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Resum

El microbioma és una comunitat microbiana caracteristica que ocupa un habitat ben
definit, amb unes propietats fisico-quimiques determinades i té un paper clau en la salut
i/o el correcte funcionament del seu hoste. La recerca en el camp del microbioma, té en
’actualitat, i tindra en un futur no molt llunya, diverses aplicacions en el camp de la salut
humana, en 1’agricultura i el processament d’aliments i en la lluita contra el canvi
climatic. EI microbioma s’estudia a través de la metagenomica, principalment per
seqiienciacié shotgun i/o per seqiienciacié d’amplicons. Les lectures resultants de la
sequenciacidé son processades i resumides en taules d’abundancies d’OTU. Aquesta
aproximacio, pero, requereix tenir en compte factors com la composicionalitat de les
dades i les diferéncies entre les diverses metodologies d’analisi.

En aquest treball s'ha construit un procediment d'analisi del microbioma completament
integrat en l'entorn d’R a través d’RStudio que inclou tant el processament bioinformatic
de les sequencies com Il'analisi estadistica posterior. S'han resumit les bases de dades de
microbioma publiques més importants, i s'ha il-lustrat el procediment amb dades d'un
estudi real. A més en el procés s’han avaluat els efectes de la rarefaccio i el filtrat de
certes mostres i OTUs/ASVs sobre els resultats obtinguts. El codi utilitzat esta disponible
en format tutorial amb Rmarkdown a (https://hanso3.github.io/TEG/Codi.html).

Aquest estudi em va permetre apreciar la complexitat computacional i metodologica de
I'analisi del microbioma i la sensibilitat dels resultats a les diferents tecniques aplicades
en el processament i analisi de les dades, tot posant de manifest la necessitat de disposar
d'uns protocols estandarditzats per al processament i 1’analisi del microbioma que facin
que els resultats obtinguts siguin reproduibles, significatius, i comparables amb els
d’altres estudis.


https://hanso3.github.io/TFG/Codi.html

Summary

A microbiome is a characteristic microbial community in a reasonably well-defined
habitat with determined physiochemical properties, and it plays an important role in the
health of the host. Microbiome research has and will have multiple applications in the
field of human healthcare, agriculture, food processing and in the fight against climate
change. The study of the microbiome is mostly done through Metagenomics, mainly with
shotgun sequencing or/and amplicon sequencing. The reads resulting from sequencing
are processed and summarised in abundance OTU tables. However, this approach
requires taking into account factors such as the compositional nature of microbiome data
and the differences between the various analysis methods.

In this project I constructed a procedure for the analysis of microbiome data completely
integrated in R through RStudio which includes both the bioinformatics processing of the
sequences and their subsequent statistical analysis. The main public microbiome
databases have been summarised, and the procedure has been tested with data from a real
study. Furthermore, the effects of rarefaction and filtering of certain samples and
OTUs/ASVs on the results have been evaluated. The utilised code is available in
Rmarkdown tutorial format on (https://hanso3.github.io/TFG/Codi.html).

This study made it possible for me to understand the computational and methodological
complexity of microbiome data analysis and the sensitivity of results to the different
processing and analysis techniques applied, highlighting the need for standardised
microbiome processing and analysis protocols that result in reproducible, significative
and comparable results.


https://hanso3.github.io/TFG/Codi.html
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1. Introducci6

El microbioma és una comunitat microbiana caracteristica que ocupa un habitat ben
definit i amb unes propietats fisico-quimiques determinades. El terme no només es
refereix als organismes propiament, siné que també fa referéncia a 1’habitat, cosa que
resulta en la formacio de ninxols ecologics especifics (Whipps, Lewis & Cooke, 1988;
Berg et al., 2020). EI microbioma, que forma un micro-ecosistema dinamic i interactiu
susceptible a canviar en el temps i I’espai, és integrat en macro-ecosistemes, com podrien
ser hostes eucariotes, i resulta ser crucial per a la seva salut i/o funcionament. La
microbiota nucli o central és un conjunt de membres compartits entre consorcis
microbians d’habitats similars (Berg et al., 2020).

El microbioma té un paper clau en la salut i/o el correcte funcionament del seu hoste. En
el camp de la salut humana s’estan trobant associacions entre certes malalties i I’alteracio
del microbioma (NIH Team, 2019). Tractaments basats en el coneixement que es té sobre
el microbioma, com el transplantament de microbiota fecal per tractar la infeccio per
Clostridioides difficile, ja son una realitat (van Nood et al., 2013). A part de les
aplicacions potser més obvies en el camp de la salut humana, el microbioma també jugara
un paper important en I’agricultura i el processament d’aliments (Singh & Trivedi, 2017)
i en la lluita contra el canvi climatic (Cavicchioli et al., 2019) en un futur no molt llunya.
Tot aix0 i molt més fa que el seu estudi sigui d’interes public i altament rellevant.

L’estudi del microbioma es fa majoritariament mitjancant la metagenomica, I’analisi de
I’ADN provinent de mostres ambientals, un camp que va ser revolucionat amb el
desenvolupament dels metodes de seqiienciacié NGS (Walshaw et al., 2011). Les dues
aproximacions principals son la seqiienciacid shotgun i la seqiienciacido d’amplicons
(Figura 1). La sequenciacié shotgun es basa en la sequenciacié de tot el genoma (tot
I’ ADN de la mostra), mentre que la seqiienciacié d’amplicons es basa en la seqiienciacio
de gens marcadors amplificats per PCR, com el gen de ’ARNr 168, i resulta molt més
barata (Martin, Miquel, Langella & Bermu(dez-Humaréan, 2014). En la seqlienciacié
d’amplicons, les lectures obtingudes son processades bioinformaticament i resumides en
taules d'abundancies d’OTU (unitats taxonoOmiques operatives) per a la seva posterior
analisi estadistica (Calle, 2019). La utilitzacio de RStudio per fer aquesta analisi sembla
ser molt més popular que la seva utilitzacié per processar bioinformaticament les
sequeéncies inicials, pas que es sol fer amb plataformes com QIIME 2™,

L'analisi del microbioma és complex ja que presenta una serie de limitacions que s’han
de tenir en compte si es volen obtenir resultats solids. Les taules d’OTUs solen contenir
un gran nombre de zeros. A més, el nombre maxim de lectures que es poden obtenir ve
donat per la capacitat del sequenciador i sol variar entre mostres, aixo vol dir que el
nombre total de lectures no reflecteix el nombre total de microorganismes presents en la
mostra, i per tant nomeés aporta informacio relativa, resultant en dependéncies entre les
abundancies dels diferents taxons d’una mostra. Aixo implica que les dades de
microbioma soén composicionals. La millor manera d’adrecar aquesta naturalesa
composicional és treballant amb log-ratios d’Aitchison que cancel-len els biaixos
composicionals. Donada una composicio (x;, x5, X3, ..., Xx), on cada valor x indica
I'abundancia de cadascun dels taxons, el log-ratio entre dues componentns, per exemple
les dues primeres, es defineix com el logartime del quocient entre la primera i la segona



component, és a dir, log(§). Un inconvenient d'aquesta aproximacié és que requereix la
2

substitucio dels multiples zeros presents a les taules d'abundancia (Calle, 2019; Weiss et
al., 2017). Altres métodes de normalitzacié com la rarefacci6 (submostreig aleatori sense
substitucio) soén polémics per la pérdula d’informacié que comporten (McMurdie &
Holmes, 2014). L’eliminacié de les mostres i/o OTUs que no sumen un nombre minim
de lectures per mitigar la dispersi6 de les dades i reduir la seva complexitat a través d’un
pas de filtrat previ a la analisi també és comuna (Cao et al., 2021).

OTUL

-

CAG; AC
OTU2 TACCAGATTACATAC

The 16S-based wmm)  o——— ) Gomeana wesp  GreenGenes
— OTU3 agggﬁggﬁgﬁ'mm
approach — e S myRDP
e Vo Ve Ve s __ __ oTu4 3§§§§§%¥%§“3 Silva
DS S NSNS NS S . L.
" . . . Amplify and Group similar Use database to
S S S
s~~~ Sequence 16S rRNA sequences into OTUs identify OTUs

Extract DNA

Community composition: Which organisms are present?

ﬁ Variant sequences and

SNPs
Microbial community 3 GATTACA
c
sample k| GATTACA
c GATTTCA
L z GATTTCA
o0 @G 00 < 57U
b ¢ ¢ e GATTTCA
Relative abundance OTU phylogeny
of OTUs in
community
Extract DNA
SN NSNS S
NS NSNS NSNS
o SIS S Compare sequences to
SIS IS SIS SIS NS S reference genomes
VA A AW A
The shotgup Sequenc_e Community function:
metagenomic s community What can the community do?
approach DNA
(]
(| :
KEGG 3
ﬂ c
el SEED H II II
BLAST <

Use database to
identify sequences

Functions
Relative abundance of gene
pathways in community

Figura 1. Resum visual del processament de les dades de microbioma obtingudes per
seqiienciacio shotgun i per seqiienciacio d’amplicons. Crédit a Morgan & Huttenhower (2012).



La intencid d’aquest treball és aprofundir en els métodes de processament i analisi de
dades de microbioma amb R i en les bases de dades publiques de microbioma. En el
procés s’intentara avaluar els efectes de la rarefaccio i el filtrat sobre els resultats de
I’analisi. Els efectes del filtrat sobre els resultats no han estat molt estudiats fins
recentment (Cao et al., 2021). El codi en R utilitzat en aquest treball per al processament
bioinformatic i I’analisi estadistica de les dades esta disponible en format tutorial amb
Rmarkdown a (https://hanso3.github.io/TFG/Codi.html).

2. Objectius

En aquest treball es vol construir un procediment d'analisi del microbioma completament
integrat en l'entorn d’R a través d’RStudio que permeti tant processar bioinformaticament
les lectures resultants de la seqiienciaciéo d’amplicons com analitzar-les estadisticament
un cop processades, permetent aixi la realitzacié de tots els passos post-sequenciacio
utilitzant una sola eina. Aquest procediment s'il-lustrara amb unes dades d'un estudi real
obtingudes d’una de les bases de dades publiques de microbioma. En el procés s’intentara
avaluar els efectes de la rarefaccio i el filtrat sobre els resultats de 1’analisi, i observar si
divergeixen molt dels resultats obtinguts en 1’estudi de referéncia de les dades. Aixi, en
resum, es vol:

- Fer una recerca bibliografica sobre els metodes de processament i analisi que
permeti la construccio del procediment amb R i la seva posterior presentacio en
format tutorial a través d’Rmarkdown, a poder ser utilitzant métodes d’analisi que
tinguin en compte la naturalesa composicional de les dades de microbioma.

