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Prefacio

Este trabajo representa la culminacién de cinco anos de estudios universitarios que tra-
jeron consigo una infinidad de experiencias, aprendizajes, obstaculos y momentos que mar-
caran el resto de mi vida. A pesar de que casi 2 anos de este tiempo se vieron afectados por
una pandemia, pude encontrar valor en el encierro y mi carrera universitaria no se atrasé
ni deterioré de mayor manera. La pandemia trajo consigo aprendizajes para todo el mundo
y dio a nacer oportunidades que no hubieran sido posibles sin ella. Este proyecto, asi como
la experiencia que vivi en el Laboratorio Nacional de Salud mientras lo realizaba y la gente
que conoci, no hubieran sido posibles si no fuera por la pandemia.

A pesar de su importante rol, la pandemia no dio lugar a este proyecto por si sola.
Es importante para mi, agradecerles primeramente a mis padres, quienes me apoyaron y
motivaron desde el dia en que naci para seguir este camino en el que estoy infinitamente
agradecido de estar. Mi familia y amigos que estuvieron conmigo durante todo el camino
también forman parte importante de este trabajo y no posible sin su apoyo.

Le agradezco a la Universidad Del Valle de Guatemala y al Laboratorio Nacional de
Salud por ser las instituciones que me permitieron llevar a cabo este trabajo y me dieron la
oportunidad de aprender y desarrollarme haciendo lo que me apasiona. Agradezco a todos
los profesionales de estas instituciones que me aconsejaron, apoyaron y guiaron durante la
duracién de este proyecto.

Para mi, es un honor, un privilegio y un placer poder presentar este proyecto de gradua-
cion y optar al grado de licenciatura en ingenieria bioinformatica. Espero de corazén que
este proyecto sea de utilidad para las personas para las que fue disefiado y que impulse a
Guatemala mas adelante, por mas poco que sea, en el camino de la ciencia y la tecnologia.

Por dltimo, hago una dedicatorio especial de este proyecto a mi abuelo, Francisco Cam-
pollo, que falleci6 a sus 96 anios durante la elaboracion de este informe. El siempre creyd
en mi capacidad de ser un profesional y tener éxito en el campo de mi eleccién. Que este
trabajo sirva para iniciar a probar que estaba en lo correcto y cumplir con las expectativas
que el tenia.
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Resumen

La secuenciacién es una técnica utilizada en el proceso de obtener una secuencia de
nucleotidos que conforman una cadena de ADN, ARN o proteina. El ADN (4cido desoxi-
rribonucleico) es el material genético en las células que contiene la informacion utilizada
en el desarrollo y funcionamiento de todos los organismos vivos conocidos. Se compone de
2 polimeros largos (hebras) que a su vez se componen de unidades llamados nucledtidos.
Estos nucledtidos son guanina, adenina, citosina y timina. El ARN (4cido ribonucleico) es
similar al ADN, pero es cominmente de una sola hebra y contiene uracilo en lugar de timina
(ThomasJeffersonUniversity, 2020). Como parte del proceso para obtener la secuencia de
nucle6tidos, es necesario analizar los datos obtenidos de la secuenciacién mediante el uso
de varias herramientas bioinformaticas. El Laboratorio Nacional de Salud (LNS) de Guate-
mala, recientemente inauguré el area de secuenciacién con el objetivo de realizar vigilancia
genomica de SARS-CoV-2. El objetivo de este proyecto es desarrollar e implementar una
pipeline computacional para el analisis genémico de datos de secuenciaciéon de muestras de
SARS-COV-2. Esto ayudara al Laboratorio Nacional de Salud y apoyard a la poblacion
guatemalteca en el drea de salud publica. Se estudiaron distintas pipelines utilizadas en
analisis genémico alrededor del mundo para adaptarlas e implementarlas dentro del LNS.
Se realiz6é un diseno previo y se llevaron a cabo pruebas de funcionalidad antes de iniciar la
fase se desarrollo. En la fase de desarrollo se escribieron scripts en R que generan graficas de
cobertura para realizar control de calidad. También se escribieron programas en bash y se
modificaron las pipelines existentes para unificarlas y adaptarlas a las necesidades del LNS.
Por dltimo, se realizaron pruebas con datos reales producidos por el personal del laboratorio
para obtener resultados y verificar la funcionalidad. Se logr6 desarrollar un programa en Li-
nux simple y funcional que presenta varios controles de calidad, asi como resultados concisos
de manera util y comprensible. Se recomienda utilizar un software para crear pipelines y
adaptar el programa para que funcione de manera universal.
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CAPITULO 1

Introduccién

La secuenciaciéon es una técnica utilizada en el proceso de obtener una secuencia de
nucleotidos que conforman una cadena de ADN o los aminoécidos que conforman una pro-
teina. Esta técnica consiste en fragmentar una muestra de ADN en varios pedazos y anadir
nucle6tidos complementarios con florescencia de cierto color. Luego de esto, el equipo iden-
tifica los colores de la muestra fluorescente para poder identificar el orden de nucleotidos
(KhanAcademy, 2016). No obstante, esta innovadora técnica por si sola, no es capaz de iden-
tificar de manera confiable la secuencia completa. El resultado al secuenciar una muestra,
son archivos en formato fastq que no tienen orden. Para obtener un resultado conciso, es
necesario someter estos resultados a una serie de pasos para lograr analizarlos, procesarlos,
y convertirlos en resultados ttiles e interpretables.

Eso es posible mediante el uso de la bioinformatica y una diversa cantidad de herramien-
tas computacionales asociadas a la misma. Luego de la secuenciaciéon se realiza control de
calidad y el ensamblaje de las lecturas. El ensamblaje genera contigs, que a su ves generan
scaffolds, que a su vez pueden generar secuencias de consenso. Sin embargo, realizar este
proceso puede ser un proceso largo, tedioso y complicado, especialmente para personas sin
experiencia en uso de software en Linux y linea de comando. La cantidad de programas y
tiempos de espera necesarios también puede hacer que este proceso sea muy largo (Glad-
man, s.f.). A partir de las secuencias de consenso generadas, se pueden llevar a cabo atin
mas analisis bioinformaticos que permiten obtener més informacién genémica. Por ejemplo,
analisis para identificar variantes de diferentes virus y especies de seres vivos.

El Laboratorio Nacional de Salud (LNS) de Guatemala, recientemente inauguro el area de
secuenciacion con el objetivo de realizar vigilancia genémica de SARS-CoV-2 y conocer qué
variantes estan circulando a lo largo del pais. Para facilitar el analisis de datos y recopilaciéon
de resultados, se plantea desarrollar una pipeline o flujo de trabajo e implementarla en el
LNS. De esta manera, el personal podré obtener resultados confiables y comprensibles luego
del proceso de secuenciacion.






CAPITULO 2

Justificacién

El analisis de datos de secuenciacién puede ser un proceso largo y tedioso. Un secuen-
ciador solo devuelve una serie de datos incomprensibles y desordenado. Para poder obtener
resultados ttiles, es necesario procesarlos de cierta manera utilizando una variedad de he-
rramientas de bioinformética. Estas herramientas, normalmente basadas en Linux con uso
en la terminal, pueden tener una documentacion limitada y /o dificil de entender. Adicional-
mente, normalmente presentan una gran cantidad de problemas al ser instaladas y construir
el ambiente. Esto se amplifica para las personas que no tienen experiencia utilizando este
tipo de software o la terminal de una maquina de Linux.

Existen miltiples pipelines creadas que tienen el objetivo de facilitar todo el proceso
de analisis bioinformaético. Estas pipelines proveen una alternativa mas simple a utilizar
muchas herramientas y analizar el gran volumen de datos generado para seguir el progreso.
No obstante, estas pipelines pueden ser complicadas de usar para muchas personas ya que
siguen teniendo una gran cantidad de dependencias y diversas complejidades. Ademés, todas
las pipelines varian en cuanto a su funcionamiento y los resultados finales que devuelven.
Estas pipeline también tienden a devolver una gran cantidad de documentos como resultados
que, dependiendo del objetivo final del usuario, pueden no usarse y solo ocupan espacio.

