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RESUMEN

El microbioma intestinal se encuentra ampliamente estudiado; sin embargo, el componente viral ha
sido poco caracterizado a pesar de ser crucial en la homeostasis intestinal. Este estudio analizo el
viroma intestinal de muestras fecales humanas (n=37) de pacientes en Unidad de Cuidados
Intensivos — “UCI” (n=10), pacientes “hospitalizados” en servicios diferentes a UCI (n=13), y en
individuos de “comunidad” saludables (n=14), utilizando secuenciaciéon por Oxford Nanopore
Technologies (ONT) e Illumina. En promedio, se obtuvo 161,855 lecturas por muestra usando
secuenciacién por ONT, de las cuales cerca del 0,03% correspondié a lecturas virales. Para el caso
de Illumina, se obtuvo alrededor de 20.286.589 lecturas por muestra, donde alrededor del 0,1%
fueron asignadas a virus. Se identificaron bacteriéfagos del orden Caudovirales, incluyendo
Myoviridae, Podoviridae y Siphoviridae como las principales familias virales. Aunque la mayoria de
las familias virales se mantuvieron estables, se observé una disminucién significativa de
Microviridae en pacientes hospitalizados y de UCI, sugiriendo un desequilibrio asociado al ambiente
intrahospitalario. De los profagos detectados en Genomas Ensamblados a partir de Metagenomas
(MAGs) bacterianos, llamé la atencién la presencia de dos familias virales (Myoviridae vy

Siphoviridae) en la misma especie bacteriana, Alistipes putredinis. Los resultados sugieren que las
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interacciones bacteria-bacteriéfago pueden no ser siempre especificas de especie, destacando la
complejidad de las interacciones microbianas en el intestino humano. Estos hallazgos representan
una linea base hacia la comprensiéon de la influencia de un ambiente intrahospitalario en la
composicion del viroma intestinal. Se necesitan investigaciones adicionales que permitan
comprender a profundidad cdmo estos cambios pueden afectar la salud del hospedero,

especialmente en entornos clinicos.

PALABRAS CLAVE: Viroma intestinal, Microviridae, Metagendmica, Ambiente hospitalario, profagos

ABSTRACT

The intestinal microbiome has been extensively studied; however, the viral component has been
poorly characterized despite its crucial role in intestinal homeostasis. This study analyzed the
intestinal virome of human fecal samples (n=37) from patients in Intensive Care Units (ICU) (n=10),
patients "hospitalized" in non-ICU settings (n=13), and healthy "community" individuals (n=14),
using sequencing by Oxford Nanopore Technologies (ONT) and Illumina. On average, 161,855 reads
per sample were obtained using ONT sequencing, of which approximately 0.03% corresponded to
viral reads. For lllumina, around 20,286,589 reads per sample were obtained, of which
approximately 0.1% were assigned to viruses. Bacteriophages of the order Caudovirales, including
Myoviridae, Podoviridae, and Siphoviridae, were identified as the main viral families. Although most
viral families remained stable, a significant decrease in Microviridae was observed in hospitalized
and ICU patients, suggesting an imbalance associated with the intrahospital environment. Of the
prophages detected in Assembled Genomes from Bacterial Metagenomes (MAGs), the presence of
two viral families (Myoviridae and Siphoviridae) in the same bacterial species, Alistipes putredinis,
was noteworthy. The results suggest that bacteria-phage interactions may not always be species-
specific, highlighting the complexity of microbial interactions in the human intestine. These findings
represent a baseline for understanding the influence of an intrahospital environment on the
composition of the intestinal virome. Further research is needed to fully understand how these

changes may affect host health, especially in clinical settings.

KEYWORDS: Intestinal virome, Microviridae, Metagenomics, Hospital environment, prophages



INTRODUCCION

El microbioma intestinal estd compuesto por arqueas, bacterias, eucariotas, virus, sus metabolitos
y genes, todos ellos reconocidos como elementos clave para la homeostasis intestinal (1-4). La
interaccion hospedero-microbiota, a través de la produccion de metabolitos, contribuye a la
homeostasis metabdlica, energética e inmune (1,5,6). Por esta razdn, se considera un modulador
clave en la salud humana en la que eventos de disbiosis, definidos como desequilibrios en la
composicidon microbiana, representan un factor asociado a diversas enfermedades (7,8) incluyendo
la enfermedad celiaca, el sindrome de intestino irritable, cancer colorrectal, enfermedades
hepaticas crénicas y trastornos pancredticos (9-13). Muchas de estas enfermedades se relacionan
con alteraciones en la abundancia de microorganismos comensales que termina favoreciendo la

colonizacion por patégenos oportunistas (8,14).

Aunque la mayoria de estudios se han centrado en el componente bacteriano del microbioma, el
entendimiento de las comunidades virales es un campo emergente (14,15). Especificamente, las
comunidades virales en érganos implicados en los procesos de digestién resultan de particular
interés (16—18). A este conjunto de virus se le conoce como viroma intestinal, el cual comprende
virus que infectan bacterias (bacteridfagos) principalmente del orden Caudovirales y la familia
Microviridae, asi como virus que infectan células eucariotas, entre los que se incluyen los drdenes

Herpesvirales, Picornavirales y Tymovirales (14,15,18,19).

Los bacteriéfagos son el componente mds representativo del viroma intestinal y desempefian un
papel crucial en el control de la diversidad y abundancia de especies bacterianas (20—24). Ademas
de lisar bacterias, los bacteriéfagos pueden modular la estructura genética poblacional bacteriana
a través de la transferencia de genes, e incluso pueden llegar a codificar para funciones accesorias
para sus hospederos (22,25,26). Por ejemplo, se ha encontrado que la presencia de profagos en
bacterias puede facilitar la colonizacidn, invasion celular y adhesién bacteriana (27) (28), permitir

resistencia a fagocitosis (29), producir toxinas (30), y alterar la susceptibilidad a antibidticos (31).