- Localitzar i investigar les principals bases de dades publiques de microbioma, tant
a nivell de funcionament com a nivell de contingut, i en el procés obtenir unes
dades crues per posar a prova el funcionament del procediment.

- Avaluar els efectes de la rarefaccid i el filtrat sobre els resultats de les analisis.

- Comparar els resultats obtinguts amb els publicats en 1’estudi de referencia.

Amb aquests objectius s’intentara donar resposta a les seglients preguntes:

- Quines son les principals bases de dades publiques de microbioma, com funcionen
1 quin tipus d’informaci6 contenen?

- Quins son els principals metodes de processament i analisi de dades de
microbioma? Es possible processar i analitzar les dades només amb R? Quines
son les seves principals limitacions?

- Com afecten la rarefaccio i el filtrat als resultats de 1’analisi?

- Canvien molt els resultats obtinguts respecte els resultats publicats en 1’estudi de
referéencia?


https://hanso3.github.io/TFG/Codi.html

3. Processament i analisi del microbioma

3.1. Bases de dades publiques de microbioma

La primera part del treball va ser la cerca d’unes dades apropiades per posar a prova el procediment de processament i analisi amb R que prepararia
posteriorment. Per fer-ho, en primer lloc, vaig buscar les principals bases de dades de microbioma puabliques i vaig analitzar les seves
caracteristiques en profunditat, les principals bases de dades son resumides a continuacio. En segon lloc vaig buscar unes dades apropiades per
posar a prova el procediment, i les vaig descarregar a través de la base de dades amb un funcionament més senzill.

Base Tipus de Emmagatzemat | Descarrega | Disponibilitat | Observacions URL
dades* dades multiple metadades
MDB: Crues No, nomeés | No No Moltes pagines donaven | https://db.cngb.org/microbiome/
Microbiome enllag a altres error, nomeés  conté
Database bases enllacos a les dades
Human Crues Si Requereix No Dificultat per a la | https://portal.nmpdacc.org/
Microbiome programa descarrega de madltiples
Project  Data mostres
Portal
MicrobiomeDB | Processades | Si Taula Si Format taula d’OTUs | https://microbiomedb.org/mbio/app/
d’OTUs estrany
GMrepo Processades | Si Taula Si Problemes amb carregar | https://gmrepo.humangut.info/home
d’OTUs algunes pagines
MGnify Processades | Si Taula No Millor opcidé per dades | https://www.ebi.ac.uk/metagenomics/
d’OTUs processades
NCBI Crues i | Si Requereix Si Funcionament poc clar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/
Processades registre
ENA Crues Si Si, facil 1| No Dificultat per obtenir les | https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/home
clara metadades

Taula 1. Taula resum de les principals bases de dades publiques de microbioma i les seves caracteristiques més importants. *Tipus de Dades: "crues" quan
estan disponibles els fitxers fastq o similar resultats de la seqiienciacid; "processades™ quan només estan disponibles les taules d'abundancia d’OTUs.




3.2. Estudi de referencia

Les dades que finalment vaig seleccionar van ser les del projecte PRIEB13092 “Reduced
diversity and altered composition of the gut microbiome in individuals with myalgic
encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome” (Giloteaux et al., 2016), originalment
trobades a la base de dades MGnify en la seva forma processada i finalment descarregades
a través de ’ENA en la seva forma crua, per haver resultat ser la base de dades amb més
facilitats per a la descarrega de totes les mostres sense processar d’un estudi. Les
metadades van ser descarregades directament d'un enllag referenciat a ’article associat al
projecte ja que no estaven disponibles a ’ENA. Les dades em van semblar interessants
pel seu nombre de mostres (87), que era un compromis sa entre grans estudis que
contenien milers de mostres, i altres que en contenien una dotzena o menys. A més d’aixo
les dades contenien una mitjana de lectures per mostra molt més gran que la de la resta
de dades que vaig considerar.

L'objectiu d'aquest estudi era avaluar si hi havia una associacio entre la sindrome de la
fatiga cronica i 1’alteracié del microbioma intestinal. Les dades contenien les mostres
fecals de 48 pacients amb sindrome de fatiga cronica i 39 controls sans, sequenciades per
seqiienciacié d’amplicons del gen que codifica per ’ARNr 16S amb la plataforma
[llumina MiSeq 2x250 bp. A part d’aix0, a les metadades hi havia els nivells en sang de
proteina C-reactiva (CRP), proteina d’unié als acids grassos intestinals (I-FABP),
lipopolisacarids (LPS), proteina d’uni6 als lipopolisacarids (LBP), i CD14 soluble
(sCD14) de cada individu.

A Tarticle de referéncia, pel que fa a 1’analisi del microbioma, van estudiar si hi havia
diferencies significatives en la diversitat alfa de controls i pacients amb les mesures
Shannon, Chaol i PD utilitzant una prova de Wilcoxon-Mann-Whitney. També van
estudiar la seva diversitat beta mesurant les distancies UniFrac no ponderades i UniFrac
ponderades i mirant si hi havia agregacio entre controls i pacients representant-les amb
una analisi de les components principals (PCA). Finalment van avaluar si hi havia OTUs
que fossin significativament diferencialment abundants entre controls i pacients
mitjancant una prova U de Wilcoxon-Mann-Whitney.

Van observar una diversitat alfa significativament reduida en pacients respecte controls,
no van observar agregacié de les dades representant les distancies UniFrac no ponderades
1 UniFrac ponderades, 1 van observar diferencies significatives en 1’abundancia de
diverses OTUs entre pacients i controls. Van concloure que hi havia una associacio entre
la sindrome de la fatiga cronica i una disbiosis del microbioma intestinal.

3.3. Processament de les sequiencies

Per poder construir un procediment de processament de les lectures obtingudes amb la
sequenciaci6 utilitzant R vaig fer una recerca bibliografica extensiva sobre els diferents
meétodes de processament, tant a nivell teoric, com a nivell de com implementar-los en R.
Com he explicat breument a la introduccio les lectures resultats de la seqiienciacié son
processades i resumides en taules d’unitats taxonomiques operatives (OTU) per a la seva
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posterior analisi estadistica. Aquestes taules solen contenir les diferents mostres en les
files i les diferents OTUs (grups de sequencies llegides amb un percentatge donat
d’identitat de seqliencia, normalment per sobre del 97%) en les columnes, amb el nombre
de lectures de cada OTU per cada mostra (nombre de cops que s’han llegit les seqiiencies
que formen part de la OTU per cada mostra). Aquetes OTUs es solen classificar
taxondOmicament mitjangant machine learning o a través d’un alineament amb seqiiencies
conegudes del gen amplificat procedents de diverses bases de dades com Greengenes 0
SILVA (Galloway-Pefia & Hanson, 2020).

El primer pas en la construccié d’una taula d’OTUs a partir dels fitxers resultants de la
sequenciacio és retallar les lectures perqué tinguin una llargada consistent i filtrar les de
baixa qualitat. Es recomanable fer una inspecci6 de la qualitat de les dades per ajustar els
parametres de retall i filtrat a les caracteristiques particulars de les lectures. Per exemple
les lectures obtingudes mitjancant Illumina tendeixen a patir un descens de la qualitat cap
al final de les lectures (Callahan et al., 2017).

Normalment després del filtrat s’agrupen les lectures de la seqilienciacié en OTUs, que
son conjunts de lectures que divergeixen entre elles per sota d’un llindar de dissimilaritat
marcat de manera arbitraria, procés anomenat clustering. Una altra opcio és fer servir el
DADAZ2, un metode d’alta resolucié per deduir les variants de seqiiéncia ribosomica de
manera exacta, tot adaptant el clustering a les particularitats de cada conjunt de dades i
evitant la utilitzacié de llindars arbitraris. EI métode DADA2 fa servir un model
parametritzat de substitucié d’errors per distingir errors de seqiienciacido de variacid
biologica. Per tenir en compte la variacio en les taxes d’error entre les diferents mostres,
els parametres del model es dedueixen fent servir aprenentatge no supervisat alternant la
inferéncia de la mostra amb ’estimacio6 del parametre fins que els dos son consistents. La
inferéncia es pot fer independentment per cada mostra 0 amb lectures aleatories de totes
les mostres. Els passos per agrupar les seqliencies provinents de sequlienciacio paired-end
amb el paquet DADA2 son la desreplicacié (ajuntar les sequencies idéntiques),
’estimacio de les taxes d’error, la deduccio de les variants de seqiiéncia d’amplico amb
la funcio dada, la uni6é de les lectures forward i reverse amb els errors corregits tot
eliminant les lectures que tenen bases diferents en les zones de sobreposicid, i finalment
la construcci6 d’una taula amb el nombre de lectures per cada amplicon sequence variant
(ASV) en comptes de OTUs (Callahan, n.d.; Callahan et al., 2017).

Una vegada s’ha aconseguit la taula de seqliencies s’eliminen les seqiiencies quimeriques
(que son el resultat de la unié de dues o més seqiiencies durant el procés d’amplificacid
per PCR que es fa abans de la seqiienciacio). A continuacid s’assigna una taxonomia a
les seqiiencies restants. Amb el paquet DADA2 [’assignacié de la taxonomia es fa
mitjancant un classificador Bayesia que compara les diferents seqiiencies amb les ja
classificades d’un training set. Hi ha diversos training sets disponibles actualitzats
regularment. El resultat d’aquets procés és la obtencioé d’una taula de taxonomia que conté
la taxonomia que s’ha assignat a cada ASV. Aixi hi ha una taula amb el nombre de cops
que apareix cada ASV en cada mostra, i una taula que conté I’assignacio taxonomica de
cada ASV (Callahan et al., 2017).

Finalment queda 1’opcio de construir un arbre filogenétic per veure la relacio entre les
diferents seqliencies i ajuntar tots els components en un objecte phyloseq. La construccio



de I’arbre filogencétic es fa des de zero, primer amb un alineament multiple fent servir el
paquet DECIPHER, i després amb la construccié de 1’arbre propiament mitjangant el
paquet phangorn. La construccié de I’objecte phyloseq es fa ajuntat les metadades, la
taula de seqiiéncies, la taula de taxonomia i I’arbre filogenétic en un objecte phyloseq
utilitzant el paquet phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013). La construccié de 1’objecte
phyloseq resulta molt util a I’hora d’exportar i importar les dades des de RStudio,
facilitant, per exemple, el treball amb més d’un ordinador o la comparticié de les dades.

