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Sintesis del contenido: La metagendmica orientada hacia el uso de genes
marcadores como el 16S rRNA permite establecer el perfil taxonémico del
microbioma de pacientes con cancer colorrectal. Cabe entonces explorar el papel
del analisis taxondmico del microbioma como herramienta de diagnédstico y
evaluacion de la enfermedad. En tal sentido debe ajustarse la interrelacion
bioinformatico-médica. Cada algoritmo a utilizar, cada parametro a ajustar,
requieren de una evaluacion acerca del grado en que colaboran a mejorar el
analisis en términos médicos. El objetivo general del trabajo es entonces
caracterizar el microbioma de pacientes del AMBA en cuanto a riqueza, diversidad y
distribucion estadistica, a través de muestras del gen marcador 16S rRNA obtenidas
de materia fecal. En particular, se procurd reproducir la pipeline desarrollada
anteriormente con muestras extraidas de repositorios internacionales mejorando los
aspectos de automatizacion y ajustando la eleccién de parametros. También se
validé la metodologia de trabajo por medio de comparacion con los procesos
llevados a cabo en el marco de la Large Bowel Microbiome Disease Network. A su
vez, se realizd el andlisis estadistico correspondiente para establecer la riqueza,
diversidad de los microbiomas autéctonos. Finalmente se evalu6 el desempefio de
métodos supervisados y no supervisados de clasificacion y prediccidon respecto del
diagndstico

Temario de presentacion: Los métodos de nueva generacién para secuenciacion
de ADN posibilitan el analisis masivo y a bajo costo de las comunidades de
microorganismos alojados en el intestino humano. El creciente interés meédico se
basa en la probada asociacion de estados de riqueza y diversidad del microbioma
con patologias importantes como el cancer colorrectal. Por primera vez se realiz6 el
estudio sobre pacientes autdctonos, en el marco de un convenio firmado entre la
Universidad Nacional de La Matanza y el Hospital Italiano de Buenos Aires. Se
contd ademas con la insercion en la Large Bowel Microbiome Disease Network de
la Universidad de Leeds, Inglaterra, para validar los procedimientos. El microbioma
humano no es otra cosa que la comunidad de microorganismos presentes en el
cuerpo humano. La composicion del microbioma varia segun el estilo de vida, la
dieta y su genotipo, pero es estable dentro de una misma persona. Las
modificaciones de tipo permanente pueden implicar distintas patologias y en
particular cancer colorrectal. Asi la exploracién del microbioma puede colaborar en
el diagnéstico y prondstico de la enfermedad.

Metodologia del trabajo desarrollado:

a- Muestra 1: materia fecal de 10 pacientes con CCR (Cancer-Colo-Rectal) no
tratado, material fecal de 10 voluntarios sanos que se sometieron a una
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colonoscopia por alguna razon y se haya demostrado que tienen un intestino normal
en la colonoscopia. Muestra 2: materia fecal de 7 pacientes con CCR no tratado,
material fecal de 8 voluntarios sanos que se sometieron a una colonoscopia por
alguna razén y se haya demostrado que tienen un intestino normal. Mezcla de
muestras 1 y 2: Se identificaron 216 géneros comunes entre la Muestra 1 y la
Muestra 2. Con ellos y conservando el diagndstico clinico efectuado se integré la
mezcla de muestras con el objetivo de lograr una mayor representatividad vy
homogeneidad.

b- Secuenciaciéon Muestra 1: Se realizd con secuenciador lllumina HiSeq sobre la
region V4 del gen 16S rRNA. Cada secuencia representa 150 pares de bases
Muestra 2: Se realizdé con secuenciador lllumina MiSeq sobre las regiones V3 y V4
del gen 16S rRNA. Cada secuencia representa 300 pares de bases.

c- Procesamiento inicial. Ambas muestras fueron tratadas en una cadena de
procesos establecida en trabajos anteriores. Se importaron las lecturas del
microbioma de cada paciente al software QIIME2. Luego se elimind el ruido. Se
filtraron las secuencias y se eliminaron las lecturas ambiguas o de baja calidad. A
continuacion, las distintas secuencias fueron alineadas contra los alineamientos de
referencia para el gen 16S rRNA. Para cada metagenoma intestinal, se generé una
tabla de frecuencias de las secuencias agrupadas en Unidades Taxondmicas
Operacionales (OTU) y se confecciono el arbol filogenético.