En menor abundancia, el intestino humano también se encuentra colonizado por virus que infectan
eucariotas, incluyendo a las familias Anelloviridae, Adenoviridae, Herpesviridae, Papillomaviridae,
Polyomaviridae y Circoviridae (32—36). La colonizacién por estos virus también puede estar

involucrada en el mantenimiento de la homeostasis intestinal



y lainmunidad del hospedero (37,38). Lo anterior ha sido investigado en ratones, donde la deplecidn
de estos virus exacerba procesos de inflamacidn, mientras que el tratamiento con ligandos virales

es un factor protector contra enfermedades (38).

Debido a la naturaleza e inestabilidad de su genoma, los virus de ARN son mas dificiles de identificar,
por lo cual han sido menos estudiados (39). Algunos de estos virus incluyen miembros de las familias
Caliciviridae, Picornaviridae y Reoviridae (24,33,40). Uno de los mecanismos por los cuales podrian
beneficiar su hospedero es a través de la interferencia con procesos biolégicos de otros virus (34).
Por ejemplo, la infeccién con el virus de la hepatitis G ha demostrado retrasar la progresion de la
infeccidn por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) a SIDA -sindrome de inmunodeficiencia
adquirida- (41). Otra hipdtesis plantea que algunos virus de ARN y ADN pueden favorecer la
eliminacion de patégenos por inmunidad cruzada. En un estudio realizado por Barton vy
colaboradores en 2007, la infeccién con el herpesvirus gamma murino confirié proteccién cruzada
a los ratones contra bacterias patdgenas como Listeria monocytogenes y Yersinia pestis (42). Sin
embargo, el papel fisioldgico definitivo de los virus de ARN y ADN en los humanos sigue siendo

desconocido para la mayoria de las comunidades virales a nivel intestinal.

En individuos saludables, se ha descrito que los bacteriéfagos son principalmente lisogénicos,
proceso durante el cual pueden integrar su material genético al genoma de su hospedero,
manteniéndose en estado de latencia como profagos (43,44). En ausencia de enfermedad, las
poblaciones de bacteriéfagos entéricos son temporalmente estables; sin embargo, frente a
estimulos estresantes como la exposicidon a antibidticos, pueden inducir el cambio a ciclos liticos,

afectando la composicion bacteriana intestinal y dando lugar a estados de disbiosis (39,44—49).

La diarrea es una de las condiciones en la que se generan eventos de disbiosis que afectan la riqueza
y diversidad microbiana (50-53). En hospitales, la alta incidencia de episodios de diarrea puede
relacionarse con infecciones adquiridas durante la estancia intrahospitalaria (54,55). Estas
infecciones generan como consecuencia disbiosis intestinal que puede favorecer la adquisicién de
infecciones secundarias o el desarrollo de enfermedades (46,47,56). Frente a esto, una de las
terapias que se ha planteado es el uso de trasplantes de microbiota fecal como estrategia para
reconstituir la composicién de procariotas a nivel intestinal (57,58). Sin embargo, investigaciones
recientes apuntan a que virus constituyentes de una microbiota saludable también pueden
favorecer el restablecimiento del estado de homeostasis (47,59—61). Por ejemplo, en un estudio

realizado por Ott y colaboradores, se encontrd que los bacteriéfagos de filtrados estériles de heces
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de donantes de microbiota intestinal (FFT) pueden revertir la disbiosis asociada con la infeccién por
Clostridioides difficile (CDI). Esto puede ocurrir mediante la transferencia de particulas virales en los

FFTs o por transduccidn, lo que podria contribuir a una resolucién de la disbiosis (60).

En Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) se estima que alrededor del 40% de los pacientes
desarrollan diarrea de origen infeccioso (55,62). Como consecuencia, estas infecciones son tratadas
con antibidticos que puede potenciar la alteracidn de la composicién de la microbiota intestinal
(63,64). El impacto de dichas alteraciones sobre la composicién del microbioma viene siendo
abordado principalmente a nivel de bacterias, para las cuales existe una gran cantidad de estudios
en pacientes con diarrea; mientras que las afectaciones en el viroma siguen siendo desconocidas.
Sin embargo, es plausible pensar que cambios en la estructura de las comunidades virales pueden

ser secundarias al uso de antibidticos (31,65,66).

Considerando que: i) los virus son importantes como constituyentes de un viroma intestinal en la
homeostasis intestinal, ii) las alteraciones en las comunidades virales pueden afectar otros
componentes del microbioma, iii) el viroma representa un potencial emergente para el
restablecimiento de la homeostasis posterior a la disbiosis intestinal causada por patdgenos y, iv)
existe un desconocimiento de las comunidades virales en episodios de diarrea; en este estudio nos
propusimos caracterizar el viroma intestinal de pacientes en tres grupos: UCI, hospitalizados en
servicios hospitalarios diferentes a UCI y en individuos saludables de comunidad, usando una

estrategia metagendémica.

MATERIALES Y METODOS

Consideraciones éticas

La colecta de muestras y datos clinicos se llevaron a cabo en el marco del proyecto “Descripcion del
Metagenoma intestinal de pacientes con diarrea atendidos en el hospital Universitario Mayor
Meéderi” bajo la aprobacion DVO005 1856-CV1493 del comité de ética en investigacion de la
Universidad del Rosario (CEI-UR).

Este proyecto es considerado de riesgo minimo segun lo establecido en la resolucion 008430 de
1993 sobre las “normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud”. Las

muestras fecales fueron recolectadas con el consentimiento explicito de cada paciente.