Nostres Extraccié i ADN prodcedent / /Am plificacio del gen de \\\ F'T:i;zr:?zelfs
e — purificacié de  —> de les mostres — I'ARNr 16S per PCRi —> iy e
I'ADN ambientals \_  sequenciacié // g po

Training set de
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Taula de
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Informacié sobre
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Figura 2. Esquema del processament de les seqliencies amb el paquet DADA2.
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3.4. Analisi de dades de microbioma

Per poder construir el procediment d’analisi de les dades amb R vaig fer una recerca
bibliografica extensiva sobre els diferents metodes d’analisi de dades de microbioma, tant
a nivell teoric, com a nivell de com implementar-ho en R. A continuaci6 presento els
principals métodes d’analisi de dades de microbioma que vaig identificar al llarg de la
recerca bibliografica 1 la seva implementacié en R. Per als métodes d’analisi de la
diversitat alfa i beta he utilitzat unes taules resum. La resta de metodes son descrits
breument.

3.4.1. Diversitat alfa i beta

La diversitat alfa és una mesura unidimensional que resumeix la diversitat d’una
comunitat ecologica, en altres paraules i en el context de I’analisi de microbioma, és una
mesura de la diversitat dins d’una mostra. Hi ha diverses maneres de mesurar la diversitat
alfa, la més simple, la riquesa, només té en compte el nombre de OTUs (0 ASV) en la
mostra. Altres més complexes també tenen en compte 1’abundancia d’aquestes OTUs per
ajustar la seva contribucio (Willis, 2019; Kim et al., 2017). Per exemple una mostra amb
4 OTUs amb un 25% d’abundancia cadascuna seria més diversa que si una OTU
representa el 95% de la composicio de la mostra i les tres restants nomeés sumen el 5%.

El problema és que els metodes per mesurar la diversitat alfa van ser desenvolupats per
estudis d’ecologia tradicionals, i a vegades el seu significat no és clar quan son aplicats a
estudis de seqiienciacié d’amplicons mitjancant NGS, ja que aquests son altament
variables i no sén del tot fiables per estudiar els microorganismes més minoritaris i/o
desconeguts (Edgar, n.d.). Les caracteristiques de les principals mesures de la diversitat
alfa son resumides a la taula 2 a continuacio.

Si la diversitat alfa és una mesura de la diversitat dins d’una mostra, la diversitat beta és
una mesura de la diversitat entre mostres. Per ser més precisos €s una mesura de la
distancia entre mostres, de fins a quin punt dues mostres sén semblants o diferents a nivell
d’organismes (en el cas de 1’analisi de dades de microbioma OTUs o ASVs) que les
componen (Stephenson, 2015; Scholz, n.d.). Les caracteristiques de les principals
mesures de la diversitat beta son resumides a la taula 3 a continuacio.



Mesures

Calcul

Informacio

Implementacio R

Prova d’hipotesi
utilitzada

Riquesa observada

Nombre d’especies (en el context de 1’analisi de
dades de microbioma nombre de taxons o

No té en compte el pes de
cada OTU, si una domina

filogenétic.

diversitats més grans.

OTUs) molt no es veura.
Chaol N + 52 Intenta extreure informacio
=~ "D sobre  les  taxonomies
On N és el nombre d’OTUs, S és el nombre | menys abundants a partir
d’OTUs amb només una lectura, i D és el | delssingletons i doubletons
nombre d’OTUs amb nomes dues lectures.
_ Funcio
Shannon R Té en compte nombre “astimate richness”
H = — z p; Inp; d’OTUs i la seva proporcio. | ya |a Ilibreria
=1 Com més igualment “phyloseq”
On pi és la proporci6 d’individus que pertanyen | distribuides estiguin les
a una especie i. OTUs més gran sera
I’index.
Simpson R Té en compte nombre
A= Z p;? d’OTUs i laseva proporcid.
=1 Si s’acosta a 1 (max) indica
On pi és la proporci6 d’individus que pertanyen | que hi ha una OTU molt
a una espécie i. dominant i que la resta son
poc comunes.
PD Suma de la llargada de les branques de 1’arbre | Valors més grans indiquen | Funcio “pd” de la

llibreria “picante”

Prova de suma de
rangs de
Wilcoxon a través
de “wilcox.test”

Taula 2. Taula resum amb les mesures més comunes de la diversitat alfa i la seva implementacio en el codi R d’analisi amb la prova d’hipotesi estadistica
utilitzada per avaluar si les diferéncies entre els resultats de controls i pacients sén significatives.




Donades una mostra A i una mostra B, I’index és el resultat
de dividir el nombre d’OTUs presents en les dues mostres
per la suma del nombre d’OTUs de A i de B menys el
nombre d'OTUs que es troben en les dues mostres.

s’acostara I’index a 1, indicant
similaritat entre les mostres.
Com més petita sigui meés
s’acostara 1’index a 0, indicant
dissimilaritat entre les mostres.
No té en compte les abundancies
de les OTUs.

Distancia Calcul Informacio Implementacio | Prova  d’hipotesi
R utilitzada
Bray-Curtis _ 2C;; En cas de restar a 1 el resultat de
BCy=1- Si+ S la divisio, com més s’acosti a 1
Donades una mostra i i una mostra j, Cjj és la suma del | I'index més desiguals son les
nombre de lectures menor per cada OTU que tenen en | Mostres i com més s’acosti a 0
comul. i i S s6n el nombre de lectures total de cada mostra, | MES 1guals son. Si no es fa la
Si treballem amb proporcions la suma de Si i Sj sempre | resta la interpretacio del resultat
donara 2 i per tant ens quedara que 1’index és 1- Cj;. es _Ia INversa. prox'm'ta_t a 1
indica similaritat i proximitat a 0
indica dissimilaritat.
UniFrac Es calcula dividint la suma de la llargada de les branques | Com més gran més similaritat.
de l’arbre filogenétic compartides entre les dues mostres | No té en compte les abundancies | Funcio PERMANOVA a
per la suma de la llargada de totes les branques. La | de les OTUs. “distance” de la | través de la funcio
UniFrac ponderada té en compte les abundancies de cada OTU a | Com més gran més similaritat. | llibreria “adonis” de la
Ponderada | I’hora de fer el calcul. Té en compte les abundancies de | “phyloseq” llibreria “vegan”
les OTUs.
Jaccard |A N B| Com més gran sigui la
J(4,B) = |AUB| intersecci6 entre A i B, més

Taula 3. Taula resum amb les distancies més comunes utilitzades per mesurar la diversitat beta i la seva implementacié en el codi R d’analisi amb la prova

d’hipotesi estadistica utilitzada per avaluar Si les diferencies entre els resultats de controls i pacients son significatives.
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3.4.2. Visualitzaci6 de la diversitat beta

Per la visualitzacio de la diversitat beta vaig utilitzar I’escalament multidimensional
(MDS), també anomenat analisi de coordenades principals, que és un metode d’ordinacio
per poder visualitzar graficament les distancies entre els components de dues 0 més
mostres amb 1’objectiu d’identificar possibles agrupacions o tendeéncies. Per fer aquesta
representacio s’han de mesurar les distancies entre les diferents mostres. Es poden fer
servir una gran varietat de distancies: des de la distancia euclidiana fins a la distancia de
Bray-Curtis o la UniFrac, resumides a la taula de I’apartat anterior. Llavors s’ha de reduir
la seva dimensionalitat mitjangant técniques d’ordinacid, en aquest cas I’'MDS, cosa que
permet la seva representacio en dues dimensions. La seva implementacid en R és a través
de la funci6 “ordinate” del paquet “phyloseq”. A diferéncia de ’'MDS métric, el no métric
fa servir una regressio isotonica per estimar una transformacio de les dissimilaritats
(Wickelmaier, n.d.; Calle, 2019), ’MDS no métric només apareix al tutorial Rmarkdown.

3.4.3. Prova d’abundancia diferencial

L’objectiu de la prova d’abundancia diferencial és identificar ASVs (o OTUs) que siguin
diferencialment abundants de manera significativa entre dues mostres o grups de mostres.
Canvis significatius en 1’abundancia de certs taxons s'han associat a diverses condicions
com diarrea, obesitat, sida, etc. La seva utilitzacio en el context de 1’analisi de dades de
microbioma mitjangant seqiienciaci6 d’amplicons ¢és controvertida per diversos
problemes com la utilitzacié de métodes que no s’ajusten a la naturalesa composicional
de les dades, la pobre representacié de I’ambient original per part de les mostres,
submostres i taules OTU, la dificultat en la normalitzacié i la general falta de
reproductibilitat dels experiments (Morton et al., 2019; Calle, 2019).

Vaig decidir utilitzar aldex, que és una funcié d’R del paquet ALDEX2 que permet
analitzar la presencia de OTUs diferencialment abundants entre dues o més condicions /
grups de mostres. La funcio treballa amb log-ratios, ajustant-se a la naturalesa
composicional de les dades de microbioma. Una vegada executada, la funcié d’una sola
linia genera instancies de Monte Carlo de la distribucié de Dirichlet per a cada mostra,
converteix cada instancia mitjancant una transformacié a log-ratios, i després retorna els
resultats de les proves per dues mostres (t de Welch, Wilcoxon) o per multiples mostres
(glm, Kruskal-Wallice). Aquesta funcié també mesura la mida de I'efecte per I’analisi de
dues mostres (Gloor et al., 2021).

3.4.4. Seleccio de balangos

Un altre metode d’analisi que té en compte la naturalesa composicional de les dades ¢és la
identificacio de grups de taxons anomenats signatures microbianes, I’abundancia relativa
entre les quals es pugui associar a un fenotip d’interés, utilitzant la funcid selbal del
paquet selbal. Els passos que el selbal segueix per seleccionar balancos son: la substitucid
de zeros per poder portar a terme la transformacié logaritmica de les dades, la seleccio de
dos taxons de manera que el seu log-ratio estigui el maxim d’associat a la variable
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resposta, i I’adici6 de nous taxons al balang (al numerador o al denominador del log-ratio)
de tal manera que el criteri especificat d’optimitzacié (area sota ROC o MSE) sigui
millorat mitjancant un procés de selecci6 avancada (forward stepwise regression) fins que
no quedi cap taxd que millori el criteri especificat d’optimitzacid. També s’atura el procés
d’adici6 de taxons al balang quan s’arriba al nombre maxim de components. Aquest
nombre maxim ¢és definit a través d’un procés de validacié creuada que també s’utilitza
per avaluar com de robust és el balan¢ (Rivera-Pinto et al., 2018; Calle, 2019).