En el Laboratorio Nacional de Salud, se tiene la importante labor de llevar un control
epidemiologico de las variantes de SARS-COV-2 que estén circulando en todo el pais. Para
esto, es necesario secuenciar muestras de todo el pais y analizar los datos utilizando bioin-
formética. El proceso de anélisis puede ser complejo y largo, disminuyendo la eficiencia con
la que se presenta esta importante informacién al pablico. Por esto, es de gran importancia
poder facilitar el proceso con el que se analizan estos datos y se obtienen los resultados
deseados.

Para esto, se considera que la mejor solucion es la implementacion de una pipeline per-
sonalizada al formato de trabajo del Laboratorio Nacional de Salud. Esta pipeline recibe de
manera directa los datos del secuenciador utilizado, los procesa automaticamente y devuel-
ve de manera ordenada y comprensible solamente los resultados que son de utilidad para el
personal del Laboratorio y de interés para el usuario. De esta manera, se facilita el proceso,



se vuelve mas eficiente, y se ocupa menos espacio en los equipos del laboratorio.

Actualmente, el Laboratorio analiza los datos mediante la plataforma web del proveedor
de servicios, pudiendo provocar sesgos. Ademaés, se desconoce el método por el cual estos
son analizados por ser un programa cerrado. Otra limitante al utilizar plataformas web es
la conexién inestable a internet, pudiendo tener problemas en la carga de datos.



CAPITULO 3

Objetivos

3.1. Objetivo general

Desarrollar una pipeline para el analisis genémico de datos de secuenciacién de muestras
de SARS-COV-2 con el objetivo de ayudar al Laboratorio Nacional de Salud y apoyar a la
poblacién guatemalteca en el area de salud piblica.

3.2. Objetivos especificos

= Hacer una pipeline sencilla que cumpla con los estAndares de calidad.
= Automatizar el analisis para hacer todo el proceso més eficiente.

= Presentar resultados de manera compresible, grafica y util para el Laboratorio y el
personal de secuenciacion.






cAPITULO 4

Marco tedrico

4.1. Virus SARS-CoV-2

El virus SARS-CoV-2 es un virus miembro de una gran familia de virus llamados co-
ronavirus. Estos virus pueden infectar a personas y algunos animales. Se supo por primera
vez que el SARS-CoV-2 infectaba a las personas en 2019. Se cree que el virus se propaga de
persona a persona a través de las gotas que se liberan cuando una persona infectada tose,
estornuda o habla. También se puede propagar al tocar una superficie que tiene el virus y
luego tocarse la boca, la nariz o los ojos, pero esto es menos comun. El SARS-CoV-2 también
es el virus responsable de causar la enfermedad respiratoria COVID-19. Esta enfermedad
puede causar sintomas como fiebre, dificultad para respirar, toz, dolor de cuerpo y puede
conllevar a la muerte del paciente (NIH, s.f.).

El genoma de los CoV (27-32 kb) es un ARN monocatenario de sentido positivo (+ssR-
NA) que es méas grande que cualquier otro virus de ARN. La proteina de la nucleocépside
(N) forma la céapside fuera del genoma y el genoma se empaqueta atin més mediante una
envoltura que esta asociada con tres proteinas estructurales: proteina de membrana (M),
proteina de espiga (S) y proteina de envoltura (E). Como miembro de la familia de los
coronavirus, el tamafno del genoma del SARS-CoV-2 que se secuenci6 recientemente es de
aproximadamente 29,9 kb. E1 SARS-CoV-2 contiene cuatro proteinas estructurales (S, E, M
y N) y dieciséis proteinas no estructurales (nspl116) (Wang et al., 2020)).

4.1.1. Pandemia

En diciembre del 2019, el virus SARS-CoV-2 fue identificado por primera vez en la
provincia de Wuhan, China. La enfermedad COVID-19, rapidamente se esparcié a lo largo
de toda China y el mundo (Zhu et al., [2020). Los altos nimeros de contagios y la tasa de
mortalidad ocasionada por el virus ocasionaron que esta enfermedad fuera declarada como
pandemia global el 11 de marzo del 2020 por la Organizacion Mundial de la Salud (Cucinotta



v Vanelli, 2020).

Mediante progresaba la pandemia, muchos paises empezaban a observar bajas en la
cantidad de casos, hospitalizaciones y muertes debido a las restricciones que los ciudadanos
habian sufrido para evitar la propagacion del virus. Sin embargo, hacia fines del verano, en
agosto de 2020, la variante Lambda se descubrié por primera vez en Perti. Hasta la fecha,
esta variante se ha extendido a al menos 29 paises, segin la OMS.

Un mes después, la variante Alpha se identifico por primera vez en el Reino Unido en
septiembre de 2020. El descubrimiento de estas variantes fue significativo, mostré que el
virus estaba evolucionando. Como resultado, los sintomas y consecuencias de la enfermedad
estaban cambiando. La evidencia ha demostrado, por ejemplo, que la variante Alpha puede
presentar un mayor riesgo de sintomas graves de COVID-19.

Con la aparicion de estas nuevas variantes, los casos de COVID-19 comenzaron a aumen-
tar nuevamente en muchos paises y el 29 de septiembre de 2020, habia 1 milléon de muertes
por COVID-19 (Moore, [2021]).

En Guatemala, hasta la fecha de revision de este informe (diciembre 2022), han habido
1,177,088 casos acumulados de COVID-19 con 19,969 fallecidos registrados. Esto significa
una incidencia de 6,982.2 por 100,000 habitantes, una tasa de mortalidad de 118.5 por
100,000 habitantes y una letalidad de 1.7 %. El 53 % de los casos corresponde a personas de
sexo femenino y el resto a personas de sexo masculino. La capital muestra ser el lugar con
una mayor incidencia seguida por los departamentos vecinos de sacatepeqeuz y el progreso

(MSPAS, 2022).

4.1.2. Variantes y diferenciaciéon

Todos los virus, incluido el SARS-CoV-2, cambian con el tiempo debido a mutaciones en
su genoma. Esto se da ya que a medida que un virus se replica, sus genes sufren .'rores de
copia.?leatorios. Con el tiempo, estos errores de copia genética pueden, entre otros cambios en
el virus, provocar alteraciones en las proteinas o antigenos de la superficie del virus (CDC,
2022). La mayoria de los cambios tienen poco o ningan impacto en las propiedades del
virus. Sin embargo, algunos cambios pueden tener efectos significativos sobre el virus, como
la facilidad con la que se propaga, la gravedad de la enfermedad asociada o el rendimiento de
las vacunas, los medicamentos terapéuticos, las herramientas de diagnoéstico u otras medidas
sociales y de salud publica. A finales del afio 2020, la apariciéon de variantes que planteaban
un mayor riesgo para la salud publica mundial impulsé la caracterizacion de variantes de
interés y variantes de preocupacion (VOI y VOC por sus siglas en inglés) especificas. Esto,
con el fin de priorizar el seguimiento y la investigacién a nivel mundial e informar la respuesta
en curso a la Pandemia de COVID-19 (OMS, [2021)).

Actualmente, existen 5 VOCs, de las cuales una se encuentra en circulacion. Las variantes
Alpha, Beta, Gamma y Delta se consideran variantes previamente en circulacion y la variante
Omicron se considera como en circulacion a la fecha de publicacion de este documento (OMS,
2021). La variante alpha es asociada con mayor transmisibilidad. La variante beta muestra
indicios de se mas dificil para ser destruida por anticuerpos. La variante gamma es similara
la Beta. La variante Delta muestra ser mas facil de contagiar. La variante Omicron muestra



un mayor riesgo de reinfeccion (Shah, 2021). En la Figura 1, se puede observar un diagrama
con las diferentes VOCs, su fecha de identificacion, su linaje asociado y una descripcién de
sus efectos.

Variants of concern

B.1.1.7 B.1.351 P1
Alpha Beta Gamma
May 2020 August 2020 November 2020 October 2020 November 2021
UK South Africa Brazil | India Multiple countries
Spreads Spreads more Spreads more Spreads Early studies
more easily easily and some easily and some more easily show that it
vaccines may vaccines may spreads
be less effective | be less effective Sggg;?ﬂ?'g?gg” more easily
against it against it P y
May reduce
i vaccine efficacy

| Still protects against

i severe disease

Source: www.who.int/en/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants/

Figura 1: Diagrama de variantes de SARS-CoV-2

(Shah, 2021)

La existencia de estas variantes generd la necesidad de identificar la variante del virus
con la que un paciente puede estar infectado y asi poder llevar un control genémico de la
enfermedad. La secuenciacién del genoma completo, o al menos la secuenciacién completa
o parcial del gen de pico es el mejor método para caracterizar una variante especifica (ecdc,

2022).