Toma de muestras y criterios de inclusion



Se recolectaron un total de 23 muestras de heces humanas de pacientes provenientes del Hospital
Universitario Mayor — Méderi en Bogota, Colombia. Estos pacientes compartian la caracteristica
comun de sufrir de diarrea, definida como una evacuacion de tres o mas heces no formadas en un
periodo de 24 horas consecutivas o menos (67). Se establecié la poblacidn intrahospitalaria cuando
el paciente permanecié dos dias o mas en los diferentes servicios dentro del centro de salud, como
se describié anteriormente (68). Las muestras intrahospitalarias se dividieron en dos grupos: 10
muestras provenientes de pacientes en Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) y 13 muestras de
pacientes “hospitalizados” que permanecieron en servicios diferentes a UCI. La informacidn clinica
se recolecté individualmente para cada paciente y fue aprobada por el comité de ética. Los datos se

consolidaron y se detallan en la tabla suplementaria 1.

Por otro lado, se incluyeron 14 muestras adicionales de individuos de comunidad aparentemente
saludables (en adelante comunidad) que no presentaban enfermedades crdnicas o agudas como
parte del proyecto. Para la seleccion de estos individuos, se consideraron los siguientes criterios de
inclusion: i) ausencia de episodios de diarrea, ii) no haber consumido medicamentos, antibiéticos,
desparasitantes o laxantes en las ultimas 12 semanas, v iii) tener habitos intestinales consistentes,

entendidos como evacuaciones regulares.
Extraccién de acidos nucleicos y secuenciacion de lecturas largas y cortas

Con el objetivo de identificar secuencias virales, se llevo a cabo la extraccién de ARN/ADN viral de
las 37 muestras fecales colectadas usando el kit Quick-DNA/RNA MagBead (Zymo Research, Irvine,
California, Estados Unidos), segun las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones.
Brevemente, se procesd 250 mg de heces por muestra con perlas de disrupcién mecanica en 200uL
de buffer de lisis viral. las muestras se homogeneizaron durante 5 minutos a 30 Hz utilizando un
disruptor TissueLyser Il y fueron procesadas en el Hamilton Genomic Starlet, siguiendo el protocolo

de extraccion del kit.

Posteriormente, los acidos nucleicos extraidos fueron procesados con el objetivo de sintetizar cDNA.
Para ello, se utilizé el protocolo de Random Hexameros con Super Script IV (Invitrogen). La
cuantificacion del material genético se realizd antes y después del procedimiento utilizando el Qubit

3.0 (Life Technologies), siguiendo las instrucciones del fabricante.

A continuacidn, se llevé a cabo secuenciacién por ONT, para lo cual se llevé a cabo la reparaciéon de

extremos de los fragmentos de cDNA obtenido del paso anterior usando el médulo NEBNext® Ultra™
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Il End Repair/dA-Tailing (New England Biolabs). Cada muestra fue luego marcada con un barcode
Unico para su identificacion como paso previo al multiplexado durante la secuenciacién, y como
estrategia para recuperar los datos individuales a nivel bioinformatico, para lo cual se usé el Native
Barcoding Kit 96 V14 (SQK-NBD114.96), compatible con la quimica R10.4.1 de ONT. Los pasos de
limpieza de secuencias a las que no se unieron los barcodes o los adaptadores fueron realizados
usando perlas AMPure XP de Beckman Coulter (69). Las librerias se cargaron al MinlON en una celda
de flujo FLO-MIN114 compatible con la quimica del Kit 14 de ONT, la cual genera datos con una
precision de lectura Q20+ (99%) (70,71). La secuenciacion se llevd a cabo por 72 horas y se visualizd

en tiempo real a través del software MinKNOW V23.07.12.

De forma paralela, con el objetivo de identificar profagos en especies bacterianas, se llevd a cabo
una extraccion de ADN en las muestras fecales usando el Stool DNA Isolation Kit (Norgen Biotek
Corporation, Ontario, Canada). Las muestras de ADN fueron enviadas a Novogene (Sacaramento,
California, USA) para la secuenciacion metagenémica a través de la plataforma NovaSeq 6000,
empleando lecturas pareadas de 150pb obteniendo una cantidad promedio de 4Gb de datos por

muestra.

Previo a la secuenciacién por cualquiera de las plataformas, se evalué la cantidad de los acidos
nucleicos extraidos) usando el espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA), se calculd la relacion de absorbancia 260/280 para determinar indices de
calidad de las extracciones y se realizo la evaluacidon de integridad mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1.5%.
Pre-procesamiento bioinformatico

Para las lecturas obtenidas por ONT, se realizé el basecalling de los archivos Fast5 desde el MinlON
usando la opcidn High Accuracy en el software Guppy V.7.1.4 con el objetivo de transformar las
sefiales eléctricas en bases translocadas durante la secuenciacién. El demultiplexing se llevé a cabo
en el software Guppy V.7.1.4 donde se filtraron lecturas de baja calidad (Q<7). El conjunto de lecturas
obtenido se sometié a analisis estadistico de la secuenciacidon para determinar los puntajes de
calidad y longitud promedio utilizando la herramienta NanoStat

(https://github.com/wdecoster/nanostat).

Por otra parte, las lecturas cortas de Illumina fueron procesadas para verificar la calidad de los reads

usando las herramientas FastQC (https://github.com/s-andrews/FastQC) y MultiQC
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(https://github.com/MultiQC/MultiQC). Los adaptadores fueron removidos y se eliminaron las

lecturas de baja calidad usando Trimmomatic V.0.38.