A part del selbal, una altra eina per seleccionar balancos és el CoDaCoRe, implementat
en R a través de la funcié “codacore” del paquet codacore. EI metode utilitza la
discretitzacid, que facilita la interpretacio dels resultats transformant les mitjanes
geomeétriques ponderades sobre totes les covariants en balancos reals sobre un nombre
petit de covariants. EI model es pot regularitzar a través del parametre A. El model també
es pot estendre per fer aprenentatge supervisat, funcions de regressié no linear, etc
(Gordon-Rodriguez, Quinn & Cunningham, n.d.).

4. Resultats

4.1. Resultats del processament

Amb unes dades apropiades descarregades i la informacio tedrica necessaria sobre el
processament de seqiiéncies de microbioma, vaig procedir a aplicar el codi de
processament bioinformatic de les lectures descrit en el tutorial “Workflow for
Microbiome Data Analysis: from raw reads to community analyses” (Callahan et al.,
2017). La principal limitacié durant el processament va ser la falta de capacitat
computacional del meu ordinador, que només tenia 8 GB de RAM, quantitat que no era
ni molt menys suficient i resultava en la congelacio de I’RStudio quan provava d’executar
el codi de processament amb les 87 mostres. Aixi per la construccid i prova del codi vaig
utilitzar un petit subconjunt de mostres per veure que tot anés bé. Una vegada el
procediment va estar a punt, vaig demanar a la meva tutora que 1I’executés amb totes les
mostres 1 m’enviés 1’objecte phyloseq obtingut. El codi va funcionar sense problemes 1
va resultar en un objecte phyloseq de 300 kB amb el qual vaig poder continuar amb el
procediment d’analisi sense cap altre problema a nivell de limitacio computacional.

El codi resultant de la construccioé del procediment de processament i que va ser utilitzat
per processar les seqliencies esta disponible en format tutorial amb Rmarkdown a
(https://hanso3.github.io/TFG/Codi.html).

4.2. Resultats de 1’analisi

A continuaci6 estan resumits els resultats d’aplicar el codi d’analisi estadistica a les dades
procedents de I’estudi “Reduced diversity and altered composition of the gut microbiome
in individuals with myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome” (Giloteaux et
al., 2016) després del seu processament bioinformatic. Per avaluar I’efecte de la rarefaccio
sobre els resultats vaig treballar amb dades on s’havien filtrat totes les mostres i ASVs
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que no sumaven, com a minim, 10, 500 i 1000 lectures i amb les dades sense filtrar. Per
avaluar I’efecte del filtrat sobre els resultats vaig treballar amb dades sense filtrar, i amb
dades on s’havien filtrat totes les mostres i ASVS que no sumaven, com a minim, 10, 500,
1 1000 lectures. Finalment vaig comparar els resultats obtinguts amb els de 1’estudi de
referencia.

4.2.1. Diversitat alfa

Els métodes d’analisi de la diversitat alfa que vaig implementar van ser, com ja he
explicat, la riquesa observada, Chaol, Shannon, Simpson i phylogenetic diversity (PD).
Per la primera execucié vaig utilitzar directament les dades sense filtrar, com recomana
la funcid “estimate richness”.

Observed by Subject Chao1 by Subject Shannon by Subject

JE—

250
1

1
1

-
|
|

200
1

200
1

alpha$Observed
Al
1
alphafChaol
alphafShannon
30
|

100
1

T

RN E—

50

T
Control

subject

T
Patient

Simpson by Subject

09

alpha$Simpson
08

o7

06

T
Control

Patient

FD$PD

P

R E—

T
Control

subject

T
Patient

Phylogenetic Diversity

JE—

|
1
RN E—

R E—

T
Control

T
Patient

T
Control

subject

Patient

subject
Figura 3. Diagrames de caixes dels valors de les diferents mesures de la diversitat amb pacients
i controls separats (variable “Subject” de les metadades) utilitzant les dades sense filtrar. La
diversitat tendeix a ser menor en els pacients (dreta).

subject

S’observava una tendéncia a una diversitat reduida en els pacients respecte els controls.
Per avaluar si les diferéncies entre controls i pacients eren significatives vaig utilitzar una
prova dels signes de Wilcoxon considerant significatius els p-valors per sota de 0,05.
Sense filtrat, només resultaven significatives les diferencies entre controls i pacients
utilitzant els index de Shannon i Simpson. Els valors de la riquesa observada i de I’index
de Chaol semblaven coincidir pel baix nombre de singletons i doubletons (ASVs amb
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només una i dues lectures respectivament) presents en aquestes dades (en abséncia
d’aquests, el resultat de Chaol coincideix amb el valor de la riquesa observada).

A continuacid vaig voler observar I’efecte de la utilitzacié de diferents parametres de
filtrat sobre la significacio de les diferéncies entre els dos grups. Vaig calcular les
diferents mesures de diversitat i avaluar la significacio de les diferencies entre els dos
grups després d’haver filtrar les ASVs 1 mostres que no tenien un minim de 10, 500 i
1000 lectures totals. Els resultats obtinguts estan resumits a la taula 4 juntament amb els
p-valors obtinguts utilitzant les dades sense filtrar.

Mesura P-valor sense | P-valor Filtrat | P-valor Filtrat | P-valor Filtrat
filtrat 10 500 1000

Riquesa 0,1216 0,128 0,0104 0,00575

Observada

Chaol 0,1216 0,128 0,0104 0,00575

Shannon 0,0128 0,0125 0,011 0,00968

Simpson 0,0209 0,0204 0,0185 0,0209

PD 0,0631 0,0583 0,0138 0,00704

Taula 4. Variacio dels p-valors resultats d’aplicar una prova de Wilcoxon per avaluar si les
diferencies entre les diversitats alfa de pacients i controls eren estadisticament significatives en
funcio dels parametres de filtrat utilitzats.

Utilitzant 10 com a parametre de filtrat inicial la significacio dels resultats no semblava
variar de manera excessiva (x 0,0064 era la variacié més gran observada), les mesures
que resultaven en diferéncies significatives entre controls i pacients hi seguien resultant i
les que no, seguien sense resultar-hi. Utilitzant 500 s’observava un canvi radical en els
resultats: per totes les mesures hi havia diferéncies significatives entre els dos grups, amb
el p-valor de les 3 primeres mesures sent 10 vegades meés petit que amb parametre de
filtrat 10. Augmentat el parametre de filtrat fins a 1000 hi havia un augment de la
significacio similar. Aixi, per aquestes dades, semblava haver-hi una clara relacié entre
la utilitzaci6 de parametres de filtrat meés grans i la obtencié de diferéncies més
significatives entre els dos grups pel que fa a la diversitat alfa. Cal destacar que I’index
de Simpson va ser la mesura de la diversitat alfa menys afectada per la utilitzacio de
diferents parametres de filtrat (variaci6 maxima de £0,0024 amb les diferencies entre els
dos grups sempre sent significatives).

14



Per comprovar I’efecte de la utilitzacié de dades rarificades sobre la diversitat alfa vaig
repetir el procés utilitzant les dades rarificades amb rngseed = 123 sense filtrat, i amb els
diferents parametres de filtrat utilitzats anteriorment.

Mesura P-valor sense | P-valor Filtrat | P-valor Filtrat | P-valor Filtrat
filtrat 10 500 1000

Riquesa 0,1476 0,1525 0,0113 0,0061
Observada

Chaol 0,1501 0,1393 0,0094 0,0067
Shannon 0,0141 0,0145 0,0102 0,0096
Simpson 0,0194 0,0199 0,0153 0,0185

PD 0,071 0,0781 0,0094 0,0029

Taula 5. Variaci6 dels p-valors resultats d’aplicar una prova de Wilcoxon per avaluar si les
diferencies entre les diversitats alfa de pacients i controls eren estadisticament significatives en
funcio dels parametres de filtrat utilitzats i fent servir les dades rarificades amb rngseed = 123.

Amb les dades rarificades, malgrat haver obtingut p-valors lleugerament diferents, els
resultats no van canviar a nivell de significacié de les diferéncies. La rarefaccidé no va
mitigar gens ’efecte del filtrat. Les mesures més afectades per la rarefaccié van ser
I’index de Simpson i PD.
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4.2.2. Diversitat beta

A nivell de diversitat beta vaig utilitzar les distancies de Bray-Curtis, UniFrac, UniFrac
ponderada i la de Jaccard. Com en el cas anterior vaig voler avaluar I’efecte de diferents
parametres de filtrat inicial sobre els resultats. En primer lloc vaig mesurar les distancies
utilitzant les dades sense filtrar, i a continuacio les dades amb les ASVs i mostres filtrades
per sota de 10, 500 i 1000 lectures. En tots els casos llavors vaig fer la ordinacié MDS i
representar les distancies per veure si les mostres de controls i pacients tendien a agrupar-
se.

Axis2 [6.5%]

Subject

Axis 1 [96%)]
Axs 1 [87%]

Figura 4. Representacio mitjangant un MDS de les distancies Bray-Curtis. A dalt a [’esquerra hi
ha representades les distancies de les mostres sense filtrar, a dalt a la dreta amb filtrat 10, a baix
a lesquerra amb filtrat 500 i a baix a la dreta amb filtrat 1000.

Amb les distancies de Bray-Curtis no hi havia una agregacio clara entre els dos grups. La
utilitzacié de diferents parametres de filtrat no semblava variar gaire el resultat. La
varianga explicada per la primera coordenada no passava en cap cas del 10% i la segona
no passava del 7%. Aixi, com a minim a nivell d’ordinacid, no semblava que la utilitzaci
de diferents parametres de filtrat afectés massa el resultat.
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Axis 1 [15.8%] Ais 1 [17.3%]

[96%]
Axis 2 [10%]

Axis 2

s 1 [20.4%] . Aus1 [z22%)]

Figura 5. Representacio mitjancant un MDS de les distancies UniFrac no ponderades. A dalt a
[’esquerra hi ha representades les distancies de les mostres sense filtrar, a dalt a la dreta amb
filtrat 10, a baix a ’esquerra amb filtrat 500 i a baix a la dreta amb filtrat 1000.