4.2. Secuenciacién gendémica

Secuenciacién es un proceso usado para descifrar el material genético que se encuentra
en un organismo o virus. Este proceso se utiliza para eventualmente obtener la secuencia
ordenada de nucledtidos que componen una cadena de ADN o ARN. Las secuencias de las
muestras se pueden comparar para ayudar a los cientificos a rastrear la propagaciéon de un
virus, como estd cambiando y como esos cambios pueden afectar la salud publica (CDC,
. Existen varios tipos de secuenciacién que se han desarrollado a lo largo de los afios,
en el Laboratorio Nacional de Salud se utiliza secuenciacién de nueva generacion o NGS por



sus siglas en inglés.

4.2.1. Proceso

Primero, se debe de preparar la muestra. Para esto, se fragmenta la secuencia de en
pedazos de tamano similar y se agregan adaptadores. Luego, se carga la muestra en una
flow cell. Una flow cell es una placa con millones de pocillos capaces de capturar un solo
fragmento de ADN utilizando los adaptadores. Una vez este la muestra en la flow cell, se
ingresa al secuenciador. Aqui, cada fragmento se copia mediante PCR para crear un cluster
y obtener sitios més densos. Luego, la enzima polimerasa agrega una base complementaria,
teniida de un color especifico dependiendo de la base y se toma una fotografia de la flow cell.
Después, se lava el colorante y agrega una segunda base complementaria al cluster. Este
ciclo se repite entre 100 y 200 veces para obtener la secuencia completa (Zhang, . A
continuacion, se inlcuye un diagrama en donde se puede observar como funciona el proceso
de secuenciacion de manera general.

‘ PCR with fluorescent, 2 Size separation by capillary 3 Laser excitation & detection
chain-terminating ddNTPs gel electrophoresis by sequencing machine

3

Large fragments

13
© G
— + m«gwrép »

H=-0-A00>rPrP0-A0>0

Mixture of dNTPs & Small fragments

fluorescently- labelled
—T ddNTPs

--o0-0a0arrPra-0rae

j

— —

Fluorescently-labelled Laser beam Photomultiplier

oligonucleotides Output chromatogram

Original
DNA sequence,
PCR amplified &

denatured

Figura 2: Diagrama de funcionamiento de secuenciacion

(MERCK, [2022)

Una vez termina este proceso, se obtiene una enrome cantidad de datos, ya que se se-
cuencian millones de fragmentos a la vez. Para procesar estos datos y obtener un producto
final, se debe de realizar un analisis computacional utilizando bioinformatica (Zhang, [2022)).
Este proceso puede no ser exacto en ocasiones y pueden existir fallos en varias etapas del
proceso, desde la preparacion de muestras hasta dentro del secuenciador, que ocasionen que
se obtengan resultados erréneos y dificiles de procesar. Uno de los mayores desafios que
acompanan a la tecnologia NGS es el mayor riesgo de descubrir variantes de significado
clinico desconocido. La gran cantidad de genes que se analizan puede conducir a una se-
rie de hallazgos no deseados, como factores de riesgo para otras enfermedades o variantes
no clasificadas. Esto también puede ser considerado como una ventaja de esta tecnologia

(Fahrioglu, 2018)).
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4.3. Analisis bioinformatico

Los archivos generados por el secuenciador (normalmente en formato fastq) no tienen
utilidad practica por si solos. Es necesario procesar estos datos y transformarlos de manera
que se puedan generar resultados ttiles y comprensibles acorde a lo que se esta buscando. En
este caso, se busca hacer un ensamblaje de genoma y un anélisis de variantes (Kalyanaraman
et al., 2011)).

4.3.1. Ensamblaje

Primero, se realiza el ensamblaje. El ensamblaje del genoma es el proceso computacio-
nal de descifrar la composicion de la secuencia del material genético (ADN) dentro de un
organismo, utilizando numerosas secuencias cortas llamadas lecturas derivadas de diferentes
porciones del ADN objetivo como entrada. Estas lecturas se obtienen a partir de secuencia-
cion (Kalyanaraman et al., 2011).

Primero, se debe de hacer un control de calidad de las lecturas. Esto sirve para compren-
der los datos crudos, tomar decisiones informadas sobre como manejarlos y maximizar las
posibilidades de obtener un ensamblaje de buena calidad. El conocimiento de los tipos de
lectura, la cantidad de lecturas, su contenido de GC, la posible contaminacién y otros pro-
blemas son importantes. Esta informacion ayuda a identificar cualquier problema de calidad
con los datos y en la eleccion de los métodos de limpieza de datos a utilizar. La limpieza
de los datos crudos antes del ensamblaje puede conducir a ensamblajes de mejor calidad
(Gladman, s.1.)).

Una de las herramientas mas populares para control de calidad de archivos fastq es
FastQC. Esta herramienta funciona en diversos sistemas operativos y opera con una interfaz
grafica o mediante linea de comando. Esta herramienta devuelve varios parametros de calidad
utiles para el usuario. Algunos de los parametros mas importantes son:

» Longitud de lectura: serd importante para establecer el valor de tamano méximo de
k-mer para el ensamblaje
= Tipo de codificacién de calidad: importante para el software de recorte de calidad

» % GC: los organismos de GC altos no tienden a ensamblarse bien y pueden tener una
distribucién de cobertura de lectura desigual.

= Numero total de lecturas: le da una idea de la cobertura.

= Caidas en la calidad cerca del comienzo, la mitad o el final de las lecturas: determina
posibles métodos y parametros de recorte/limpieza y puede indicar problemas técnicos
con el proceso de secuenciacion/ejecucion de la méaquina.

= Presencia de k-meros muy recurrentes: puede indicar la contaminacién de las lecturas
con codigos de barras, secuencias de adaptadores, etc.

= Presencia de un gran ntimero de N en las lecturas: puede indicar un experimento de
secuenciacion de mala calidad. Debe recortar estas lecturas para eliminar las N.
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(Andrews, 2010)

Una vez se tiene conocimiento sobre la calidad de la data cruda, se puede usar esta in-
formacioén para limpiar y recortar las lecturas para mejorar su calidad general. Esto significa
que se pueden eliminar ciertas lecturas y cortar ciertos pedazos de las lecturas que afectan
su calidad de manera negativa. Una de las herramientas mas populares para limpieza es
trimmomatic. Esta herramienta se utiliza en linea de comando y contiene varias funciones

utiles que se pueden usar de manera secuencial para limpiar y recortar datos (Gladman,
s.f).

Con los datos limpios, se puede realizar el ensamblaje. Existen varios softwares que
realizan este proceso. Por ejemplo, Velvet Optimiser, Spades, MIRA, ALLPATHS y SOAP-
denovo. La mayoria de estos softwares funciona de manera similar. Su meta es producir
largas piezas contiguas de secuencia (contigs) a partir de estas lecturas. A veces, los contigs
se ordenan y orientan entre si para formar scaffolds. A su vez, los scaffolds se pueden unir
para producir una secuencia unificada. Es posible generar esta secuencia y/o verificar su
calidad realizando una alineacién con una secuencia de referencia (Gladman, s.f.).

4.3.2. Identificacion de variantes

Con el genoma aensamblado, es posible realizar varios analisis utiles. Para este proyecto,
el analisis de interés es la identificacién y nomenclatura de diferentes linajes y variantes del
virus SARS-CoV-2. Para este proposito, existe la herramienta Pango. Pango es un sistema
basado en reglas para nombrar linajes genéticos de SARS-CoV-2. Proporciona una termino-
logia comtin compartida para todos los que estan investigando o discutiendo la transmisiéon
y propagacion del virus. Pango es un sistema dinamico y flexible que puede adaptarse a la
naturaleza cambiante de la pandemia y al crecimiento en la generacién de datos genémicos
del SARS-CoV-2. La nomenclatura Pango es utilizada por investigadores y agencias de salud
publica en todo el mundo y usa nombres de linaje Pango, como B.1.1.7 0 B.1.351 (Rambaut
et al., 2020)).