d- Clustering. Se realizaron distintos experimentos de agrupamiento de pacientes a
efecto de la clasificacion clinica de los pacientes. Ademas, se construy6 “ad hoc”
una distancia entre microbiomas que tiene en cuenta el peso de la diferencia de
cada taxén entre pacientes sanos y enfermos

e- Arboles de decision

Se decidié entrenar y testear dos algoritmos de arboles de decisién. Por un lado, el
J48 y por otro, el ensamble Random Forest. Se utilizaron matrices de confusion y
curvas ROC para evaluar tanto el entrenamiento y el testeo.

Desarrollo y resultados obtenidos:

El clustering mediante el método K-means, con distancia euclidea vy
encadenamiento promedio, arrojd6 mejores resultados, aunque insuficientes para
asegurar una clasificacibn adecuadamente correlacionada con el diagndstico
conocido. Esto se logro al establecer una distancia pesada “ad hoc”. Con la matriz
de las nuevas distancias se obtuvieron dos clusters. Se observd que los casos
enfermos fueron todos bien clasificados. El test para evaluar la asociacién entre la
clasificacion clinica y los clusters obtenidos indicaron que puede rechazarse la
independencia entre ambas variables cualitativas. Los agrupamientos optimos
alcanzaron indices de buen desempefio. Al realizar sobre la segunda muestra el
agrupamiento por medio de k-means, con la distancia pesada y encadenamiento
promedio, se obtuvo un resultado parecido.

Se realizaron distintas experiencias con el ensamble Random Forest. Se tomé como
conjunto de entrenamiento, la muestra 1 de 20 pacientes, y se tested con la muestra
2 de 15 pacientes. El porcentaje de casos de testeo bien clasificados fue del 60%
pero lo importante es que el algoritmo detectdé bien todos los casos enfermos,
aunque solo clasifico adecuadamente a la cuarta parte de los sanos. El
entrenamiento se juzgd adecuado. Se corrié también el algoritmo Random Forest
sobre la mezcla de las muestras 1 y 2. En este caso se realizé una seleccion previa
de atributos basada en el criterio de pesos ya utilizado en el clustering para calcular
las distancias. Con 9 atributos para entrenar el ensamble el 64 % de los casos
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resultaron bien clasificados, pero aqui solo el 75 % de los enfermos fue clasificado
como tal. Se observd sobreentrenamiento a pesar de la poda de atributos
efectuada.

Conclusiones: Se ha logrado realizar toda la cadena de analisis necesaria para la
determinaciéon microbiémica por genes marcadores con pacientes autéctonos de la
zona del AMBA. Se ha realizado la secuenciacion de muestras de ADN de materia
fecal, se han completado los procesos de filtrado, alineamiento y reconocimiento
taxonomico siguiendo el método validado a nivel internacional. Durante la ejecucion
de esos procesos se han concretado también todos los enlaces necesarios relativos
a cambios de formatos y presentaciones de la informacion lo cual, detallado
parcialmente en trabajos anteriores, esta aqui implicito. Asi la informacion obtenida
ha estado disponible para realizar pruebas de desempefio de algoritmos de
explotacion de datos en la determinacion clinica. Respecto al clustering, se han
dado resultados prometedores con la distancia pesada definida. Lo mismo ha
ocurrido con la aplicacion del ensamble de arboles de decisibon Random Forest
teniendo en cuenta la alta proporcién de clasificacion correcta de los pacientes
enfermos. Resulta claro que deben realizarse ensayos mas amplios utilizando
muestras de mayor tamafo para afinar y confirmar la efectividad al utilizar estas
técnicas para apoyar el diagnostico. Sin embargo, tanto los clusters hallados con
distancia pesada, como los ensayos con el ensamble de arboles han cumplido con
el criterio general de minimo error en la clasificacion de los pacientes enfermos, lo
que puede constituir una herramienta no invasiva para determinar la realizacion de
otros estudios.
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