Amb les distancies UniFrac no ponderades semblava haver-hi una certa separacié entre
els dos grups, especialment utilitzant els parametres de filtrat 500 i 1000. Les variancies
explicades per la primera i segona coordenades semblaven augmentar amb la utilitzacio
de parametres de filtrat més estrictes, passant del 15,8% de varianga explicada per la
primera coordenada utilitzant les dades sense filtrar a el 22,4% de la varianga explicada
per la primera coordenada utilitzant les dades amb les ASVs i mostres que no sumaven
1000 lectures filtrades. Aixi, semblava ser que per la distancia UniFrac no ponderada la
utilitzacié de parametres de filtrat més estrictes resultava en una més clara agrupacio de
les dades i en explicacions de la varianca més altes per part de les dues primeres
coordenades.
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Figura 6. Representacio mitjancant un MDS de les distancies UniFrac ponderades. A dalt a
l’esquerra hi ha representades les distancies de les mostres sense filtrar, a dalt a la dreta amb
filtrat 10, a baix a [’esquerra amb filtrat 500 i a baix a la dreta amb filtrat 1000.

Amb les distancies UniFrac ponderades, malgrat que la primera coordenada expliqués
com a minim el 30% de la varianca independentment del parametre de filtrat utilitzat, no
hi havia, a simple vista, una agregacié clara dels dos grups com la observada amb les
distancies UniFrac no ponderades. També a diferencia de les dues distancies anteriors, la
varianga explicada per les dues primeres coordenades practicament no variava en funcié
del parametre de filtrat utilitzat (variacié maxima de 0,3% per la primera coordenada i de
0,4% per la segona). Aixi, per les distancies UniFrac ponderades, no semblava que la
utilitzacio de diferents parametres de filtrat afectés massa el resultat.
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Axis2 [4.1%]

Axis 1 [799%)] B As 1 [8.2%]

Axis2 [48%)
Axis 2 [5.1%)
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Figura 7. Representacié mitjancant un MDS de les distancies de Jaccard. A dalt a I’esquerra hi
ha representades les distancies de les mostres sense filtrar, a dalt a la dreta amb filtrat 10, a baix
a lesquerra amb filtrat 500 i a baix a la dreta amb filtrat 1000.

Finalment, amb les distancies de Jaccard, s’observava una certa agrupacio de les dades
independentment del parametre de filtrat utilitzat. La varianca explicada per les dues
primeres coordenades semblava augmentar amb la utilitzacio de parametres de filtrat més
estrictes, passant d’un 7,9% de la varianca explicada per la primera coordenada amb les
dades sense filtrar, a un 13,7% utilitzant les dades amb les ASVs i mostres que no
sumaven 1000 lectures filtrades. En aquest sentit, la distancia de Jaccard sembla seguir la
tendéncia també observada en la distancies UniFrac no ponderades a un augment de la
varianga explicada per les dues primeres coordenades amb 1’augment dels valors dels
parametres de filtrat utilitzats.

També vaig comprovar, utilitzant les distancies UniFrac ponderades mesurades amb les
dades amb totes les ASVs i mostres que no sumaven 500 lectures filtrades, si s’observava
una agrupacio clara de les dades en funci6 d’altres variables disponibles a les metadades
com edat o index de massa corporal. No vaig observar cap agrupacio clara, a continuacio
hi ha les representacions amb les mostres marcades en funcié de 1’edat i de I’index de
massa corporal com a exemples.
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Figura 8. Representacié mitjancant un MDS de les distancies UniFrac ponderades filtrant les
mostres i ASVs amb menys de 500 lectures totals. No s observa agrupacio entre les mostres en
funcio de l’edat.
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Figura 9. Representacié mitjancant un MDS de les distancies UniFrac ponderades filtrant les
mostres i ASVs amb menys de 500 lectures totals. No s observa agrupacio entre les mostres en

funcio de l'index de massa corporal.
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Per comprovar si hi havia diferéncies estadisticament significatives entre les distancies
de les mostres dels controls i les dels pacients, i si aquesta significacié variava utilitzant
diferents parametres de filtrat, vaig realitzar un test PERMANOVA utilitzant la funcio
adonis del paquet vegan. Els p-valors resultants d’aplicar la prova estan resumits a la taula
3.

Distancia No Filtrat Filtrat 10 Filtrat 500 Filtrat 1000
Bray-Curtis 0,003 (+0,002) | 0,004 (+0,003) | 0,003 (x0,002) | 0,003 (x0,002)
UniFrac no | 0,001 (+0,002) | 0,002 (+0,001) | 0,002 (+0,001) | 0,001 (+0,001)

ponderada

UniFrac 0,028 (+0,01) | 0,02 (+0,01) 0,02 (x0,005) | 0,02 (+0,004)
Ponderada

Jaccard 0,001 0,001 0,001 0,001

Taula 6. Variacio dels p-valors resultants d’aplicar 5 PERMANOVES per avaluar si hi havia
diferencies estadisticament significatives entre les distancies de les mostres dels controls i les
dels pacients en funcid dels parametres de filtrat utilitzats.

A diferéncia de en la diversitat alfa, en la diversitat beta les diferéncies entre controls i
pacients eren significatives tant amb les mostres sense filtrar com amb les mostres
filtrades, i la significacié d’aquestes diferéncies no variava amb la variacid del parametre
de filtrat utilitzat. Les uniques diferencies que vaig poder observar al llarg de la
comparacid venien més donades per les permutacions a I’atzar de la PERMANOVA que
per la variacio causada per la utilitzacio de diferents parametres de filtrat.

Finalment, per avaluar ’efecte de la rarefaccid, per simplicitat només vaig mirar el seu
efecte sobre les distancies UniFrac no ponderades utilitzant diferents parametres de filtrat.
La representacio resultant va ser la mateixa cada vegada independentment del parametre
de filtrat utilitzat, i coincidia tant en distribucié com en explicacié de la variancga per part
de les dues primeres coordenades amb la representacié de les distancies UniFrac no
ponderades utilitzant 1000 com a parametre de filtrat amb les dades sense rarificar. La
significacid de les diferéncies entre les distancies de pacients i controls tampoc va variar
utilitzant diferents parametres de filtrat i els resultats obtinguts van ser practicament
identics als de la taula 6.
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Figura 10. Representacié mitjangant un MDS de les distancies UniFrac no ponderades utilitzant
les dades rarificades amb rngseed = 123 i sense filtrar, el resultat no va variar gens utilitzant
diferents parametres de filtrat.

4.2.3. Prova d’abundancies diferencials

També vaig fer un estudi de les composicions taxonomiques de les mostres i de si hi havia
diferencies significatives entre les abundancies de certes ASVs en funcid de si les mostres
provenien de pacients o de controls. Per fer-ho vaig utilitzar una prova U de Mann-
Whitney a través de la funcié aldex del paquet ALDEX2, dissenyat expressament per
I’analisi d’aquest tipus de dades. En primer lloc vaig observar les composicions
taxonomiques a simple vista amb un diagrama de caixes, per fer-lo vaig utilitzar les
abundancies relatives filtrant totes les mostres i ASVs amb menys de 500 lectures i vaig
aglomerar les ASVs al nivell taxonomic filum per facilitar la seva visualitzacio. Vaig
agrupar els filums que no sumaven una proporcio total de 0,4 entre totes les mostres a la
categoria ‘“rare”, aquests van ser Fusobacteria, Lentisphaerae, Euryarchaeota,
Cyanobacteria/Chloroplast, Campilobacterota, Proteobacteria, Plantae, Synergistetes. La
preséncia d’organismes relacionats evolutivament als cianobacteris en el microbioma
intestinal huma (Di Rienzi et al., 2013) podria explicar que hi hagi ASVs als quals s’han
assignat taxons corresponents al filum Cyanobacteria. Una altra explicacio podria ser la
presencia de restes vegetals en les mostres que també explicaria la presencia de ASVs a
les quals es va assignar Plantae, per ser precisos se’ls hi va assignar el génere Zea, genere
al qual pertany el blat de moro. Aixi també podria ser que a algunes mostres hi hagués
restes de blat de moro i cloroplasts.
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Figura 11. Diagrames de caixes de les abundancies relatives de cada filum en controls i pacients filtrant totes les mostres i ASVs amb menys de 500 lectures.
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En la figura anterior es pot observar un aparent lleuger increment en la proporcio de
Proteobacteria i Bacteroidetes, i una disminucio en la proporcio de Firmicutes en els
pacients respecte els controls. La resta no sembla canviar massa a simple vista. Per
estudiar si hi havia diferéncies significatives entre les abundancies dels filums de pacients
I controls i observar I’efecte de la utilitzaci6é de diferents parametres de filtrat sobre la
significacio d’aquestes diferéncies vaig utilitzar la funcié aldex amb les ASVs
aglomerades al nivell taxonomic filum (resultats a la taula 7).

Filum P-valor P-valor P-valor P-valor
sense filtrar | filtrat 10 filtrat 500 | filtrat 1000
Actinobacteria 0,0259 0,0682 0,0124 0,0030
Firmicutes 0,0889 0,2743 0,0920 0,0761
Verrucomicrobiota 0,2724 0,3675 0,2071 0,1598
Fusobacteria 0,4484 0,5798 0,4525 -
Lentisphaerae 0,4935 0,6337 - -
Euryarchaeota 0,6194 0,6748 0,5334 0,5001
Bacteroidetes 0,5732 0,7860 0,5932 0,5422
Cyanobacteria/Chloroplast | 0,5002 0,5176 0,7161 0,6909
Campilobacterota 0,6021 0,6861 - -
Proteobacteria 0,8736 0,8064 0,8739 0,8983
Plantae 0,6569 0,6701 - -
Synergistetes 0,6757 0,7101 - -

Taula 7. P-valors corregits per Benjamini-Hochberg de la prova ALDEX2 portada a terme per
veure si hi havia diferéncies significatives entre les abundancies dels filums de les mostres de
controls i pacients provant diferents parametres de filtrat.

