIFERENCIAL RESPECTO AL KIT DE EXTRACCION, MUESTRA FILO Y GENERO DISMINUIDOS, SIN
PRESENTAR UNA DIFERENCIA ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA.

Abundancia de acuerdo a la Calidad de Librerias

Los siguientes graficos muestran la abundancia de acuerdo al Filo (A) y al Género
(B) respecto a la calidad de las librerias, clasificandolas en dos categorias, calidad
de librerias alta y calidad de librerias baja, donde Unicamente la muestra 11
presentd una calidad baja.

En la figura A, se obtuvo una abundancia predominantemente de Actinobacteriota
en calidad alta, la cual present6 diez variantes de esta, mientras que en calidad baja
para la muestra 11 los resultados fueron similares predominando Actinobacteriota.

En la figura B, se obtuvo la abundancia predominando Rothia presentando y 6
variantes de esta en calidad alta, mientras que en la muestra 11 correspondiente a
calidad baja se obtuvo que Rothia predominé de igual manera, seguido de TM7x.
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ILUSTRACION 12 ABUNDANCIA RELATIVA RESPECTO A LA CALIDAD DE LIBRERIAS.

Integridad de Trabajo

Abundancia de acuerdo a la Integridad de Trabajo

Se obtuvo la abundancia respecto a la Integridad de trabajo clasificAndose en ADN
no degradado y ADN degradado. En la figura A se obtuvo la abundancia respecto
al filo y en la figura B respecto al género. Teniendo como resultado que a nivel de
filo Actinobacteriota fue la mas abundante con un 59.8% y se encontraron diez
subtipos de la misma, mientras que a nivel de Género predominé Rothia con un

37.4% 6 subtipos de esta, seguida por Actinomyces.

ILUSTRACION 13 ABUNDANCIA RELATIVA RESPECTO A LA INTEGRIDAD DE TRABAJO, PREDOMINANDO ROTHIA A NIVEL DE GENERO Y
ACTINOBACTERIOTA A NIVEL DE FILO.
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Concentracion de trabajo
Abundancia Relativa de acuerdo a la Concentracion de Trabajo

Se obtuvo la abundancia relativa respecto a la concentracion de trabajo donde de
las 50 muestras que se analizaron, la Unica que no cumplié con los parametros de
concentracion fue la muestra 19. La imagen A muestra la abundancia relativa
respecto al género y la imagen B respecto al filo.

Teniendo como resultado que a nivel de género Rothia fue la mas abundante
presentando seis variantes de la misma, seguida por TM7x y Atopobium, mientras
que a nivel de Filo Actinobacteriota fue la mas abundante presentando 10 variantes
de la misma, seguida por Patescibacteria y Firmicutes.

No cumple

B siidobackerium
Peplasvapiococs 5y

B somanbacium
Leptorichia 025

Sample: Sample
ILUSTRACION 14 ABUNDANCIA RELATIVA RESPECTO A LA CONCENTRACION DE TRABAJO, PREDOMINANDO ROTHIA
A NIVEL DE GENERO Y ACTINOBACTERIOTA A NIVEL DE FILO.

Pureza de trabajo
Diversidad Alfa de acuerdo con la Pureza de Trabajo

Se analizé la pureza de trabajo la cual se clasifico en tres grupos para su estudio,
alto, medio y bajo. En la figura A, 23 muestras corresponden a una pureza de ADN
alta, 10 a una pureza media y 14 a una pureza de ADN baja, obteniendo como valor
de p 0.63. En el analisis de Simpson se obtuvieron 22 muestras con una pureza de
ADN alta, 14 con pureza media y 9 con una pureza baja, obteniendo como valor de

p 0.29, no encontrando resultados estadisticamente significativos.
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ILUSTRACION 15 DIVERSIDAD ALFA RESPECTO A LA PUREZA DE ADN, CLASIFICANDOLA EN ALTA,
MEDIAY BAJA CON UN VALOR DE P=0.53

Diversidad Beta de acuerdo con la Pureza de ADN

Posteriormente se obtuvo la diversidad beta para ver si habia una diferencia entre

ellas, en la cual no se encontré una aglomeracion especifica de la misma utilizando

los métodos de UniFrac ponderado y UniFrac no ponderado y Brai Curtis esto con

la finalidad de poderlo medir cualitativa y cuantitativamente. Sin encontrar

diferencias estadisticamente significativas.
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ILUSTRACION 16 DIVERSIDAD BETA RESPECTO A LA PUREZA DE ADN, DONDE SE
DESCRIBE CUALITATIVA Y CUANTITATIVAMENTE SIN PRESENTAR AGLOMERACIONES.
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Abundancia Relativa respecto a la Pureza de ADN

Se obtuvo la abundancia de la Pureza de ADN clasificandose en tres grupos pureza
alta, baja y media, obteniendo para cada una de estas la abundancia a nivel de filo

(A) y género (B).