Con el objetivo de remover secuencias correspondientes al hospedero, se llevd a cabo un mapeo al
genoma de referencia humano (Refseq GCF_000001405.40) en las lecturas obtenidas de ambas
plataformas de secuenciacion, utilizando el software Minimap2 V.2.24
(https://github.com/Ih3/minimap2) para ONT y Bowtie2 V.2.4.4 para Illumina. Ademas, se realizd
un mapeo a la base de procariotas SILVA_138.1 (https://www.arb-silva.de/documentation/release-
1381/), con el fin de remover secuencias bacterianas. Las lecturas filtradas fueron empleadas en

analisis posteriores.
Analisis basado en Reads
Perfilamiento taxondmico

Se utilizo el clasificador de secuencias Centrifuge (72) para asignar taxondmicamente las lecturas
obtenidas por ONT e Illumina. Para esto, se empled la base de datos de referencia del clasificador,
la cual incluye secuencias virales, procariotas y eucariotas. Para este analisis se considerd una Unica
asignacion para cada lectura y se aplicd un filtro a través del cual se buscaba una coincidencia
minima de 100 (HitLength>100) entre la lectura secuenciada y la de la base de referencia siguiendo
la estructura de comando "centrifuge -p 8 --min-hitlen 100 -k 1 -x" (73). Los resultados obtenidos
por centrifuge fueron convertidos a formato kraken usando el comando Centrifuge-kreport y se
visualizaron a través de la herramienta en linea Pavian (https://fbreitwieser.shinyapps.io/pavian/).
Las lecturas asignadas a familias y géneros virales fueron convertidas a recuentos en valores de
abundancia relativa, definida como la proporcién de la familia/género viral de interés respecto al
total de familias/géneros virales, para la evaluacidn de su presencia a nivel de cada muestra. Los
graficos de barras de abundancia se generaron y visualizaron utilizando el paquete ggplot2 en
RStudio (http://www.rstudio.com/). Se evaluaron las diferencias en abundancias relativas de
familias virales usando la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis, en la que se consideraron
diferencias significativas cuando el p-value era menor a 0.05. Para evaluar diferencias pareadas
entre grupos, se realizaron pruebas no paramétricas U de Mann-Whitney en la que se consideraron

diferencias significativas cuando el p-value era menor a 0.05.

Anadlisis basado en Ensamblajes
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Ensamblajes virales a partir de lecturas largas

Se llevaron a cabo ensamblajes de genomas virales a partir de lecturas obtenidas por ONT
concatenando los reads de acuerdo con cada uno de los grupos: UCI, hospitalizados y comunidad.
Los ensamblajes virales fueron construidos usando la herramienta en linea Genome Detective Virus
(https://www.genomedetective.com/app/typingtool/virus/), a partir de la cual se seleccionaron
ensamblajes de buena calidad considerando como pardmetros el porcentaje de identidad de
nucledtidos >80% y una cobertura >75% respecto al genoma de referencia de la especie viral (74).
Los ensamblajes parciales fueron visualizados usando la herramienta en linea Proksee

(https://proksee.ca/).

Anadlisis filogenéticos

Se realizé un analisis filogenético de los genomas virales ensamblados con Genome Detective que
fueron identificados en mds de uno de los grupos de estudio, con el objetivo de investigar las
relaciones entre estas secuencias y otras taxondmicamente cercanas disponibles en repositorios de
datos publicos. Para esto, se descargaron secuencias del gen de la subunidad grande de la terminasa,
un gen utilizado tradicionalmente para revelar relaciones taxondmicas y evolutivas entre
bacteriéfagos (75), consignadas en NCBI para la subfamilia Crudevirinae, asi como para la clase
Caudoviricetes. En este ultimo, para una mejor visualizaciéon de las relaciones filogenéticas, se
seleccionaron secuencias representativas de los géneros mas cercanos a Mushuvirus encontrado en
dos de los grupos evaluados. Las secuencias fueron alineadas usando MAFFT V7.407 con la opcion
“—auto” con el objetivo de determinar la mejor configuracién de alineacién de acuerdo con la
longitud, divergencia evolutiva y tamafio de las secuencias de entrada. El alineamiento fue
empleado para la construccidon de un arbol de maxima verosimilitud (ML) en IQ-TREE multicore
(v1.6.12), utilizando el mejor modelo de sustitucién y otros parametros con valores
predeterminados. El arbol filogenético fue visualizado y representado graficamente usando

Interactive Tree Of Life (iTOL) v5.

Ensamblaje de MAGs e identificacion de profagos

Se llevé a cabo el ensamblaje de novo de MAGs bacterianos usando los reads obtenidos por Illlumina
usando MetaSPAdes V.3.15.3. Para esto, se realizd el agrupamiento de secuencias por similaridad o
binning, haciendo uso de MetaBAT

(https://github.com/linsalrob/ComputationalGenomicsManual/blob/master/CrossAssembly/Meta
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bat.md), Concoct (https://github.com/BinPro/CONCOCT) y MaxBin
(https://github.com/metagenomics/metagenomics-
workshop/blob/master/docs/binning/maxbin.rst). Los bins generados fueron refinados usando
DASTool (https://github.com/cmks/DAS_Tool) con el objetivo de mejorar la calidad y estimar la
abundancia de los genomas representados en cada bin. Posteriormente, se evalud la integridad y
calidad de los bins usando CheckM. Los bins de alta calidad (completitud >90% y contaminacién
<5%) fueron filtrados y empleados en los andlisis posteriores. La asignacién taxonémica de los bins
bacterianos se realiz6 usando el software GTDB-TK (https://github.com/Ecogenomics/GTDBTk) y
fueron filtrados para busqueda de profagos. La visualizacién de los MAGs obtenidos fue realizada a
través de la herramienta en linea Proksee (https://proksee.ca/), donde se realizé la busqueda de
profagos usando Phigaro (https://github.com/bobeobibo/phigaro). Los profagos identificados
fueron corroborados por BLASTn usando los siguientes parametros: porcentaje de identidad >80%,
cobertura >75%, valor E <0,0. Para esta busqueda se selecciond el método optimizado para

secuencias muy similares (megablast), dirigido a Virus (taxid:10239).
RESULTADOS
Extraccion de acidos nucleicos y obtencion de lecturas virales

Se realizé la extraccion ARN/ADN de 37 muestras fecales humanas procedentes de tres grupos de
estudio: UCI, hospitalizados y comunidad, para los cuales se describié la composicién del viroma

intestinal a partir de dos tecnologias de secuenciacion (ONT e lllumina).