Només hi havia diferéncies significatives entre pacients i controls en 1’abundancia del
filum Actinobacteria. En aquest cas les diferencies eren més significatives utilitzant les
dades sense filtrar que utilitzant les dades amb totes les mostres i ASVs que no sumaven
10 lectures totals filtrades. Malgrat aquesta petita anomalia sembla ser que la utilitzacié
de parametres de filtrat més grans (500 i 1000 respectivament) resultava en diferéncies
meés significatives com en el cas de la diversitat alfa. Cap dels filums amb diferéncies
aparents en els diagrames de caixes apareix com a diferencialment abundant. A
continuacid vaig aplicar la mateixa prova a les dades sense aglomerar, és a dir, al nivell
taxonomic més baix possible corresponent a 1’assignat originalment a les ASVs. També
vaig voler comprovar 1’efecte d’utilitzar diferents parametres de filtrat sobre la
significacio de les diferéncies.
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Dades no | Sense | Filtrat | Filtrat 500 Filtrat 1000

rarificades filtrat | 10

Nombre ASVs | 0 0 7 14

diferencialment

abundants

Taxons - - Generes  Collinsella, | Géneres Collinsella,

assignats a les Monoglobus, Monoglobus,

ASVs Erysipelatoclostridium, | Mediterraneibacter, Dorea,
Dorea, Faecalibacterium (x2),
Mediterraneibacter, Erysipelatoclostridium,
Faecalibacterium i | Ruminococcus (x2),
familia Gemmiger, Fusicatenibacter,
Ruminococcaceae Coprococcus, Flavonifractor

i familia Ruminococcaceae

Taula 8. Nombre d’ASVs identificades com a diferencialment abundants en funcio del parametre
de filtrat utilitzat i els seus taxons assignats utilitzant les dades sense rarificar.

Utilitzant les dades sense filtrar i les dades amb totes les mostres i ASVs que no sumaven
10 lectures filtrades no hi havia ni una sola ASV diferencialment abundant de manera
significativa entre controls i pacients, amb els p-valors més baixos sent 0,067 i 0,058
respectivament, en ambdos casos corresponents a I’ASV80 a la qual s’havia assignat el
génere Collinsella de la familia Coriobacteriaceae.

Utilitzant les dades amb totes les mostres i ASVs que no sumaven 500 lectures filtrades
hi havia 7 ASVs amb abundancies significativament diferents entre controls i pacients. A
totes elles s”havien assignat taxons del filum Firmicutes menys a la més diferent (p-valor
de 0,008) que corresponia al génere Collinsella pertanyent al filum Actinobacteria i que
era responsable de la major part de les diferéncies entre controls i pacients pel que feia a
I’abundancia del filum Actinobacteria. La resta eren: el genere Monoglobus (p-valor de
0,0306), familia Ruminococcaceae (p-valor de 0,0375), génere Erysipelatoclostridium (p-
valor de 0, 0405), génere Dorea (p-valor de 0,0428), génere Mediterraneibacter (p-valor
de 0,0434) i géenere Faecalibacterium (p-valor de 0,0467). Els generes Monoglobus i
Faecalibacterium pertanyen a la familia Ruminococcaceae. Els géneres Dorea i
Mediterraneibacter pertanyen a la familia Lachnospiraceae. Finalment el genere
Erysipelatoclostridium pertany a la familia Erysipelatoclostridiaceae.

Utilitzant 1000 com a parametre de filtrat les ASVs diferencialment abundants passaven
a ser 14, el doble que amb filtrat 500. Seguien apareixent totes les ASVs que apareixien
amb filtrat 500, nomes que amb p-valors més baixos (per exemple el p-valor de ’ASV
corresponent al génere Collinsella baixava fins a 0,003), i n’apareixien 7 de noves. EIs
taxons assignats a les 7 ASVs noves eren genere Ruminococcus (p-valor de 0,034), génere
Gemmiger (p-valor de 0,0396), genere Faecalibacterium (p-valor de 0,0397), genere
Fusicatenibacter (p-valor de 0,0416), génere Coprococcus (p-valor de 0,044), genere
Ruminococcus (p-valor de 0,047), i génere Flavonifractor (p-valor de 0,049). Els generes
Ruminococcus, Gemmiger, Faecalibacterium i Flavonifractor pertanyen a la familia
Ruminococcaceae. Els géneres Fusicatenibacter i Coprococcus pertanyen a la familia
Lachnospiraceae.
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Tots els taxons que s’havien assignat a les ASVs identificades com a diferencialment
abundants entre pacients i controls, excepte els géneres Collinsella i
Erysipelatoclostridiaceae pertanyien a I’ordre Clostridiales dins la classe Clostridia del
filum Firmicutes, al qual també pertany el génere Erysipelatoclostridiaceae malgrat
formar part de 1’ordre Erysipelotrichales dins la classe Erysipelotrichia, sent el génere
Collinsella (de I’ordre Coriobacteriales, dins la classe Coriobacteriia del filum
Actinobacteria) 1’tnic que no formava part del filum Firmicutes. Aixo semblaria indicar
que si hi ha alguna associacio entre la sindrome de la fatiga cronica i una alteracid del
microbioma, aquesta alteracio vindria majoritariament donada per diversos membres del
filum Firmicutes i pel genere Collinsella. Independentment d’aixo cal destacar que la
significacio de les diferéncies entre controls i pacients pel que fa a I’abundancia d’aquests
taxons va variat molt en funcié del parametre de filtrat utilitzat, amb una aparent
correlacio entre diferencies més significatives amb parametres de filtrat més grans, fent
que aquests resultats siguin, com a minim, questionables.

Per acabar vaig voler avaluar I’efecte sobre els resultats d’utilitzar les dades rarificades
amb els diferents parametres de filtrat. Aparentment la seva utilitzacié va reduir la
significacio de les diferéncies entre controls i pacients.

Dades Sense | Filtrat | Filtrat 500 Filtrat 1000

rarificades filtrat | 10

Nombre ASVs | 0 0 4 9

diferencialment

abundants

Taxons - - Generes  Collinsella, | Generes  Collinsella,
assignats a les Monoglobus, Monoglobus,

ASVs Erysipelatoclostridium | Mediterraneibacter,

i Mediterraneibacter | Dorea,
Faecalibacterium,
Erysipelatoclostridium,
Ruminococcus,
Flavonifractor i familia
Ruminococcaceae
Taula 9. Nombre d’ASVs identificats com a diferencialment abundants en funcio del parametre
de filtrat utilitzat i els seus taxons assignats utilitzant les dades rarificades.

Utilitzant les dades rarificades sense filtrar i les dades rarificades amb totes les mostres i
ASVs que no sumaven 10 lectures filtrades, no hi havia ni una sola ASV diferencialment
abundant de manera significativa entre controls i pacients, amb els p-valors més baixos
sent 0,107 i 0,069 respectivament, en ambdds casos corresponents a I’ASV80 a la qual
s’havia assignat el génere Collinsella de la familia Coriobacteriaceae. Aquests p-valors
eren més alts que els obtinguts amb les dades sense rarificar.

Amb filtrat 500 i les dades rarificades va passar d’haver-hi 7 ASVs identificades com a
diferencialment abundants de manera significativa a haver-n’hi 4, totes elles presents
entre les 7 que s’identificaven sense rarificar les dades amb filtrat 500. L’ASV a la qual
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s’havia assignat el génere Collinsella seguia sent la més diferencialment abundant amb
un p-valor de 0,017 (comparat amb 0,008 sense rarificar), seguida per les ASVs a les
quals s’havia assignat el génere Erysipelatoclostridium amb un p-valor de 0,035
(comparat amb 0, 0405 sense rarificar), el genere Monoglobus amb un p-valor de 0,0474
(comparat amb 0,0306 sense rarificar), i el génere Mediterraneibacter amb un p-valor de
0,0496 (comparat amb 0,0434 sense rarificar).

Finalment amb filtrat 1000 i les dades rarificades va passar d’haver-hi 14 ASVs
identificades com a diferencialment abundants de manera significativa a haver-n’hi 9,
totes elles presents entre les 14 que s’identificaven sense rarificar les dades amb filtrat
1000. L’ASV a la qual s’havia assignat el geénere Collinsella seguia sent la mes
diferencialment abundant amb un p-valor de 0,009 (comparat amb 0,003 sense rarificar),
seguida per les ASVs a les quals s’havia assignat ¢l génere Monoglobus amb un p-valor
de 0,022 (comparat amb 0,0197 sense rarificar), la familia Ruminococcaceae amb un p-
valor de 0,031 (comparat amb 0,023 sense rarificar), el génere Erysipelatoclostridium
amb un p-valor de 0,0325 (comparat amb 0,0307 sense rarificar), el genere
Faecalibacterium amb un p-valor de 0,0339 (comparat amb 0,0314 sense rarificar), el
génere Dorea amb un p-valor de 0,0399 (comparat amb 0,0306 sense rarificar), el genere
Ruminococcus amb un p-valor de 0,0402 (comparat amb 0,0372 sense rarificar), el génere
Mediterraneibacter amb un p-valor de 0,0411 (comparat amb 0,0241 sense rarificar), i el
genere Flavonifractor amb un p-valor de 0,044 (comparat amb 0,049 sense rarificar).

Aparentment la rarefaccio va disminuir la significacio de les diferéncies entre controls i
pacients, resultant en menys ASVs sent diferencialment abundants de manera
significativa entre controls i pacients que utilitzant les dades no rarificades. Malgrat aixo,
si es mira I’efecte sobre els p-valors obtinguts, aquest va ser major o menor segons I’ ASV:
en algunes va resultar en pujades i en altres en baixades respecte els p-valors obtinguts
amb les dades sense rarificar. Aixi I’efecte de la rarefaccio sobre els resultats a nivell de
proves d’abundancies diferencials tambe semblava ser considerable, pero no tant constant
com D’efecte de la utilitzaci6 de diferents parametres de filtrat.
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4.2.4. Representacio dels filums diferencialment abundants

Mitjangant la seva representacid en un arbre filogenetic, vaig voler observar la distribucio
dels diferents taxons dins els filums on vaig observar diferéncies significatives, és a dir,
dins de Firmicutes i Actinobacteria a través de la funcio “plot tree” del paquet
“phyloseq”. La representacid d’Actinobacteria va resultar molt mes senzilla pel baix
nombre de ASVs a les quals s’havien assignat taxons pertanyents a aquest filum que
apareixen a les dades, fent possible la seva representacio directament al nivell taxonomic
més baix disponible (génere).
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Figura 12. Representacié mitjangant un arbre filogenetic dels generes del filum Actinobacteria
amb les seves abundancies en controls i pacients. Filtrades les ASVs i mostres amb menys de 500
lectures totals. S’utilitza el nombre de lectures en comptes de [’abundancia relativa
(lectures/lectures totals).