Cada linaje Pango define un grupo de secuencias del genoma del SARS-CoV-2 y se crea
de acuerdo con dos principios. Primero, los linajes Pango representan grupos o grupos de
infecciones con ascendencia compartida. Si se puede pensar en toda la pandemia como un
vasto arbol ramificado de transmision, entonces los linajes Pango representan las ramas
individuales dentro de ese &rbol. En segundo lugar, los linajes Pango pretenden resaltar
eventos epidemiolégicamente relevantes, como la aparicién del virus en una nueva ubicacion,

un rapido aumento de casos o la evolucion de virus con nuevos fenotipos (Rambaut et al.,
2020)).

La nomenclatura Pango es un sistema jerarquico y eso se refleja en la forma en que se
nombran los linajes. Cada linaje recibe un cédigo alfanumérico inico que contiene informa-
cién parcial, pero no completa, sobre la historia filogenética de ese linaje. Las convenciones
de nomenclatura de linaje representan un compromiso entre los requisitos de comprensiéon
humana y la legibilidad de las maquinas.

Dentro de este sistema existen dos herramientas principales que son de interés. La primera
es Pangolin. Pangolin fue desarrollado para implementar el sistema de nomenclatura pango.
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Es una herramienta que permite al usuario asignar un genoma de SARS-CoV-2 su linaje
més probable. La segunda herramienta es Scorpio. Esta es una herramienta para llamadas
de variantes de preocupacion basado en SNPs. Scorpio es util para identificar las variantes
de preocupacion a partir de los linajes generados por Pangolin y devuelve el nombre comiin
de la variante para que el usuario pueda entender el resultado (Rambaut et al., 2020).

4.4. Pipelines bioinformaéaticas

En informética, una pipeline es un conjunto de elementos de procesamiento de datos
conectados en serie, de modo que la salida de un elemento es la entrada del siguiente. Sirven
mediante una seria de pasos cronolégicos que dan instrucciones especificas y automatizan un
proceso mas largo (DataPipelines, |2021). Las pipelines bioinformaticas son un componente
integral de la secuenciacion de proxima generacion (NGS). El procesamiento de datos de
secuencia sin procesar para detectar alteraciones gendmicas tiene un impacto significativo
en el manejo de enfermedades y la atencién al paciente. Estas pipelines se componen de
una amplia gama de algoritmos de software para procesar datos de secuenciaciéon crudos y
generar una lista de variantes de secuencia anotadas. Las pipelines bioinforméticas pueden
ser disenadas y desarrolladas por un proveedor con o sin personalizacién por parte del
laboratorio o completamente desarrolladas por el laboratorio.

Una pipeline bésica del exoma que ofrece variantes llamadas a partir de datos de secuen-
ciacién podria constar de tan solo 12 pasos, la mayoria de los cuales se pueden ejecutar en
paralelo, pero un analisis real normalmente implicara varios pasos posteriores adicionales y
la generacion de informes complejos (Leipzig, 2017)). A continuacién, se muestra un diagrama
de flujo que representa una pipeline para anélisis de trio para detectar mutaciones de novo.
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Figura 3: Diagrama de flujo que representa una pipeline para analisis de trio para detectar
mutaciones de novo

(Leipzig, [2017))

Es posible observar que hay una gran cantidad de pasos para este proceso. Adicionalmen-
te, se busca llevar a cabo analisis de tres diferentes muestras. Si no se utilizara una pipeline,
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se deberia de llevar a cabo cada paso y procesar cada muestra de manera individual. Esto
Tomaria una gran cantidad de tiempo en comparaciéon. Aunque las pipelines especificas de
la bioinformaética ofrecen anéalisis automatizados de alto rendimiento, no son frameworks en
el sentido de que no son facilmente extensibles para integrar nuevas herramientas definidas

por el usuario (Leipzig, 2017).

4.4.1. Pipelines usadas en otros paises

Existen ya pipelines desarrolladas para la identifiacion de varaintes de SARS-CoV-2
utilizadas en diferentes partes del mundo. En este caso hay 3 pipelines que son de interes para
este proyecto. HAvoC es una pipeline utilizada en Helsinki desarrollada por la universidad
de Helsinki (Truong Nguyen et al., [2021). Gencom, es utilizada por el Gorgas en Panama
(AAMCgenomics, 2022)) y ViralFlow es utilizada por el Fiocruz en Brasil (13| (Dezordi
et al., . Estas pipelines funcionan de manera generalmente similar, como se muestra en
el siguiente diagrama.

— Alineacion

Leer datos

Procesamiento Generacion de
archivos de

dlineacién CONsSenso

Figura 4: Diagrama de flujo que representa el funcionamiento general de las pipelines para
identifiacion de variantes de SARS-CoV-2

A pesar de sus similitudes, las pipelines mencionadas tienen varias diferencias en cuanto
a su funcionamiento y su ejecucion. Por ejemplo, HAVoC usa Fastp para control de calidad,
hace llamada de variantes con la herramienta Lofreq, y usa ivar para eliminar primers y
hacer llamadas de consenso. Trae sus propios archivos de referencia y su propio ambiente
que hay que instalar previo a la ejecuciéon. Luego, para correrlo, solo se llama y se le pasan
los archivos fastq como parametro (Truong Nguyen et al., . ViralFlow, de igual manera,
usa fastp para control de calidad pero usa ivar para hacer la llamada de variantes. ViralFlow
corre en un contenedor de Docker y se le pasa un archivo con extension .conf al momento de
correrlo en donde se especifican varios parametros. Entre estos, los archivos de referencia que
se utilizaran y la ubicacion de los archivos fastq (Dezordi et al., . Por ultimo, Gencom
no realiza ningun preprocesamiento de datos antes de alinear. Realiza anotaciones y un
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control de calidad posterior a alinear con quasitools hydra y hace la llamada de variantes
con MicroGMT. Esta es una particularidad de Gencom ya que MicroGMT no es una libreria
instalable. Es un repositorio en GitHub y hay que descargar todo el c6digo fuente y modificar
las instrucciones dentro del codigo fuente de Gencom para utilizarlo. Gencom también genera
sus propias graficas de cobertura (AAMCgenomics, [2022)). Los diagramas de flujo completos
para cada pipeline estan inlcuidos en la secciéon de anexos de este informe [12.1]

4.5. Control genémico de COVID19 en Guatemala

En Guatemala, la generacion de datos de secuenciacion gendémica se lleva a cabo mediante
la Red Regional de Vigilancia Genémica de COVID-19, a través del Laboratorio Nacional
de Salud (LNS) del Ministerio de Salud Publica y asistencia Social (MSPAS). Este proceso
dio inicio en el 2020 secuenciando muestras en el extranjero y desde entonces ha realizado
las siguientes acciones:

= Vigilancia epidemiolégica: Se realiza vigilancia epidemiologica para llevar a cabo ac-
ciones de detecciéon oportuna y busqueda de casos en municipios silenciosos o con
incrementos de casos sustanciales. De esta manera se pueden garantizar los insumos
para el diagnostico e implementar estrategias de rastreo de contactos y seguimiento de
casos ambulatorios.

= Comunicacién de riesgo: Se busca difundir desde el nivel nacional hasta el comunitario
el riesgo del incremento de casos de acuerdo con la identificacién de nuevas variantes
e implementar medidas de restricciéon a nivel nacional o local.

= Vigilancia gendémica: Se envian muestras al LNS de personas que consulten los servicios
de salud para realizar pruebas diagnodsticas y que tengan historial de viaje reciente. Se
priorizan envios de muestras de pacientes con ciertas caracteristicas tales como depar-
tamentos fronterizos o con alto turismo, supercontagios, reinfecciones, sintomatologia
no reportada y aumento de casos graves en ninos. Si el drea no cumple con estas
caracteristicas, el laboratorio recibe 10 % de las muestras para realizar vigilancia.

(Conde, [2021))
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CAPITULO B

Metodologia

5.1. Origen de los datos

Para obtener las muestras que seran secuenciadas, el LNS slecciona muestras positivas
de hisopado nasofaringeo para COVD-19 tomadas a lo largo de todo el pais. Los diferen-
tes centros de salud y hospitales envian pruebas positivas para que sean procesadas en el
laboratorio junto con una boleta incluye datos como informacion del pacietne, sintomas y
area de salud. Estas muestras se someten a un PCR para verificar el resultado positivo y se
les asigna un codigo de identifiacién para almacenarlo dentro de su base de datos. A partir
de estas muestras, se elige un nimero especifico de muestras para secuenciar tomando en
cuenta factores como la disponibilidad de reactivos y que haya diversidad de areas, sexo y
edad en las muestras (de Salud, 2022).