En promedio, se obtuvo alrededor de 161,855 lecturas por muestra usando la tecnologia de ONT,
con una longitud y calidad promedio de 315.6 y 14.7, respectivamente. Se realizé una limpieza de
las lecturas bacterianas y del hospedero, seguida de la asignacién taxondmica y la visualizacion de
los datos a través de Pavian. Tras este proceso, se logré obtener en promedio 109,867 lecturas por
muestra de las cuales alrededor el 0.03% correspondié a lecturas virales (~234 lecturas, SD=244).
Por otro lado, para la secuenciacién con lllumina, se obtuvo en promedio alrededor de 20,286,589
lecturas por muestra de alta calidad (Phred score > 30). Se realizé la limpieza de las lecturas del
hospedero y se asigné taxondmicamente los datos usando Pavian. Tras el proceso de asignacidn, se
obtuvo alrededor del 22.8% de lecturas bacterianas y cerca del 0.1% de lecturas virales (~771,109

lecturas, SD = 104,219).
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Asignacion taxondmica

Las familias virales mas abundantes para los tres grupos de estudio fueron clasificadas y graficadas
considerando las dos tecnologias de secuenciacién usadas (Figura 1). Durante el analisis, se observo
una mayor dominancia de ciertas familias virales, especialmente aquellas asociadas a bacteriéfagos.
Entre los virus de ADN de cadena doble (dsDNA), se identificaron las familias Siphoviridae,
Myoviridae, Podoviridae y Herpesviridae (Figura 1a y 1b). También se detectd la presencia de la
familia de ADN monocatenario Microviridae. La asignacidon taxondmica mediante ambas tecnologias
de secuenciacidn fue concordante; no obstante, Illumina permitid la identificacién de un mayor

numero de familias virales.

En general, las abundancias estuvieron dirigidas hacia bacteriéfagos, destacando la mayor
abundancia de Siphoviridae (~38%), seguida de Myoviridae (~32%), Podoviridae (~19%) y
Microviridae (~10%). Sin embargo, Unicamente la familia Microviridae mostré una reduccidn
estadisticamente significativa en los grupos de hospitalizados y UCI en comparacién con el grupo de
comunidad (prueba de Kruskal-Wallis, p-value = 0.0089). Respecto a los virus de ARN, se logré
detectar la familia viral Retroviridae (ssRNA-RT), pero esta no presenté diferencias significativas

entre los grupos (Figura 1b).
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Figura 1. Abundancias relativas de las familias virales mas representativas del viroma intestinal,
identificadas a partir de a) ONT y b) lllumina, asociadas a diferentes grupos de estudio:
hospitalizados, UCl y comunidad. Para visualizar esta figura en alta resolucion, dar click en el
siguiente enlace: Figuras
El analisis de la abundancia relativa a un nivel taxondémico menor revelé diferencias significativas en
tres géneros virales. Entre estos, el género T4 virus (Prueba Kruskal-Wallis, p-value = 0.02792)
mostré una mayor abundancia en el grupo de hospitalizados respecto a los grupos de UCI y
comunidad. Adicionalmente, a pesar de ser uno de los génerosmas abundantes, Sfillvirus solo fue
detectado en las muestras comunidad y UCI mas no en el grupo de hospitalizados. En el grupo de UCI
este género presentd una mayor abundancia respecto al grupo de comunidad (Prueba Kruskal-
Wallis, p-value = 0.02163). Finalmente, se encontraron cambios en las abundancias del género
Sfi21dt1virus entre los grupos. En particular, se observé una reduccién en la abundancia de este
género en los grupos de hospitalizados y UCI respecto al grupo de comunidad (Prueba Kruskal-

Wallis, p-value = 0.03864)

Log10(abundancia del género)

20 ‘

Comunidad Hospitalizados uc Comunidad Hospitalizados uc Comunidad Hospitalizados uc

Grupo

Figura 2. Boxplots de los géneros mds abundantes encontrados en los tres grupos de estudio:
comunidad, hospitalizados y UCI. Para visualizar esta figura en alta resolucion, dar click en el
siguiente enlace: Figuras

Ensamblajes virales a partir de lecturas de ONT
Aprovechando la extensa longitud de algunas de las lecturas obtenidas por ONT, se utilizé la
herramienta en linea Genome Detective para realizar el ensamblaje de genomas virales. Con el

objetivo de aumentar el nimero de lecturas disponibles y, en consecuencia, mejorar la calidad de

los ensamblajes, las muestras se agruparon de acuerdo con los grupos de estudio (Figura 3). Como
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resultado, se lograron ensamblar genomas de alta calidad en los tres grupos (UCI, Hospitalizados,
Comunidad), con un porcentaje de identidad de nucledtidos superior al 80% y una cobertura

superior al 75%.
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Figura 3. Ensamblajes virales obtenidos a través de Genome Detective para cada uno de los grupos
de estudio. En la parte superior izquierda se indica la especie viral ensamblada. La cobertura del
genoma es representada en colores de acuerdo con el genoma de referencia empleado para
realizar el ensamblaje. Para visualizar esta figura en alta resolucién, dar click en el siguiente

enlace: Figuras
Del grupo de comunidad, se logré ensamblar el genoma de Carjivirus communis (anteriormente
conocido como p-crAssphage) con un porcentaje de identidad respecto al genoma de referencia de
la misma especie viral (NC_067194.1) del 94,3% y una cobertura del genoma del 90,1%. Este virus
es el bacteridfago mds frecuentemente asociado a humanos, constituyendo el componente mas
destacado del viroma intestinal humano saludable (16). Ademas, dentro de este mismo grupo de
individuos de comunidad, se recuperé el genoma del virus Mushuvirus mushu, un bacteriéfago de
bacterias comensales como Faecalibacterium prausnitzii (76) con un porcentaje de identidad del

94.2% y una cobertura del 79.9% respecto al genoma de referencia de la misma especie viral
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(NC_047913.1). Por ultimo, se ensambld el genoma del Taranisvirus taranis o Faecalibacterium virus

Taranis (77) con un porcentaje de identidad del 85.7% y una cobertura del 86.5%.