La representacié no va resultar molt informativa ja que el génere Collinsella, que era el
més diferencialment abundant d’entre tots els taxons, es trobava, aparentment, en
proporcions similars en els dos grups, mentre que altres generes com Senegalimassilia i
Eggerthella, variaven molt de manera aparent entre el grup de controls i el de pacients
malgrat no aparéixer com a diferencialment abundants de manera significativa aplicant la
funcié aldex. El resultat de la representacié no semblava variar utilitzant les abundancies
relatives en comptes de les absolutes. Utilitzant parametres de filtrat més baixos anaven
apareixent més generes poc abundants la informacio sobre els quals es perd completament
amb parametres de filtrat més grans (per exemple, utilitzant 10 en comptes de 500,
apareixien 19 generes, més que el doble dels 7 que apareixien utilitzant 500), aix0 va
servir per posar de manifest tota la informacié sobre taxons més minoritaris que es perd
amb el filtrat.
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La representacid del filum Firmicutes, fins i tot a nivell familia, va resultar molt poc
informativa pel gran nombre d’ASVs als quals s’havien assignat taxons d’aquest filum.
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Figura 13. Representacio mitjangant un arbre filogenetic dels géneres del filum Firmicutes amb
les seves abundancies en controls i pacients. Filtrades les ASVs i mostres amb menys de 500
lectures totals. S’utilitza el nombre de lectures en comptes de [’abundancia relativa
(lectures/lectures totals).

Igual que en el cas anterior les aparences semblaven tornar a enganyar. La familia
Ruminococcaceae, que era diferencialment abundant de manera estadisticament
significativa, i a la qual pertanyien dos dels géneres que també ho eren (també utilitzant
filtrat 500), aparentava ser igualment abundant en controls que en pacients, igual que la
familia Lachnospiraceae, a la qual pertanyien els géneres diferencialment abundants
Dorea i Mediterraneibacter. L’unica diferéncia que es podia observar de manera clara a
simple vista i que resultava ser significativa a nivell estadistic era la de la familia
Erysipelatoclostridiaceae a la qual pertany el génere diferencialment abundant
Erysipelatoclostridium.

4.2.5. Seleccio de balancos

L’ultim meétode d’analisi que vaig utilitzar va ser la seleccio de balangos mitjangant les
funcions selbal i CoDaCoRe. Amb selbal, després de tenir diversos problemes amb la part
de la substitucid de zeros de la funcio i posteriorment executant la funcié amb les dades
al nivell taxonomic més baix, vaig acabar utilitzant les dades amb les ASVs aglomerades
al nivell taxonomic familia sumant 1 a totes les lectures per substituir els 0 per 1 d’una
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manera “manual”. Vaig executar la funcié amb tots els parametres predeterminats i
utilitzant les dades amb les ASVs i mostres amb menys de 500 lectures totals filtrades.

DENOMINATOR . NUMERATOR ROC curve
Coriobacteriaceae Erysipelatoclostridiaceae
Peptococcaceae_1 seudomonadaceae 1.00 1
Akkermansiaceae o 0751
Eggerthellaceae o 0504
uribaculaceae oo ARG
Fusobacteriaceae 0.251 i
Burkhelderiaceae 0.00 t———r—
Bacteroidaceae 0.000.29.500.751.00
Pasteurellaceae
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Figura 14. Resultat d’executar la funcio selbal amb les dades aglomerades a nivell familia i la
substitucié dels 0 per 1. Descripcid del balang global: les taxonomies sota denominador i
numerador son els grups de families que formen el balang, els diagrames de caixes mostren la
distribucié de les puntuacions del balang per controls i pacients. A dalt a la dreta hi ha la corba
de la caracteristica operativa del receptor amb el seu valor de l’area sota la corba (0,896), a
sota hi ha la corba de densitat per controls (blau) i pacients (vermell).

En aquest cas el balang global o signatura microbiana venia definit pels grups de families
{Coriobacteriaceae, Peptococcaceae, Akkermansiaceae, Eggerthellaceae,
Muribaculaceae, Fusobacteriaceae, Burkholderiaceae, Bacteroidaceae i Pasteurellaceae}
I {Erysipelatoclostridiaceae i Pseudomonadaceae}. Els controls tenien puntuacions del
balang més baixes que els pacients, indicant que en ells I’abundancia mitjana relativa de
les families Erysipelatoclostridiaceae i Pseudomonadaceae era més baixa que
l'abundancia mitjana de les families Coriobacteriaceae, Peptococcaceae,
Akkermansiaceae, Eggerthellaceae, Muribaculaceae, Fusobacteriaceae,
Burkholderiaceae, Bacteroidaceae i Pasteurellaceae. No vaig estimar la solidesa del
balang global seleccionat mitjangant validacié creuada per problemes a 1’hora d’executar
la funcio selbal.cv amb aquestes dades.

De les families que apareixen en el balang només dues havien estat identificades com a
diferencialment abundants de manera significativa entre controls i pacients a través de la
funcié aldex del paquet ALDEx2, la dels Erysipelatoclostridiaceae i la dels
Coriobacteriaceae, la resta no s'havien detectat.

Una altra eina per la seleccio de balancos que vaig utilitzar és el CoDaCoRe. En aquest
cas no vaig tenir problemes en 1’execucio, malgrat que la substituci6 de 0 per utilitzar la
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funcio6 s’havia de fer manualment (amb el mateix métode que vaig utilitzar en el selbal de
sumar 1 a totes les lectures), almenys amb R. Vaig fer servir balangos com a tipus de log
ratio i lambda 1. També vaig utilitzar les dades amb les ASVs i mostres amb menys de
500 lectures totals filtrades.
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Figura 15. Resultat de construir un model amb CoDaCoRe.

Amb aquesta funcio els resultats s’imprimeixen a la consola. El balang, utilitzant les dades
sense cap tipus d’aglomeracio, en aquest cas va venir definit Unicament per la ASV a la
qual s’havia assignat el genere Erysipelatoclostridium de la familia
Erysipelatoclostridiaceae en el numerador i per les ASVs a les quals s’havia assignat el
genere Ruminococcus de la familia Ruminococcaceae, la familia Ruminococcaceae, i el
genere Collinsella de la familia Coriobacteriaceae en el denominador. Per tant els controls
tenien una abundancia relativa de Erysipelatoclostridium més baixa que de
Ruminococcus, Collinsella i Ruminococcaceae. El valor de ’area sota la curva va ser de
0,865. Aixi, tots els taxons del balang havien estat identificats com a diferencialment
abundants a través de la funcié aldex amb filtrat 500.

El diagrama de caixes amb la distribucio de les puntuacions del balang era molt similar
al del selbal amb els pacients tenint puntuacions més altes que els controls. Els grups de
taxons seleccionats contenien menys taxons que els del selbal malgrat haver construit el
model al nivell taxonomic meés baix possible. Per poder fer una comparacio entre els
resultats dels dos métodes vaig utilitzar les dades amb les ASVs aglomerades al nivell
taxonomic familia com havia fet amb el selbal.
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Figura 16. Resultat de construir un model amb CoDaCoRe amb les dades aglomerades a nivell
familia.

El resultat casi no va canviar a nivell de distribucié de les puntuacions. Els grups de
families que definien el balan¢ van ser Erysipelatoclostridiaceae en el numerador i
Akkermansiaceae, Bifidobacteriaceae Coriobacteriaceae, i Muribaculaceae en el
denominador. Com en el balang global del selbal aixo volia dir que I’abundancia relativa
de Erysipelatoclostridiaceae era més baixa en els controls que I'abundancia mitjana de
Akkermansiaceae, Bifidobacteriaceae Coriobacteriaceae, i Muribaculaceae. El valor de
I’area sota la corba va ser de 0,832, inferior a utilitzant el nivell taxonomic més baix
possible. Aixi a nivell dels grups de taxons que defineixen el balang el canvi va ser radical
respecte al balan¢ global de CoDaCoRe anterior. Malgrat no canviar el numerador, el
denominador va canviar radicalment, amb la familia Ruminococcaceae desapareixent
completament (2/3 del denominador anterior) i apareixent les families, Akkermansiaceae,
Bifidobacteriaceae, i Muribaculaceae, sent Akkermansiaceae i Muribaculaceae també
presents en el denominador del balan¢ global obtingut amb selbal, igual que
Erysipelatoclostridiaceae en el numerador. Per tant el balanc global va passar a assemblar-
se molt més a I’obtingut amb el selbal, demostrant la similaritat entre els dos metodes
(malgrat que el CoDaCoRe seleccionés un balan¢ amb grups de taxons més petits), i la
importancia d’utilitzar les mateixes condicions per fer comparacions. També s’ha de dir
que el temps d’execuci6 del selbal va ser més gran que el de CoDaCoRe.

També vaig voler avaluar I’efecte d’utilitzar diferents parametres de filtrat sobre els
resultats obtinguts amb aquests métodes. Per fer-ho vaig, com en els casos anteriors,
comparar els resultats obtinguts amb les dades sense filtrat i amb les dades amb les ASVs
i mostres amb menys de 10, 500 i 1000 lectures totals filtrades. Els resultats obtinguts son
resumits en la taula 10 a continuacio.
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Meéetode

Sense Filtrat

Filtrat 10

Filtrat 500

Filtrat 1000

Selbal

Numerador

Erysipelatoclostridiaceae,
Peptoniphilaceae,
Gracilibacteraceae,
Synergistaceae, Streptophyta,
Selenomonadaceae,
Pseudomonadaceae,
Atopobiaceae

Erysipelatoclostridiaceae,
Peptoniphilaceae,
Pseudomonadaceae,
Gracilibacteraceae,
Clostridiales_Incertae_Se
dis_XIII, Morganellaceae

Erysipelatoclostridiaceae,
Pseudomonadaceae

Erysipelatoclostridiaceae,
Pseudomonadaceae

Denominador

Coriobacteriaceae,
Kiloniellaceae,
Puniceicoccaceae,
Pasteurellaceae, Hafniaceae,
Peptococcaceae 1,
Sutterellaceae,

Coriobacteriaceae,
Kiloniellaceae,
Peptococcaceae 1,
Pasteurellaceae,
Sporomusaceae,
Hafniaceae,

Coriobacteriaceae,
Peptococcaceae 1,
Akkermansiaceae,
Eggerthellaceae,
Muribaculaceae,
Fusobacteriaceae,

Coriobacteriaceae,
Peptococcaceae 1,
Akkermansiaceae,
Muribaculaceae,
Eggerthellaceae,
Lactobacillaceae,