En la figura A en las tres categorias predominé Actinobacteriota presentando 10
variantes, con 51.3% en pureza de ADN alta, 66.4% en baja y 69% en media,
mientras que a nivel de género Rothia fue la més abundante 29.2% en una pureza
de ADN alta ,48.8% a una pureza de ADN media y 40.4% correspondiente a una

pureza baja, presento la mayor abundancia mostrando 6 variantes de la misma.
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ILUSTRACION 17 ABUNDANCIA RELATIVA RESPECTO A LA PUREZA DE ADN, PREDOMINANDO ROTHIA A NIVEL DE GENERO Y
ACTINOBACTERIOTA A NIVEL DE FILO.

Para poder tener una mejor vision de que taxas eran propios de cada grupo y
cuantas compartian, se obtuvo el diagrama de Venn, el cual demostré que de las
50 muestras solo una de ellas pertenecia a una pureza de ADN baja y una a una
pureza media, demostrando que no habia diferencias significativas, ademas de

encontrarse 89.9% sin ndcleo.
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alto bajo

MNon-core:
medio 104 (89.9%)

ILUSTRACION 18 DIAGRAMA DE VENN PARA CALIDAD DE MATERIAL GENETICO BACTERIANO ALTA O MEDIA, DONDE SOLO
UNA MUESTRA CORRESPONDIO A CALIDAD MEDIA.

Analisis Diferencial en la Pureza de ADN

Se obtuvo la diferencia entre la pureza del ADN, donde se encontraron aumentados
los géneros Moginacterium, Brucella, Oribacterium, Actinomyces y Candidatus
Saccharimonas, y a nivel de Filo Patescibacteria, Actinobacteria, Firmicutes y
Proteobacteria se encontraron aumentados de igual manera, encontrando que hay

diferencia estadisticamente significativa en las muestras con pureza de alta calidad.

Mogibacterium+| @

Brucella- O
Phylum
o @ Patescibacteria
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5 Qribacterium- = @ 0] ® Actinobacteriota
© ® Firmicutes
© Proteobacteria
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log2FoldChange

ILUSTRACION 19 EL ANALISIS DIFERENCIAL RESPECTO A LA PUREZA DE ADN, MUESTRA
FILO Y GENERO AUMENTADOS, MOSTRANDO UNA DIFERENCIA ESTADISTICAMENTE
SIGNIFICATIVA
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Diversidad alfa entre el grupo con calidad alta y calidad media

La riqueza y uniformidad en cada muestra se estimaron utilizando las especies
observadas y los indices de Shannon y Simpson, estos dos indices son
comunmente utilizados para la descripcion cuantitativa y cualitativa de la diversidad
alfa en polimorfismos comunitarios. El indice de Shannon esta en proporcion directa
a la diversidad microbiana en las muestras, mientras que el indice de Simpson se

correlaciona negativamente con la diversidad del microbiota.

Se analiz6 la calidad del material genético tomando en cuenta tres criterios,
concentracion, integridad y pureza del mismo, para asi poder categorizarla en
calidad alta, media y baja. Una vez realizada la asignacion se prosigui6 a calcular
la diversidad alfa para ver si contaba con alguna diferencia entre ambos grupos.
Teniendo como resultado una p=0.67 usando Shannon, mientras que Simpson
obtuvo un valor de p=0.96 y asi se comprobé que no existe diferencia

estadisticamente significativa en ninguno de los dos indices usados.