En el grupo de hospitalizados, al igual que en el grupo de comunidad, se logré ensamblar los
genomas del virus Carjivirus communis con una identidad del 92,4% y una cobertura del 94,5%, y el
genoma del virus Mushuvirus mushu con una identidad del 91,6% y una cobertura del 86,6%.
Ademas, se logré reconstruir el genoma de Enterobacteria phage mEp237 con una identidad del

90,7% y una cobertura del 76,4%.

En el grupo de UCI, solo se lograron recuperar dos genomas asociados a bacteridfagos de
Enterobacterias, posiblemente debido al menor nimero de lecturas por la cantidad de muestras
incluidas en comparacion con los otros dos grupos. El primer ensamblaje obtenido fue asignado al
virus Enterobacteria phage P4 (porcentaje de identidad = 93,8%, cobertura del genoma = 91,2%),
mientras que el segundo MAG recuperado correspondié al Stx2-converting phage Stx2a_WGPS2

(identidad = 82,2%, cobertura = 80,2%).

Se realiz6 la reconstruccién filogenética para los MAGs virales obtenidos por Genome Detective a
partir de secuencias parciales del gen de la subunidad grande de la terminasa (Figura 4). Se evalud
las relaciones filogenéticas respecto a otros géneros pertenecientes a rangos taxondmicos
representativos de cada una de las especies virales encontradas aqui. Para el caso de Carjivirus
communis, se obtuvieron dos ensamblajes del genoma viral en los grupos comunidad vy
hospitalizados. Se evaluaron las relaciones filogenéticas usando como ventana de observacion el gen
codificante para la subunidad grande de la terminasa, cuyas secuencias fueron extraidas de los
MAGs obtenidos y comparadas con respecto a secuencias publicamente disponibles para otros
géneros pertenecientes a la subfamilia Crudevirinae (Figura 4a). Se observd que las secuencias
obtenidas en este estudio estdn estrechamente relacionadas entre si, y estas, a su vez, se agruparon

con otras secuencias del género Carjivirus, con un buen soporte de nodo (Bootstrap >75).

En la reconstruccidn filogenética para visualizar las relaciones entre los virus Mushuvirus mushu
ensamblados en este estudio y otros Caudoviricetes, se destacé un comportamiento similar (Figura
4b). Las secuencias aqui reportadas mostraron una estrecha relacidn con Faecalibacterium phage

mushu (bootstrap >90), un bacteriéfago de Faecalibacterium prausnitzii (78).
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Figura 4. Relaciones filogenéticas para a) Carjivirus communis y b) Mushuvirus mushu encontrados
en este estudio a partir del gen de la subunidad grande de la terminasa. Para visualizar esta figura
en alta resolucion, dar click en el siguiente enlace: Figuras

Ensamblajes de genomas bacterianos para identificacion de profagos

Se realizaron ensamblajes de genomas bacterianos obtenidos de lecturas cortas con el objetivo de
identificar regiones de profagos (Figura 5). Los MAGs de alta calidad fueron filtrados (completitud >

90% y contaminacidn < 5%) y se seleccionaron genomas asignados a nivel de especie.

Los MAGs bacterianos se asignaron taxondmicamente y agruparon segun el grupo de estudio (Figura
5). Se encontré que el género Alistipes fue ubicuo para los tres grupos, aunque la especie fue
diferente de acuerdo con la condicién de cada muestra: hospitalizado, UCI o comunidad. Por
ejemplo, en hospitalizados se ensamblaron MAGs de Alistipes finegoldii, Alistipes onderdonkii y
Alistipes putredinis, mientras que en UCI se identificd Alistipes shashii y en comunidad Alistipes

onderdonkii.

Dentro de los MAGs bacterianos, se recuperaron secuencias correspondientes a profagos. Aunque
para algunas regiones virales se logré realizar la asignacion a nivel de género, en la mayoria solo se
logrd una asighacion a nivel de familia o en algunos casos a nivel de clase (Figura 5). En el grupo de
UCI se logré la mayor resolucion taxondmica, donde se identificaron dos secuencias de profagos
asociadas al género Peduovirus en E. coli que fueron concordantes con las secuencias de profagos

encontradas en el MAG de comunidad las cuales fueron asignadas a la misma familia viral.
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Se observé que las secuencias de profagos encontradas en los MAGs bacterianos fueron
consistentes con las familias virales mdas abundantes identificadas durante el perfilamiento
taxondmico realizado a partir de reads, como Siphoviridae y Myoviridae. Sin embargo, en algunos

casos no fue posible determinar la familia viral, siendo asignados a la clase Caudoviricetes.
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Figura 5. Mapa de genomas bacterianos ensamblados a partir de muestras de pacientes
hospitalizados, en unidad de cuidados intensivos (UCI) y comunidad sanos. Las regiones asociadas
a profagos fueron detectadas usando Phigaro y se indican con flechas en la posicién en el genoma
encontradas. Para visualizar esta figura en alta resolucién, dar click en el siguiente enlace: Figuras

A pesar de tratarse del mismo género bacteriano, se identificaron secuencias de profagos de mas
de una familia viral, lo que podria sugerir que los fagos podrian no ser especie-especificos. Por
ejemplo, en Alistipes putredinis, se detectaron cuatro regiones asociadas a profagos: dos
concordantes con profagos de la familia Myoviridae, una asociada a Siphoviridae y otra sin una
asignacidn taxondmica precisa, asociada a la clase Caudoviricetes. Sin embargo, en la mayoria de los
casos la identificacion de la familia de profagos asociada a la secuencia encontrada en cada MAG
fue especifica para la especie. Por ejemplo, en los grupos de UCl y de comunidad, se ensamblaron

MAGs asignados taxondmicamente a Escherichia coli, en los cuales se identificaron profagos de la
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familia Myoviridae. No obstante, los resultados sugieren que la familia viral puede no ser especifica
para el género bacteriano, ya que, en el grupo de UCI, se ensamblé un MAG asociado a Escherichia

flexneri, para el cual se identificé una regidn asociada a profagos de la familia Siphoviridae.
DISCUSION

A la fecha, este es el primer estudio dirigido a caracterizar los cambios en comunidades virales
asociadas a pacientes con diarrea en condiciones intrahospitalarias en comparacién con individuos
de comunidad saludables. Para esto, se empled una aproximacidn metagendmica dual usando
secuenciacién por ONT e lllumina, ofreciendo una vision detallada de los virus presentes en cada

condicion.