5.2. Diseno previo

Inicialmente, se tuvo una discusiéon con personal del laboratorio y personal de la Orga-
nizacion Panamericana de la Salud (OPS) para establecer las necesidades del Laboratorio
y las funcionalidades con las que debia de cumplir el producto final. Se acord6 que el pro-
grama iba a incorporar diferentes pipelines de analisis de variantes de SARS-CoV-2 que
operaran de maneras distintas. Este programa debia de poder tomar los datos directamente
del secuenciador y procesarlos de la manera mas simple posible proporcionando diferentes
analisis y filtros de calidad y, como resultado final, un archivo comprensible con el resultado
de linaje y la variante encontrada por muestra.

Una vez se tenia establecidas metas concretas para el producto final, se realiz6 un analisis
de las pipelines propuestas para incorporar en el producto final. La OPS recomend6 Viral-
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flow (Dezordi et al., |2022), una pipeline desarrollada y usada en el Fiocruz en Brasil. Por
otro lado, el personal del laboratorio tenia un alto interés en la pipeline Gencom (AAMCge-
nomics, [2022)), la cual es usada por el instituto Gorgas en Panamé. Por ultimo, se explor6 la
pipeline HAVoC desarrollada por BMC Bioinformatics en Helsinki (Truong Nguyen et al.,
2021)). Se experimentaron las 3 pipelines con datos modelo para evaluar su uso y como pre-
sentaban los resultados. A partir de esto, se pudo visualizar que se podia agregar, cambiar
y eliminar de cada pipeline y como adaptarlas al uso para el Laboratorio. Cabe mencionar
que para lograr probar las 3 pipelines se necesit6 hacer varios cambios a su codigo fuente
en cuanto a bibliotecas utilizadas, instrucciones que involucraban directorios y recortes de
c6digo innecesario.

Para consolidar un disefio y un algoritmo de funcionamiento para el producto final, se
realizaron varios disefios en papel en forma de diagramas, diagramas de flujo y algoritmos. De
esta manera se pudo visualizar de una manera comprensible el orden de los procesos y otros
aspectos a tomar en cuenta tales como el orden de los archivos, las diferentes direcciones y
otros retos o aspectos de la programacion a tomar en cuenta antes de iniciar el desarrollo.

Para este proyecto, se utiliz6 Linux como sistema operativo dada su facilidad para ins-
talar las herramientas bioinforméticas necesarias. Se preparé un ambiente utilizando conda
(«Anaconda Software Distribution», [2020) en donde se instalaron todas las herramientas,
bibliotecas y dependencias necesarias. En este ambiente, tanto las pipelines a incorporar
como programa disenado, podrian funcionar adecuadamente. Estas se encuentran listadas
en el repositorio del proyecto en la seccién de requerimientos.

Por dltimo, antes de iniciar con el desarrollo del programa principal, era importante
establecer un orden para el manejo de archivos ingresados y generados. Los varios disefios
en papel ayudaron a planear como se iban a administrar estos archivos para luego solo crear
las direcciones adecuadas en la méquina.

5.3. Desarrollo

Como parte de los requerimientos del personal del laboratorio, para el proceso del con-
trol de calidad, se requeria la generaciéon de graficas de cobertura. Previo al desarrollo del
programa principal, se realiz6 un programa en R capaz de generar una grafica de cobertu-
ra a partir de un archivo de profundidad generado por samtools usando la opcién depth.
Samtools recibe un archivo bam y genera un archivo con extension tsv que luego se pasa al
programa disenado en R para generar una gréafica. Una vez se habia probado este programa
a pequena escala con una muestra, se prosigui6é al desarrollo principal del programa y su
estructura donde se implementarian las gréficas.

Posterior a esto, se inici6 la creacién del programa principal en bash script. Primero, se
cred un mensaje y se implementaron tres posibles banderas correspondientes a las 3 pipelines
que se implementarian. En esta parte también se implementé programacion defensiva para
que el comando funcionara con diferentes orden de banderas, maytsculas y mintsculas y un
modo por si no se cumplian con las condiciones iniciales.

Luego, se implemento el primer control de calidad del programa. Se utilizo fastqc (An-
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drews, [2010) para realizar analisis de calidad previo al analisis y multiqc (Ewels et al., 2016))
para desplegar el control de todos los datos de manera simultanea. Una vez realizado el
control de calidad, se despliega el archivo multiqc y se le da la oportunidad al usuario de
eliminar secuencias que no cumplen con la calidad que se busca.

Si se inicializa el programa con la bandera "h", el programa corre en el modo HAVoC.
Este es el modo mas simple en cuanto a implementaciéon. Solo basta con correr el programa
ingresando como pardmetro el directorio donde se encuentran los archivos fastq.

Si se inicializa el programa con la bandera "v", el programa corre en el modo ViralFlow.
Este modo requiere ciertas acciones antes de que pueda correr apropiadamente. Primero,
se copian los archivos de referencia a el directorio donde se encuentran los archivos fastq.
Luego, se crea un archivo con extensiéon .conf. En este archivo se incluyen instrucciones
para la ejecuciéon del programa ya que ViralFlow es una herramienta que se corre dentro
de Docker. Este archivo facilita la configuraciéon y ejecuciéon del programa usando Docker.
Por tltimo, se construye el contenedor de Docker y se corre el programa dentro de Docker
pasando como pardmetro el archivo generado previamente. En adicién, se corre un comando
chmod para que el usuario tenga acceso a los resultados ya que ViralFlow los genera con
permisos restringidos.

Si se inicializa el programa con la bandera "g", el programa corre en el modo Gencom.
En cuanto a implementacién dentro del programa principal, basta con correr el Gencom
ingresando el directorio como pardmetro. No obstante, se realiz6 una gran cantidad de
modificaciones tanto al script principal de Gencom como a scripts modulares. Especialmente
para adaptar directorios utilizados, estructuras de almacenamiento de datos y formato de
los datos utilizados. El funcionamiento interno de estas tres pipelines no forma parte de la
metodologia de este proyecto, pero se puede consultar sus algoritmos en los anexos y en el
github del proyecto.

Una vez termina el proceso de una de las tres pipelines, se procede a hacer un ultimo
control de calidad utilizando graficas de cobertura. Gencom genera sus propias graficas
por lo que no es necesario generarlas. Para los modos ViralFlow y HAVoC, se utilizo el
script desarrollado previamente para generar estas graficas. Cabe mencionar que el eje x se
transforma a una escala logaritmica para obtener una mejor visualizacién. Una vez se tienen
las graficas, se despliegan y se le da al usuario una vez la oportunidad de revisar los datos
y borrar los que no desea que se incluyan en los resultados finales.

La dltima parte del proceso es desplegar los resultados obtenidos de manera comprenisble
y unificada. De manera similar a las graficas, este proceso solo es necesario para ViralFlow
y HAVoC ya que Gencom ya genera un CSV general para todas las muestras. Se toman
los resultados CSV individuales de cada muestra y se unifican en un solo archivos CSV
donde se presentan todas las muestras junto a el linaje obtenido y la variante identificada.
Esto se realiza mediante un script simple que navega los directorios de resultados y copia la
informacion al CSV general. Esta informacién se despliega y el programa finaliza.

En esta fase del proyecto, también se tomoé la decision de que el programa funcionaria
solamente en la maquina en donde fue disenada. Esto se realizé de esta manera para darle
un enfoque mayor a la consistencia de funcionamiento de todos los modos. El manejo de
directorios y diferentes versiones de librerias que se debe de tener para que el programa
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funcione (un problema comun en bioinformatica), puede ser complejo y facil de alterar de
manera que el programa deje de funcionar. Po esta razon, se tomo la decision de darle
un enfoque a que el programa funcionara de manera consistente dentro de la maquina del
laboratorio sobre hacer que el prorgama fuera facilmente operable en otros equipos.