Calidad.de. ADN B3 Alo Medio Calidad.de. ADN 53 Ao Madio
J-test, p = 0.67 ST-test, p= 0.96
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ILUSTRACION 10 DIVERSIDAD ALFA DE LA CALIDAD DE ADN, EN LA CUAL SE ENGLOBO, CONCENTRACION, INTEGRIDAD Y
PUREZA DE TRABAJO CON UNA P=0.67
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Diversidad Beta entre el grupo con Calidad alta y Calidad media

Se realiz6 el andlisis de coordenadas principales (PCoA), basado en la distancia
UniFrac no ponderada y la distancia UniFrac pondera con la finalidad de observar
la existencia de relacion de la estructura microbiana de los grupos de manera

cuantitativa y cualitativa con la cual no se observé diferencia alguna.
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ILUSTRACION 21 DIVERSIDAD BETA DE LA CALIDAD DE ADN, DONDE SE DESCRIBE CUALITATIVA'Y CUANTITATIVAMENTE SIN
PRESENTAR AGLOMERACIONES

Abundancia Relativa conforme a Calidad Alta y Media del Material Genético

Bacteriano.

Se obtuvo la abundancia relativa sobre la calidad de ADN. Se muestra en la figura
(A) a nivel de Género, donde Rothia estuvo presente con una abundancia de 37.1%
en aquellas muestras con una calidad alta y presenté 38.5% en calidad media,
siendo el filo mas abundante, ademas de expresar seis diferentes tipos de posibles
variantes, seguida por Actinomyces con 10.6% en calidad alta y 9.2% en media,
TM7x obtuvo un 8.3% en calidad alta 'y 7.4% en calidad media, mientras que a nivel

de Filo en la figura (B) podemos ver que Actinobacteriota fue la mas abundante con
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un 58.5% en calidad alta y un 64.1% en calidad media, seguida por Firmicutes con
19.9% en calidad alta y 16.2% en calidad media, mientras que Patescibacteria

presentd 12.4% en calidad alta y 14.4% en media.
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ILUSTRACION 22. ABUNDANCIA RELATIVA CONFORME A CALIDAD ALTA Y MEDIA DE MATERIAL GENETICO BACTERIANO PREDOMINANDO
ROTHIA A NIVEL DE GENERO Y ACTINOBACTERIOTA A NIVEL DE FILO.

Para poder tener una mejor vision de que taxa eran propias de cada grupo y cuantas
compartian, se obtuvo el diagrama de Venn en el cual, se encontré que una taxa

fue propia de calidad de material genético bacteriano media, equivalente al 3.4%.

Alto Medio

Non-core: 105 (96.6%)

ILUSTRACION 23 DIAGRAMA DE VENN PARA CALIDAD DE MATERIAL GENETICO
BACTERIANO ALTA O MEDIA, DONDE SOLO UNA MUESTRA CORRESPONDIO A
CALIDAD MEDIA.
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Andlisis Diferencial entre el grupo de Calidad Alta contra Calidad Media.

Resultado del analisis, se encontro que a nivel de filo Actinobacteriota fue diferencial
estando en mayor proporcion en el grupo de calidad alta, con una padj=6.34E;
mientras que en el género de Rothia se encontraron dos variantes, la primera con
un valor de padj=10.71y la segunda con un valor de padj=10.32.
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ILUSTRACION 24 EL ANALISIS DIFERENCIAL MUESTRA UNA MAYOR PROPORCION EN CALIDAD ALTA Y LA
PRESENCIA DE DOS VARIANTES EN EL GENERO
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TABLA 3 DIFERENCIAS TAXONOMICAS DE VARIABLES