Los bacteriéfagos son clave para regular la diversidad y abundancia bacteriana mediante ciclos
liticos y lisogénicos (45,66). Esta dualidad permite que estas poblaciones virales modulen
dindmicamente las comunidades bacterianas, influyendo asi en la estabilidad y la ecologia del
microbioma (26). Por esta razén, no sorprende que la mayoria de los virus identificados en este
estudio correspondieran a bacteriéfagos, principalmente representados por las familias
Siphoviridae, Myoviridae, Podoviridae y Microviridae independientemente de si se trataba de un
paciente en condiciones intrahospitalarias o un paciente de comunidad aparentemente sano. Dicho
resultado puede atribuirse a la amplia gama de hospederos potenciales en el ambiente intestinal, lo
que favorece la alta presencia de estos virus que interactlan con las bacterias modulando su
abundancia (47,66). Adicionalmente, este hallazgo coincide con investigaciones previas, en las que
se reporta que el “viroma core” o viroma constitutivo de individuos sanos se encuentra
principalmente compuesto por bacteriéfagos cuyos procesos de replicacién se relacionan a las

poblaciones bacterianas (47,79-81).

Los microvirus son los bacteriofagos de ADN monocatenario mas comunmente encontrados en el
intestino, desempenando un papel crucial en la homeostasis intestinal, razén por la que se han
propuesto como indicadores de eubiosis (43,82). En enfermedades intestinales y extraintestinales,
como la diabetes pediatrica tipo 1 y la enfermedad inflamatoria intestinal, se ha observado una
disminucidn dréstica en su abundancia relativa (46,83,84). Este cambio en la composicion del viroma
intestinal se considera un factor de riesgo para enfermedades inflamatorias, donde la expansién de
los fagos Caudovirales y la disminucidon de Microviridae son indicativos de desequilibrio (83). En

pacientes UCI y hospitalizados, también se observé una reduccion significativa de Microviridae en
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comparacion con el grupo de comunidad (Figura 1a y 1b), lo que sugiere una alteracién en la
estructura viral que podria contribuir a la progresion de infecciones o al desarrollo de
enfermedades. Sin embargo, se requiere mas investigacion para determinar si la reduccién de
Microviridae es una consecuencia de las alteraciones en las poblaciones bacterianas y si estas
comunidades virales estdn directamente implicadas en el desarrollo de enfermedades (24,85).
Estudios in vivo con la manipulacidn controlada del viroma en modelos animales podrian
proporcionar informacion sobre el papel de estos virus en la progresién de enfermedades y guiar

futuras estrategias terapéuticas dirigidas a familias virales especificas.

La comprensién de las comunidades virales a un nivel taxondmico mas preciso, idealmente hasta el
nivel de especie, es esencial para identificar cambios especificos que puedan ser indicativos de
condiciones de salud o enfermedad. Aca, se analizaron los géneros virales mas representativos en
el intestino, identificdndose tres con diferencias significativas entre los grupos de estudio. Se
observd que el género T4virus presentaba una mayor abundancia en el grupo de pacientes
hospitalizados en comparacién con los grupos de UCI y comunidad (Figura 2). Aunque algunos
estudios han asociado este género con bacteridfagos constitutivos de la mucosa rectal sana (86,87),
otros sugieren una posible relacidén con enfermedades como la colitis ulcerativa. Por ejemplo, una
investigacion realizada por Zuo y colaboradores en individuos chinos, demostré que los pacientes
con colitis ulcerativa tienen un aumento en la abundancia de bacteriéfagos T4virus, asi como una
disminucion en la diversidad y riqueza de Caudovirales en comparaciéon con los controles sanos (88).
Por lo tanto, la mayor abundancia de este género en el grupo de pacientes hospitalizados podria

indicar un desequilibrio asociado tipicamente con enfermedades intestinales.

Aunque las poblaciones virales suelen variar de un individuo a otro, el "viroma core" permanece
estable (43,66,79). En este estudio, a pesar de las alteraciones en algunas comunidades virales,
como la familia Microviridae, el resto se mantuvo invariable entre los grupos evaluados,
independientemente de la condicién (Figura 1b). Esto sugiere que, aunque las comunidades
microbianas pueden ser afectadas por el uso de medicamentos y antibidticos en pacientes
intrahospitalarios, la mayoria de las comunidades virales se mantienen estables. Sin embargo, es
posible que una exposicidn prolongada a estas condiciones estresantes pueda provocar cambios