5.4. Post desarrollo e implementacion

Al tener el programa desarrollado, se realizaron pruebas con datos reales para evaluar
su funcionalidad. Al realizar estas pruebas, se encontraron varias fallas relacionadas a di-
rectorios, librerias, ambientes de conda y formato de datos. Por ejemplo, algunos arhivos
no se guardaban donde se debia. otros archivos no se generaban por un error de librerias.
En ocasiones, el programa fallaba y se generaban archivos incorrectos por un mal control
de versiones en los ambientes utilizados. Del mismo modo, ciertos archivos con informacion
importante se generaban erroneamente ocasionando que no se pudieran leer por etapas pos-
teriores que los utilizan. Esto lideré a una fase de debugging y troubleshooting en la que se
corrian pruebas en los diversos modos usando datos reales y se solucionaba cualquier error
que se encontrara en el camino. Una vez el programa funcionaba de manera adecuada y
persistente, era necesario presentar el programa al personal del laboratorio para asegurarse
que cumplia con sus expectativas y capacitarlos para utilizarlo.

Se tuvo una reunién con el equipo de secuenciacion y personal del area de virologia del
LNS en donde se demostroé la funcionalidad del programa, se presentaron los algoritmos y se
les indicé como utilizarlo. Por tltimo, se realizé una corrida de prueba por parte del personal
para solucionar dudas y para que pudieran utilizar el programa antes de entregarselos.

5.5. Evaluacién de uso

Se dejo el programa finalizado en el laboratorio para que el personal lo utilizara y lo
probara por un periodo extendido de tiempo. De esta manera el personal podria verificar la
funcionalidad y utilidad del programa en donde sea necesario. Se mantuvo contacto con el
personal del laboratorio para solicitar retroalimentacion, fotografias o cualquier métrica que
pudiera servir para evaluar el uso del producto final.
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CAPITULO O

Resultados

6.1. Datos

Se logro evaluar multiples muestras de una secuenciacion y presentar los resultados rela-
tivamente consistentes en un archivo csv de manera ordenada y entendible. Existen ciertas
columnas que son de mayor relevancia. En la columna A, se observa el cédigo asigando a
la muestra. En la columna B se observa el linaje asignado. Las columnas C y D contienen
coeficientes de confiabilidad del resultado. La columna E contiene la designacion de la OMS
de la variante encontrada. En la seccién de anexos, se pueden encontrar tablas que muestran
los datos usados como ejemplo con mejor resolucion [12.6]

A B C D E F G H | J K L M N o P Q
1 |taxon .lineage conflict ambiguity scorpio_ciscorpio_stscorpio_c¢scorpio_n version  pangolin_scorpio_viconstellat is_designiqc_status gc_notes note
2 3266 BA.1 0.57 0.89 Probable 0.66 0 scorpio ca PLEARN-v 4.0.6 0.3.17 v0.1.10 FALSE pass Ambiguous_content:0.07
3 3271 BA.1 0.61 0.92 Probable 0.68 0 scorpio ca PLEARN-v 4.0.6 0.3.17 v0.1.10 FALSE pass Ambiguous_content:0.06

Figura 5: Ejemplo de resultados finales del analisis en modo HAVoC de 2 muestras presentados en
un archivo csv

A B C D E F G H | J K L M N o P Q R S
1 |taxon _Iineage conflict  ambiguity scorpio_ciscorpio_stscorpio_ccversion  pangolin_pangoLEA pango_ve status note
2 |3266_S75_BA.1.1 0 0.963491 Omicron(  0.7119 0 PLEARN-v 3.1.20 2/2/2022 v1.2.124 passed_qcscorpio call: Alt alleles 42; Ref alleles 0; Amb alleles 14; Oth alleles 3
3 |3266_S75_BA.1.1 0 0.963491 Omicron ( 0.661  0.0339 PLEARN-v 3.1.20 2/2/2022 v1.2.124 passed_qcscorpio call: Alt alleles 39; Ref alleles 2; Amb alleles 13; Oth alleles 5
4 |3271_S76_BA.1.1 0 0.993919 Omicron(  0.9322 0 PLEARN-v 3.1.20 2/2/2022 v1.2.124 passed_qcscorpio call: Alt alleles 55; Ref alleles 0; Amb alleles 1; Oth alleles 3
5 |3271_S76_BA.1.1 0 0.993919 Omicron(  0.8644  0.0508 PLEARN-v 3.1.20 2/2/2022 v1.2.124 passed_qcscorpio call: Alt alleles 51; Ref alleles 3; Amb alleles 1; Oth alleles 4

Figura 6: Ejemplo de resultados finales del analisis en modo ViralFlow de 2 muestras presentados
en un archivo csv
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A B C D E F G H | J K L M N o P Q R S T

1 [taxon _llineage conflict ambiguity scorpio_ciscorpio_stscorpio_ctscorpio_n version  pangolin_scorpio_viconstellat is_design: qc_status gc_notes note
2 3266 Unassigne 0 Probable | 0.7 0.21 scorpio ca PUSHER-v 4.0.6 0317 v0.1.10  FALSE pass Ambiguot Usher placements: BA.1.1(1/1); scorpio replaced line
3 3271 Unassigne 05 Probable | 0.73 0.27 scorpio ca PUSHER-v 4.0.6 03.17 Vv0.110  FALSE pass Ambiguot Usher placements: BA.1.1(1/2) BA.1.1.15(1/2); scorpi

Figura 7: Ejemplo de resultados finales del analisis en modo Gencom de 2 muestras presentados en
un archivo csv

Se realiz6 un programa unificando e implementando diversas pipelines de manera orde-
nada y que no almacena archivos de manera que se genere desorden dentro de la maquina
utilizada

Lrate modified

File folder
File folder
File

9 multigc_report

l} resultados_linaje

Figura 8: Almacenaje de datos finales en modo HAVoC
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mid :j if [ d

| fastg.gz - A GZ File
|.fastq.gz G2Z File
1.fastg.gz 3 ;39 AM GL File
|.fastq.gz A GZ File
COMF File

B ART adapters

2 GraficasCovertura " Pt Chrome HTML
. miultifasta
2 mu Qe _repaort
B reference
. referencefasta.amb . AME File
ANM File
. reference.fasta. bwt s BWT File
. reference.fastafai N FAl File
. reference.fasta.pac
. referencefasta.sa L . 54 File

=

l] resultados_inaje L 09 P Microsoft Excel C...

Figura 9: Almacenaje de datos finales en modo ViralFlow

. analysis

l analyzedfiles
l fastqc_analysis

l multiqgc_data

2 multiqe_report

Figura 10: Almacenaje de datos finales en modo Gencom

Se lograron generar graficas de cobertura que representan los datos de manera que se
pueda verificar la calidad de los mismos.
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Figura 11: Grafica de cobertura de una sola muestra. La grafica se presenta en una escala
logaritmica y la linea roja representa la media de los datos. El eje x representa cada posicion en el
genoma y el eje y muestra la profundidad de cobertura para cada posicion.

6.2. Uso y aplicaciéon
Se capacité al personal del laboratorio para utilizar el programa y se observd que lo
podian utilizar exitosamente para analizar datos.

Se logro que el programa funcionara de manera auténoma, requiriendo minima partici-
paciéon de parte del usuario utilizando solamente un comando en la terminal.

El programa desarrollado tiene un impacto positivamente en el trabajo del laboratorio al
generar resultados de confianza y utilidad sin dependencia de conexién de red. Los resultados
de secuenciaciéon y anélisis genémico producidos por el LNS pueden ser observados en los
informes que se publican. Estos informes pueden ser observados en el siguiente link:

http://portal.lns.gob.gt/index.php/component /sppagebuilder /77-inicio-2/

24



CAPITULO [

Analisis de resultados

Como se puede observar en las figuras 1, 2 y 3, Los resultados de linaje de las muestras de
secuenciacion, se presentan en un CSV comprensible y til para el personal del laboratorio
en donde cada fila representa una muestra y cada columna un dato diferente. Entre todos
los datos generados las 4 columnas con mayor importancia son: el nombre de la muestra, el
linaje, la confiabilidad y la llamada de scorpio.

El nombre o id de la muestra es el codigo asignado a cada muestra por el laboratorio
para llevar un control. El linaje es asignado por pangolin y representa la variante genémica
de la muestra. La confiabilidad es con que certeza se le asigna cierto linaje a una muestra.
Por ultimo, la llamada de scorpio es el nombre comun utilizado por la OMS que se la asigna
aun linaje. Estos 4 datos son los de mayor utilidad para el personal del laboratorio ya que
son los datos utilizados para generar reportes y poder llevar un control genémico apropiado
de este virus en el pafis.