Diversi
dad Especi | log2Fold
Variable Alfa Filo Género e Change padj
Shann|Simps
on on
Antes Patescibac |Candidatus
Ao de recoleccion 2015=39 0.72 0.36 |[teria Saccharimonas [NA 22.84 8.11-19
2015 en
Antes 2015-del 2015 en adelante= Actinobact
adelante 11 eriota Actinomyces |NA(2) 22.79 5.70-12
Firmicutes Oribacterium NA(2) 21.91 7.22-10
Mogibacterium NA 2.98 0.47
Proteobact
eria Brucella NA 6.47 0.47
QIAGEN=
Kit de extraccion 19 0.86 0.49 Firmicutes Oribacterium NA -23.14  9.27-21
Patescibac
QIAGEN-Mobio Mobio= 31 teria NA NA -22.56 9.15-3
Proteobact
eria Brucella NA -7.44 1.54-4
Patescibac |Candidatus
Pureza de trabajo Alta= 25 0.63 0.29 |[teria Saccharimonas |NA 22,84 8.11-05
Actinobact
Alta-baja Baja=10 eriota Actinomyces |NA(2) |22,79 5.70-12
Firmicutes |Oribacterium [NA(2) (21,91 7.76-10
Mogibacterium|NA 2,98 0,047
Proteobact
eria Brucella NA 6,47 0,047
Patescibac |Candidatus
Pureza de trabajo Alta= 25 0.63 0.29 |teria Saccharimonas |NA 22,84 8.11-05
Actinobact
Alta-media Media=15 eriota Actinomyces  [NA(2) 22,79 5.70-12
Firmicutes |Oribacterium [NA(2) (21,91 7.76-10
Mogibacterium|NA 2,98 0,047
Proteobact
eria Brucella NA 6,47 0,047
Fusobacteri
Pureza de trabajo Media=15 0.63 0.29 |ota Leptotrichia NA -19,21  |4.58-10
Media-baja Baja= 10 Firmicutes |Oribacterium ~ |NA  ]-20,98 |2.95-7
Actinobact
Calidad de ADN Alta=39 0.67 0.96 |eriota Rothia NA(2) 23.81 6.24-24
Alta-media Media= 11
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9.0 Discusion

En el presente estudio se realizé el analisis de secuencias pertenecientes a 50
muestras del Laboratorio de Gendmica Clinica de la Division de Posgrado de la
Facultad de Odontologia, UNAM; Las cuales contaban con datos de recoleccion
(conforme a las buenas practicas), almacenamiento (tiempo y caracteristicas del
mismo) y procesamiento de las mismas (concentracion, integridad y pureza).

Ademas del analisis primario de secuenciacion.

Referente al andlisis primario de los datos, los resultados fueron de acuerdo con los
pardmetros de referencia sugeridas propiamente por llumina, los cuales se

encuentran alojados en la pagina de la misma.

En cuanto a la recoleccion de las muestras se encontré6 que contaron con las
mismas caracteristicas (tiempo de recoleccion, el evitar lavar la cavidad bucal,
ingerir algun tipo de alimentos y que se recolectara solo saliva basal) establecidas

por Wong y col, Ribar y col y Poussin y col, (11, 14, 15)

Con respecto a las condiciones de almacenamiento y preservacion de la muestra,
los métodos de preservacion fueron a -80 ° C, siendo similar a lo establecido por
Rob Knight y col. y Salter y col, lo cual es consistente con los estudios publicados
previamente en donde al evaluar la riqueza en funcibn de OTU’s no difirio

significativamente entre las condiciones de almacenamiento.

Respecto al tiempo de almacenamiento se encontré aumento a nivel de Filo de
Actinobacteriota, y Firmicutes lo cual es similar a lo encontrado por Choo y col.
(2015) (16) donde compararon seis diferentes condiciones de almacenamiento de
muestra; En la misma investigacion ellos reportan la presencia de Bacteroidetes, los

cuales no se expresaron en este estudio. (17)

Conforme a la calidad de librerias se encontro a nivel de Filo una mayor abundancia

de Actinobacteriota, seguido por Actinobacteria y TM7x, también se encontrd
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presencia de Firmicutes, lo cual es consistente con Lazarevic y col, donde reportan
la presencia Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria, TM7x y
Spirochaetes. Solo nuestra muestra 11 no contd con una calidad de librerias
adecuada, lo cual se puede deber a que el paciente que dond la muestra trabajaba
constantemente con sustancias toxicas y asi como lo menciona Liy col, el ambiente
y la exposicidn a quimicos puede ser un factor para llevar a cabo una modificacion
de la microbiota. (18, 19)

Respecto a la calidad de las lecturas y conforme al lote de kit en donde se analizaron
las diferencias entre Mobio BS16C9 y Qiagen 157042821 en los cuales no se
encontraron diferencias significativas, lo cual es similar con estudios previos de
Mckenzie y col, sin embargo, encontramos en el kit Mobio BS16C9 disminuidas a
nivel de Filo a Patescibacteria y Proteobacteria y a nivel de género a Brucella. En
Qiagen 157042821 se encontr6 disminuida a nivel de Filo Firmicutes y en Género a
Orinobacterium. Lo cual concuerda con los estudios publicados previamente en
donde se encontraron disminuidas bacterias gram-positivas (Firmicutes vy
Actinobacteria) tal como lo reportan Mckenzie y col. Lo que sugiere que este kit
puede no ser lo suficientemente estricto para la lisis 6ptima de algunos organismos