Eggerthellaceae, Burkholderiaceae, Burkholderiaceae, Enterococcaceae
Neisseriaceae, Neisseriaceae, Bacteroidaceae,
Christensenellaceae, Christensenellaceae, Pasteurellaceae
Candidatus_Carsonella, Candidatus_Carsonella
Bacillales_Incertae_Sedis_XI,
Porphyromonadaceae,
Burkholderiaceae
AUC 0,962 0,931 0,896 0,889
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CoDaCoRe | Numerador

Erysipelatoclostridiaceae,
Peptoniphilaceae

Erysipelatoclostridiaceae,
Peptoniphilaceae

Erysipelatoclostridiaceae

Erysipelatoclostridiaceae

Denominador

Akkermansiaceae,
Bifidobacteriaceae
Veillonellaceae,
Sutterellaceae,
Coriobacteriaceae,
Muribaculaceae,
Eggerthellaceae,
Pasteurellaceae,
Desulfovibrionaceae,
Peptococcaceae_1

Rikenellaceae,
Akkermansiaceae
Porphyromonadaceae,
Bifidobacteriaceae,
Veillonellaceae,
Sutterellaceae,
Coriobacteriaceae,
Muribaculaceae,
Eggerthellaceae,
Pasteurellaceae,
Desulfovibrionaceae,
Peptococcaceae 1

Akkermansiaceae,
Bifidobacteriaceae,
Coriobacteriaceae,
Muribaculaceae,
Peptococcaceae 1

Akkermansiaceae,
Bifidobacteriaceae,
Coriobacteriaceae,
Muribaculaceae

AUC

0,875

0,861

0,844

0,839

Taula 10. Resultat de seleccionar balancos utilitzant diferents parametres de filtrat amb selbal i CoDaCoRe.

Els balancos seleccionats variaven bastant en funci6 del parametre de
filtrat utilitzat, amb algunes families seleccionades en tots els casos i
coincidint en els dos metodes, com Erysipelatoclostridiaceae al
numerador i Akkermansiaceae i Coriobacteriaceae en el
denominador. Erysipelatoclostridiaceae i Coriobacteriaceae son les
families a les quals pertanyen els géneres identificats com a
diferencialment abundants a través de la funci6 aldex
Erysipelatoclostridium i Collinsella, indicant una certa consistencia
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en els resultats obtinguts amb els tres metodes. Generalment
s’observava una tendéncia a la disminuci6 del nombre de families
presents en el balang a mesura que s’augmentava el parametre de
filtrat. Cal destacar que els resultats del CoDaCoRe semblaven variar
lleugerament amb cada execucié de la funci6 i determinar quins
canvis eren provocats per la variacié del parametre de filtrat i quins
eren provocats per les propies variacions entre execucions era dificil.



4.2.6. Comparacio amb els resultats de 1’article de referencia

A Tarticle de referéncia “Reduced diversity and altered composition of the gut
microbiome in individuals with myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue syndrome”
(Giloteaux et al., 2016) destacaven que hi havia una reduccié de la diversitat alfa en els
pacients amb sindrome de fatiga cronica respecte els controls. Aquesta diversitat la van
mesurar de 3 maneres diferents: mitjancant 1’index Chaol, I’index Shannon i
Phylogenetic Diversity. Els p-valors que van obtenir per amb cada mesura, van ser 0,002,
0,004 i 0,004 respectivament. En la meva analisi els resultats de la diversitat alfa van
variar molt en funcié del parametre de filtrat utilitzat, i nomeés van arribar a p-valors tant
baixos utilitzant les dades amb totes les mostres i ASVs amb menys de 1000 lectures
totals filtrades. Aixi, assumint que no hi hagués cap altra diferéncia entre les nostres
metodologies, els resultats de I’article semblarien indicar que van utilitzar un parametre
de filtrat superior a 1000. Malgrat aix0 és evident que hi va haver diferéncies entre les
nostres metodologies de processament, no només perque que ells van utilitzar el QUIIME
1jo I’RStudio, sind que també perque ells van agrupar les seqiiencies amb un percentatge
d’identitat per sobre d’un llindar arbitrari en OTUs i jo vaig utilitzar el métode DADA2
per deduir les ASVs, possiblement resultant en diferéncies considerables en les nostres
taules.

A continuaci6 estudiaven la diversitat beta de les mostres mesurant les distancies UniFrac
i UniFrac ponderada aplicades a les dades rarificades i representant-les mitjancant un
analisi dels components principals. No van observar agregacid entre cap dels diferents
parametres que van provar i no sembla que comprovessin si hi havia diferencies
significatives entre les distancies mitjancant alguna prova estadistica. En els resultats que
vaig obtenir es podia observar una certa agregacio entre les mostres en funcio de si eren
controls o pacients en la representacio de la ordinacié MDS de les distancies UniFrac no
ponderades, perd no semblava haver-hi una agregacid clara en la representacio de les
distancies UniFrac ponderades ni provant les diferents variables disponibles a les
metadades. En ambdds casos les diferéncies entre les distancies de controls i pacients van
resultar ser estadisticament significatives utilitzant el test PERMANOVA.

A nivell d’OTUs diferencialment abundants entre controls i pacients de manera
significativa, a I’article de referéncia en van trobar 40 utilitzant una prova de Wilcoxon,
majoritariament dins el filum Firmicutes. En aquest sentit els resultats que vaig obtenir
també van ser radicalment diferents, i molt variables en funci6 del parametre de filtrat
utilitzat. Amb les dades sense rarificar i amb totes les mostres i ASVs amb menys de 1000
lectures totals filtrades, es van identificar només 14 ASVs com a diferencialment
abundants de manera significativa, nombre que no és ni la meitat de les 40 de Iarticle.
Part de la gran diferéncia entre els resultats pot venir donada pel fet que el métode que jo
vaig utilitzar treballava amb log-ratios, ajustant-se a la naturalesa composicional de les
dades, i el métode que ells van utilitzar, no. També és possible que a més utilitzessin un
parametre de filtrat superior a 1000.
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5. Conclusio

En conclusio, la base de dades més adequada per la descarrega de dades crues de
microbioma de manera casual i1 senzilla ¢s I’ENA, malgrat tenir limitacions a 1’hora
d’obtenir les metadades associades. El processament de les lectures de la seqiienciacio
amb R, malgrat la seva infrautilitzacio, no només és possible sin6 que també relativament
senzill. El problema principal és la gran demanda computacional, especialment
problematica per estudis amb moltes mostres o per usuaris amb ordinadors poc potents.
Aix0 podria explicar part d’aquesta infrautilitzacio.

Els resultats que he obtingut amb I’analisi coincideixen amb els de I’article de referéncia
en diversos aspectes com les abundancies taxonomiques, la reduccio de la diversitat alfa
en pacients respecte els controls, i la no agregacio de les dades, pero divergeixen altament
en el resultat de la prova d’abundancies diferencials i en la significacié dels resultats
obtinguts. Aquestes divergencies poden venir donades pel processament bioinformatic
previ a l'analisi estadistica (vaig treballar amb ASVs i en l'article treballen amb OTUS) i
també per les diferéncies en el procediment d’analisi estadistica, sobretot el parametre de
filtrat. Per poder-ho assegurar, pero, s’hauria de processar les dades amb R i analitzar-les
amb QUIIME 2 seguint exactament el mateix procediment que el de ’article.

He observat també el gran impacte que té el filtrat sobre els resultats obtinguts, no només
a nivell de pérdua de la informacié que aporten els taxons més minoritaris, siné que també
a nivell de grans canvis en la significacié dels resultats, sobretot pel que fa a les
diferéncies en la diversitat alfa i en la prova d’abundancies diferencials, que semblen
resultar en diferencies més significatives com més gran és el parametre de filtrat. L’efecte
de la rarefaccié sembla ser modest sobre la diversitat alfa pero el seu impacte sembla ser
més gran sobre la prova d’abundancies diferencials encara que no tant constant. Pel que
fa a la diversitat beta, 1’efecte del filtrat sembla ser més gran sobre la representacio de les
distancies que sobre les distancies entre les mostres en si, i la rarefaccié no sembla afectar
massa els resultats. Finalment, pel que fa a la selecci6 de balancos, els resultats demostren
clares similituds entre selbal i CoDaCoRe i semblen ser parcialment consistents amb els
resultats de la prova d’abundancies diferencials, malgrat que I’impacte del filtrat sobre
ells també és clar, amb 1’aparicié de menys taxons als balangos com més gran el parametre
de filtrat.

Els resultats de les analisis porten a conclusions similars a les de 1’article de referéncia.
Els pacients amb sindrome de la fatiga cronica presentaven una diversitat més reduida
que els controls sans, hi havia diferencies significatives entre les distancies de les mostres
de controls i de pacients, i diverses ASVs van ser identificades com a diferencialment
abundants, algunes d’elles també apareixent als balancos seleccionats pel selbal 1 el
CoDaCoRe, tot indicant una associacio entre la sindrome de la fatiga cronica i una
alteracio en la composicio del microbioma intestinal. Malgrat aixo, la gran variabilitat de
la significacio de les diferéncies entre controls i pacients en funcié del parametre de filtrat
utilitzat fa que aquests resultats no siguin excessivament solids. Part d’aquesta falta de
significacio pot ser explicada pel fet que dins el grup control hi hagués 7 individus amb
molesties gastrointestinals que no estaven indicats a les metadades. Igualment per poder
arribar a conclusions solides sobre 1’associacio entre la sindrome de la fatiga cronica i la
composicio del microbioma intestinal s’hauria de realitzar un estudi amb més individus,
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on es comparés el resultat de la sequenciacié shotgun amb el de la sequenciacio
d’amplicons, i on hi hagués una avaluacié més gran de I’efecte que la metodologia
estadistica té sobre els resultats.

Per acabar, al llarg del desenvolupament d’aquest treball he pogut apreciar la complexitat
computacional i metodologica de I'analisi del microbioma i la sensibilitat dels resultats a
les diferents tecniques emprades en el processament i analisi de les dades. També he pogut
observar que algunes de les tecniques més utilitzades no s’adapten a la naturalesa
composicional de les dades i/o dificulten la reproductibilitat dels resultats. Aixo posa de
manifest la necessitat de disposar d'uns protocols estandarditzats de processament i
analisi, amb métodes que s’adaptin a la naturalesa composicional de les dades, fent aixi
que els resultats obtinguts siguin reproduibles, significatius, i comparables amb els
resultats d’altres estudis.
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