Se observa que, para cada uno de los modos, los resultados difieren en cuanto a linaje, pero
existe cierto consenso en cuanto al resultado final. Para Gencom, no se pudo determinar un
linaje de las muestras. Para ViralFlow y HAVoC se terminé el mismo linaje correspondiente
a Omicron. Los tres modos concluyen, aunque sea con cierta duda, que las muestran son de
la variante 6micron.

En las figuras 4, 5 y 6, se puede observar como son almacenados los datos para cada
uno de los modos. Se puede observar que difieren levemente en como se almacenan. Para
los modos HAVoC y ViralFlow, se almacenan los resultados para cuada muestra de manera
individual y el resultado final de linaje, asi como las gréficas se encuentran en el directorio
principal. Para ViralFlow, también se pueden observar los archivos originales, asi como
los archivos de referencia en el directorio principal. Para Gencom, se observan directorios
diferentes para los resultados y los archivos originales. Dentro del directorio de resultados
se agrupan los resultados en diferentes categorias en vez de por muestra.
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En la Figura 7, se observa una grafica de cobertura que se genera para el modo Viral-
Flow y Gencom. Esta grafica sufre una transformaciéon logaritmica en el eje x para mejor
visualizacion y posee una linea roja que representa la media de los datos. Esta grafica forma
parte de un archivo pdf generado con todas las graficas de las muestras en la corrida y se
inlcuyte en los resultados para ejemplificar como el usuario observa una de las métricas de
calidad de la corrida. Para esta grafica, el personal del laboratorio buscara que, para cada
posicién del genoma, se obtenga la cobertura més alta posible. Esto eliminaria ambiguedad
en los resultados y les daria una mejor confianza sobre la calidad de su secuenciacién. Si
se encuentran caidas muy pronunciadas y los datos muestras mayorvariaciéon, podria signi-
ficar una mala secuenciaciéon o muestras contaminadas. Esto reduce la confiabilidad de los
resultados.
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CAPITULO 8

Discusién de resultados

Al estudiar los resultados obtenidos y Es evidente observar diferencias entre los resulta-
dos de linaje generados por cada uno de los tres modos de corrida. Particularmente, el modo
Gencom no presenta resultados de linaje, o méas bien devuelve un resultado indeterminado.
Esto se puede atribuir a pangolin. Pangolin en linea de comando, posee dos diferentes moto-
res de inferencia. El motor més novedoso es llamado Usher y el otro motor es el normal de
Pangolin. Gencom, utiliza el Usher como motor de inferencia mientras que HAVoC y Viral-
Flow utilizan el motor normal. Por esta razon Gencom puede presentar diferentes resultados
de linaje con diferentes muestras a los otros dos modos. También se observa una pequena
diferencia entre ViralFlow y HAVoC a pesar de usar el mismo motor de inferencia. HAVoC
(al igual que Gencom) presenta como resultado Probable Omicron y ViralFlow presenta
Omicron. Esto no causa mucho conflicto, solo sefiala una mayor cantidad de ambigiiedad
que se puede atribuir a los parametros de Pangolin para cada modo Scher, 2022, Esto no
afecta el resultado ni la interpretaciéon del personal ya que se identifica el mismo linaje que
es ampliamente reconocido como Omicron.

Era importante para el éxito del proyecto que los archivos, una vez procesados estuvieran
ordenados para poder ser accedidos facilmente y que no se creara desorden dentro de la
maquina donde el programa corre. En los tres modos de corrida se observa un orden diferente
para almacenar los datos, pero en los tres se logra mantener un orden comprensible. En
HAVoC y ViralFlow, se almacenan los datos generales en el directorio principal y los datos
individuales para cada muestra dentro de su propio directorio. En Gencom, se almacenan
los datos originales en un directorio y los resultados en otro en donde se dividen por tipo de
archivo en vez de por muestra. Esto se puede observar en los resultados en las figuras 8, 9 y 10.
Porsupuesto, el orden de los archivos y como se almacenan dentro de los diferentes directorios
es subjetivo y cada usuario puede tener una preferencia diferente. Como se menciona en el
analisis de resultados, estos datos se ordenan de manera similar y sistematica de modo que
hay diferencias pero no es dificil encontrar los datos necesarios. Durante las pruebas con
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usuarios, no se presenté nungin problema con encontrar los resultados o los datos deseados,
por lo que se puede decir que el almacenamiento de estos datos es competente.

Se decidié no estandarizar el almacenamiento de archivos ya que hubiera agregado com-
plejidad al programa y abierto més espacios para posibles fallos dado el numero potencial
de diferentes archivos generados por cada modo de corrida. Las gréaficas de cobertura so-
licitadas por el laboratorio para hacer control de calidad se generan con éxito. Se logrd
obtener una visualizacion satisfactoria y entendible para el personal de manera que puedan
llevar a cabo un tultimo control de calidad antes de obtener el resultado final que muestra
la variante obtenida para cada muestra en un archivo csv. Gencom no present6 necesidad
de generar las graficas ya que genera las propias. Estas no se incluyen en resultados ya que
no son un resultado del proyecto. Para ViralFlow y HAVoC se generaron los archivos de
profundidad necesarios para el script de R utilizando samtools. Esta fue una adicion simple
pero de alto valor para el personal del Laboratorio ya que les permite revisar de otro modo,
mas comprensible en algunas ocasiones, la calidad de sus muestras, datos y secuenciacion.

Por tltimo, se present6 el programa al personal del Laboratorio y se capacité al equipo de
secuenciaciéon para utilizar el programa. Durante todo el proceso de desarrollo, se mantuvo
comunicacion frecuente con el equipd para que tuvieran una idea de como funcionaba el
programa previo a su capacitacion. Al finalizar el desarrollo, se tuvo una reunién con el
equipo para mostrarles la funcionalidad completa e indicarles como ingresar el comando
necesario junto sus parametros. Se evalu6 el uso del programa por parte de los miembros
del equipo corriendo una prueba similar a la que se demostrd, con datos reales en donde un
miembro del equipo hizo uso del programa para llevar a cabo un analisis. Luego de esto,
se dejo el programa finalizado en el laboratorio para su uso libre y habitual. No se han
reportado errores, fallas en el programa o dificultad en el uso desde entonces. Se realizd
una visita al laboratorio 3 meses después del deployment del programa para verificar su
funcionalidad y el programa funcioné adecuadamente sin presentar ningtn error.

En el laboratorio, se procesa una cantidad variante de muestras ya que depende de la
disponibilidad de muestras, reactivos y tiempo. El niimero de muestras puede ser entre 48 y
96 cada 2 semanas a un mes. No obstante, se puede decir que el programa desarrollado tuvo
un impacto positivo para el trabajo realizado en el laboratorio ya que se pueden obtener
datos que son confiables y simples de obtener. Se conoce como estos datos son procesados y
se puede verificar su exactitud al compararlos con datos generados por otros modos. También
brinda la ventaja de que no se requiere de ninguna conexién a la red para que el programa
funcione adecuadamente ya que pangolin realiza en analisis de manera local.
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cAPiTULO 9

Conclusiones

Se logré desarrollar un programa simple y funcional que realiza analisis genémico de
SARS-CoV-2 a partir de datos generados de secuenciaciéon. Este programa fue implementado
desde el desarrollo hasta la capacitacion de personal en el Laboratorio Nacional de Salud
en Guatemala. El producto final presenta resultados de manera til y ordenada. También
se realizan controles de calidad tales como las gréaficas de cobertura que son desplegados al
usuario automaticamente a lo largo del proceso tales como graficas de cobertura y fastqc.
Este programa traera beneficios para el personal del Laboratorio Nacional de Salud y les
permitiré realizar control gendémico local del virus SARS-CoV-2 y brindar informacién de
relevancia a la poblacién guatemalteca.
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capituLo 10