Gram-positivos. (20, 21)

Para analizar la calidad de ADN de las 50 muestras se utilizaron tres criterios el
primero de ellos fue la Integridad del ADN bacteriano en el cual no encontramos
ADN degradado en ninguna de las muestras, a nivel de Filo predominé
Actinobacteriota y a nivel de Género Rothia fue la més abundante, lo cual difiere
con los resultados de Alhaddad y col, ya que ellos encontraron ADN degradado al
momento de realizar la electroforesis en gel con grandes extensiones del mismo sin
ADN gendmico segun lo reportan, lo cual puede estar relacionado con el tamafio de
la muestra. (22)

El segundo criterio fue la concentracion de ADN bacteriano en donde solo la
muestra 19 no cumplié con los parametros indicados, siendo baja, al igual que

Kuchlery coly Alhaddad y col, la concentracion se determiné por espectrofotometria
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usando NanoDrop al igual que en este estudio, donde ellos obtuvieron amplios
rangos de cantidades de ADN. (22, 23)

En lo que concierne a la pureza del material genético en la cual se obtuvo un valor
de p=0.302 lo cual no es estadisticamente significativo siendo consistente con
Wagner y col, en donde obtuvieron un valor de p=0.3 bajo los parametros de

260/280 y utilizando el kit de extraccion Mobio al igual que nosotros. (21)

En cuanto a la calidad del ADN, en dicho estudio se decidi6 contar con tres valores
(integridad, pureza y concentracion), para asi contar con una calidad global del
material genético; al llevar cabo la revision de la literatura Alhhadad y col, tomaron
en cuenta los mismos tres criterios para determinar la calidad de sus muestras,
concordando con nuestros resultados donde no obtuvimos diferencias
estadisticamente significativas al igual que ellos, la gran mayoria de las muestras
extraidas en este estudio se encontraban dentro del rango aceptado de pureza de
ADN y en general, se obtuvo una alta calidad de ADN gendmico en forma de una
banda unica visible. Ellos presentaron una mayor inconsistencia en sus resultados,
como degradacion de ADN, baja pureza y variabilidad en la concentracion de ADN
de algunas muestras, creemos que esto puede ser debido al tamafio de las

muestras y la cantidad de células salivales que se utilizaron para este estudio. (22)
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10.0 Conclusiones

Nuestro estudio destaca varios aspectos importantes al analizar cémo influye
la recoleccion de la muestra, el tiempo de almacenamiento y preservacion de estas.
Las condiciones de almacenamiento podrian tener el potencial de introducir
alteraciones sustanciales en el perfil de la comunidad microbiana basado en la
secuenciacion del gen 16S rRNA, cuando no se siguen los protocolos, buenas
practicas y procedimientos estandarizados, tales como congelacién a -80 °C. Una
limitacién del estudio son los ciclos de congelacién y descongelacion de las
muestras. Ademas de mejorar los procedimientos estandarizados al momento de

la recoleccién de la muestra.

Este estudio demuestra que al analizar la calidad de las lecturas en funcién del lote
de kit de extraccion de ADN bacteriano podemos concluir que no hubo diferencias
relevantes entre alguno de los dos kits que se utilizaron, ademas de demostrar que
es un paso clave en los estudios de metataxonémica, donde una posible limitacién
es que puede no ser lo suficientemente estricto para la lisis 6ptima de algunos

organismos Gram-positivos.

En general, la calidad de las lecturas con base en la integridad, pureza y
concentracion de ADN bacteriano fue adecuada y estuvo dentro de los pardmetros
establecidos, demostrando que las muestras tuvieron una buena calidad de ADN
bacteriano, sin embargo, tuvo diferencias respecto a la revision bibliografica donde

la N del estudio pudo influir en estos resultados.

Actualmente la literatura relacionada con dicho tema es escasa por lo cual el realizar
buenas préacticas de analisis para estudios de metataxondmica seria un gran avance

en el tema, evitando sesgos y ser completamente reproducibles.
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