Recomendaciones

Para futuras iteraciones del proyecto, se recomienda utilizar un software para construir
pipelines como snakemake que permite crear analisis escalables y reproducibles (Molder et
al., |2021)). De esta manera, se puede tener un proyecto més modular y ligeramente mas
amigable al usuario en cuanto su interfaz grafica. Utilizar un software de este tipo también
ayudaria a implementar paralelismo y reproducibilidad dentro del proyecto y podria facilitar
la transferencia a otros equipos. También se recomienda trabajar usando variables de am-
biente y directorios més generales para que el programa funcione sin importar la maquina
en donde esté instalada o el directorio donde se almacenen los datos. Actualmente, los datos
se deben almacenar en un directorio especifico dentro de la méquina. Se decidi6 realizar el
programa de esta manera para no sacrificar el funcionamiento de las diversas pipelines. En lo
particular, Gencom requeria de una gran cantidad de directorios especificos. Adicionalmen-
te, se considero el orden en el que se almacenan los datos especificamente dentro del equipo
utilizado por el LNS. El alcance de este proyecto comprendia una implementacion especifica
para el LNS y no se extendia hacia otras posibles organizaciones o individuos. Por tltimo, se
recomienda buscar alternativas para estandarizar el almacenamiento de resultados y reducir
el tiempo de corrida del programa, especialmente en modo gencom.
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CAPITULO 12

Anexos

12.1. Diagramas de flujo de algoritmos utilizados

Reference
sequence

START Adapter
sequences

/ FASTQ  / g\es'%’cfﬁzz | | Align reads
mates files . . (BWA-MEM/Bowtie 2)
(fastp/Trimmomatic) T
Process SAM
and BAM files
(Sambamba/Samtools)
!
Mask low
coverage regions
(BEDtools)

Variant calling
(Lofreq)

!

Consensus calling Consensus
(BCFtools/Samtools) sequence

‘
Lineage
identification
(Pangolin)

More mates

YES files?

Figura 12: Diagrama de Flujo del algoritmo de HAVoC
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[ outputfile O Decision

STEP 1 STEP 2

Reference
Genome
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samtools sort

prefix_name.sorted.bam
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samtools mpileup
& ivar variants &
ivar consensus prefix_name.tsv

prefix_name.depthX.fa
prefix_name.depthX.amb.fa

STEP 4

intrahost.py

|
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STEP 6
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|

chromosomes.repot &
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Figura 13: Diagrama de Flujo del algoritmo de ViralFlow
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Figura 14: Diagrama de Flujo del algoritmo de Gencom
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39

Unir csvs con pcsv en

modo h

Figura 15: Diagrama de Flujo del algoritmo de COVLNS.sh (el programa principal)



12.2. Repositorio en Github del Proyecto:

https://github.com/Estdv/COVLNS

12.3. Versiones de softwares empleados:

= ViralFlow v.0.0.6
= HAVoC vl

= Gencom v1

= Docker v20.10

= Samtools v1.16.1
= pdfunite v0.6.0

= fastqc v0.11.9

= multiqc v1.13

= Rv4.2.2

12.4. Guia de uso:

Descargar e instalar requerimientos listados en el repositorio y en la secciéon 12.3
Descargar archivos y correr el siguiente comando:

bash COVLNS.sh [path] [mode]

path: Directorio en donde se encuentran los archivos fastq

mode: software de variantes utilizado [(H,h):HAVoC, (V,v):Viralflow, (G,g):Gencom| (de-
fault: h)

ex: bash COVLNS.sh /home/fastqs/ h

Nota: seré necesario hacer varias modificaciones en el codigo en cuanto a los directorios
para que el programa funcione adecuadamente
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12.5. Capturas de pantalla del programa en ejecucién

laboratorionacional@LMNS-bioinFormatica: ~

bash COVLNS.sh fhome/laboratorionacional/

=

4
X 4
. 5

Oh Ln
Vi@ WA

complete
mplete
complete

Figura 16: COVLNS siendo ejecutado en modo HAVoC. En la parte superior se ve el comando
utilizado, luego un mensaje de bienvenida en formato ascii, luego una letra H para verificar el modo
y por ultimo se puede ver el inicio del control de calidad realizado por fastqc
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laboratorienacional@LNS-bicinformatica: ~

y bash COVLNS.sh fhome/laboratorionacional/

complete
complete

3
3
3
3
3
L

Figura 17: COVLNS siendo ejecutado en modo ViralFlow. En la parte superior se ve el comando
utilizado, luego un mensaje de bienvenida en formato ascii, luego una letra V para verificar el modo
y por ultimo se puede ver el inicio del control de calidad realizado por fastqc

42



laboratortonadanal (HLNS-bloinformatica:

Figura 18: COVLNS siendo ejecutado en modo Gencom. En la parte superior se ve el comando
utilizado, luego un mensaje de bienvenida en formato ascii, luego una letra G para verificar el modo
y, por ultimo, se puede ver el inicio del control de calidad realizado por fastqc
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12.6.

Tablas con datos usados como ejemplo

Las tablas han sido sido divididas para que se puedan desplegar todos los datos

Cuadro 1: Tabla con datos utilizados en resultados como ejemplo para HAVoC

taxon | lineage | conflict | ambiguity score | scorpio call scorpio support | note
3266 | BA.1 0.57 0.89 Probable Omicron (BA.1-like) | 0.66
3271 | BA.1 0.61 0.92 Probable Omicron (BA.1-like) | 0.68
scorpio_conflict | scorpio notes version
0 scorpio call: Alt alleles 39; Ref alleles 0; Amb alleles 18; Oth alleles 2 | PLEARN-v1.8
0 scorpio call: Alt alleles 40; Ref alleles 0; Amb alleles 17; Oth alleles 2 | PLEARN-v1.8
pangolin_version | scorpio_version | constellation version | is_designated | qc_status
4.0.6 0.3.17 v0.1.10 FALSE pass
4.0.6 0.3.17 v0.1.10 FALSE pass

qc_ notes note

Ambiguous content:0.07

Ambiguous_content:0.06

Cuadro 2: Tabla con datos utilizados en resultados como ejemplo para ViralFlow

taxon lineage | conflict | ambiguity score | scorpio call scorpio_support
3266 _S75 L1001 BA.1.1|0 0.963491 Omicron (BA.1-like) | 0.7119
3266 _S75 L1001 minor | BA.1.1 | O 0.963491 Omicron (BA.1-like) | 0.661
3271 _S76_1.001 BA.1.1 |0 0.993919 Omicron (BA.1-like) | 0.9322
3271 _S76 1001 minor | BA.1.1 | O 0.993919 Omicron (BA.1-like) | 0.8644
scorpio_conflict | version pangolin _version | pangoLEARN version | pango version
0 PLEARN-v1.2.124 | 3.1.20 2/2/2022 v1.2.124
0.0339 PLEARN-v1.2.124 | 3.1.20 2/2/2022 v1.2.124
0 PLEARN-v1.2.124 | 3.1.20 2/2/2022 v1.2.124
0.0508 PLEARN-v1.2.124 | 3.1.20 2/2/2022 v1.2.124

status note

passed qc | scorpio call: Alt alleles 42; Ref alleles 0; Amb alleles 14; Oth alleles 3

passed qc | scorpio call: Alt alleles 39; Ref alleles 2; Amb alleles 13; Oth alleles 5

passed qc | scorpio call: Alt alleles 55; Ref alleles 0; Amb alleles 1; Oth alleles 3

passed qc | scorpio call: Alt alleles 51; Ref alleles 3; Amb alleles 1; Oth alleles 4
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Cuadro 3: Tabla con datos utilizados en resultados como ejemplo para Gencom

taxon | lineage conflict | ambiguity score | scorpio_call scorpio_support
3266 | Unassigned | 0 Probable Omicron (Unassigned) | 0.7

3271 | Unassigned | 0.5 Probable Omicron (Unassigned) | 0.73
scorpio_conflict | scorpio notes version

0.21 scorpio call: Alt alleles 23; Ref alleles 7; Amb alleles 3; Oth alleles 0 | PUSHER-v1.8
0.27 scorpio call: Alt alleles 24; Ref alleles 9; Amb alleles 0; Oth alleles 0 | PUSHER-v1.8
pangolin_version | scorpio_version | constellation version | is_designated | qc_status

4.0.6 0.3.17 v0.1.10 FALSE pass

4.0.6 0.3.17 v0.1.10 FALSE pass

note

Usher placements: BA.1.1(1/1); scorpio replaced lineage inference BA.1.1

Usher placements: BA.1.1(1/2) BA.1.1.15(1/2); scorpio replaced lineage inference BA.1.1.15
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