adicionales que no fueron documentados debido a la naturaleza transversal del estudio.
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Uno de los fagos mas comunmente encontrado en el viroma intestinal es el bacteriéfago p-
crAssphage, recientemente nombrado Carjivirus communis. Los Crassvirales, a los que pertenece,
son frecuentes en el microbioma intestinal, representando hasta el 99% de las lecturas
metagendmicas virales (89). Estos fagos son esenciales para el equilibrio del viroma intestinal, y su
alteraciéon se ha asociado con diversas enfermedades intestinales (81,90). En estudios de
enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) y colitis ulcerosa, se ha observado una disminucion de fagos
similares a CrAss y Microviridae, identificados como componentes criticos del viroma intestinal en
individuos sanos (91,92). Por lo tanto, la identificacion del genoma de Carjivirus communis en el
grupo de comunidad (Figura 3) no es sorprendente, considerando que hacen parte del viroma core
intestinal humano (66,81). Sin embargo, llamad la atencidn que también se detectd en el grupo de
hospitalizados, lo que llevé a investigar su relacién con el ensamblaje obtenido del grupo de
comunidad y con otras secuencias virales taxondmicamente cercanas. Se encontrd que las especies
virales identificadas en ambos grupos de estudio estuvieron mas estrechamente relacionadas entre
si que con otros Carjivirus (Figura 4a), lo cual respalda la hipdtesis de estabilidad del viroma core.
Esta estabilidad se ha corroborado en estudios que han encontrado las mismas poblaciones virales
hasta 4 afios después del muestreo original (93). Ademas, estudios de colonizaciéon del viroma
después del trasplante fecal (TMF) han demostrado que los crAssphages pueden establecerse y
persistir a largo plazo en el intestino del receptor (94). Esto sugiere que estas poblaciones virales
son lo suficientemente consistentes como para mantenerse incluso en el entorno intrahospitalario.
Los resultados subrayan la importancia de identificar miembros constitutivos del viroma core, como
los CrAssphages, para futuras aplicaciones terapéuticas, como la restauraciéon de la homeostasis

intestinal mediante FMT (92,93,95).

Una de las formas mas fiables de confirmar la presencia de un virus en un grupo de estudio mediante
secuenciacién metagendmica es ensamblando parcial o completamente su genoma viral. En este
estudio, se logré ensamblar el genoma de Mushuvirus mushu, un virus que infecta bacterias
comensales intestinales, principalmente Faecalibacterium prausnitzii, una bacteria utilizada en el
tratamiento de enfermedades inflamatorias (96), en los mismos dos grupos anteriormente
mencionados (97). Se realizd una reconstruccion filogenética para comprender las relaciones entre
este virus y otros géneros de la clase Caudoviricetes (Figura 4b). Los resultados indican que los
genomas de Mushuvirus mushu aislados de ambas condiciones estudiadas estan estrechamente
relacionados, lo que sugiere su invariabilidad a lo largo del tiempo. Se ha observado que, a pesar de

1300 afios de evolucidn, el antiguo genoma de Mushuvirus comparte un 97.7% de identidad de
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nucledtidos con su contraparte moderna (98). Sin embargo, actualmente, mas alld de saber que es
un bacteriéfago de bacterias comensales, se desconoce el rol exacto de este fago en el viroma
intestinal y si podria estar relacionado con enfermedades o formar parte del viroma core. Por lo
anterior, se necesitan de investigaciones adicionales que confirmen su papel a nivel del viroma

intestinal humano.

A nivel intestinal, los bacteriéfagos suelen permanecer como profagos, lo que limita la produccién
de nuevos virus y favorece la homeostasis en las interacciones bacteriéfago-bacteria (43,44). Para
explorar esta dindmica, identificamos la presencia de profagos en los genomas bacterianos de los
tres grupos estudiados (Figura 5), revelando una interaccidon generalizada entre bacteriéfagos y
bacterias a nivel intestinal. Una observacion interesante fue la deteccion de secuencias de profagos
de diferentes familias en una misma especie bacteriana. Particularmente, se encontraron regiones
de profagos asociadas a las familias Siphoviridae y Myoviridae presentes en el MAG de Alistipes
putredinis en el grupo de hospitalizados (Figura 5). Este hallazgo sugiere que las infecciones por
bacteriéfagos podrian no ser siempre especie-especificas (99,100). Es posible que la exposiciéon a
antibidticos y otros medicamentos presentes en un ambiente intrahospitalario genere condiciones
de estrés sobre las poblaciones de fagos. De hecho, investigaciones en ratones han demostrado que
el tratamiento con antibidticos amplia las interacciones entre fagos y bacterias, facilitando el
intercambio de genes vy la resistencia a antibiéticos dentro de la poblacién microbiana (101-103).
Por lo tanto, el estrés al que son sometidas las poblaciones virales en condiciones intrahospitalarias
podria inducir una mayor capacidad adaptativa para ampliar su rango de hospederos, permitiendo
gue los fagos infecten una variedad mas amplia de bacterias. Sin embargo, esta hipdtesis se basa en
datos metagendmicos, lo que subraya la importancia de llevar a cabo mas investigaciones para

respaldar los hallazgos presentados aqui (104).

Cuando las bacterias son lisadas por antibioticos, las poblaciones de bacteriéfagos experimentan
cambios estructurales (47,103). Inicialmente, la diversidad viral aumenta con la liberacion de virus
de las bacterias lisadas, para luego disminuir en respuesta a la pérdida de sus hospederos (105).
Ademas, los bacteridfagos hacen una transicién a ciclos liticos, reduciendo las poblaciones
bacterianas y promoviendo un estado de disbiosis intestinal (47,106). Este proceso se ha
documentado en bacterias que residen en humanos (47) y cerdos (65,65). Interesantemente, el
comportamiento observado en este estudio es contrario donde se identificd un mayor nimero de

regiones asociadas a profagos en los genomas bacterianos de los grupos de pacientes UCI y
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hospitalizados en comparacién con el grupo de comunidad (Figura 5). Este resultado puede ser
consecuencia de que la exposicidon a antibiéticos aumente la tasa de transferencia horizontal de
genes entre bacterias (47,107), incluyendo las regiones asociadas a profagos. Por lo tanto, la
presencia aumentada de profagos en estos grupos intrahospitalarios podria no deberse
necesariamente a una mayor actividad litica, sino mas bien a un aumento en la transferencia
horizontal de genes entre bacterias debido a la presidon selectiva de los antibidticos en el ambiente

hospitalario.

En conclusidn, aunque la mayoria de las familias virales se mantienen estables en pacientes
intrahospitalarios, se observan desequilibrios en algunos miembros virales clave, como la familia
Microviridae, asociada con enfermedades intestinales como la colitis ulcerosa (88). Estos hallazgos
podrian sugerir un estado de disbiosis en estos pacientes, aunque es importante interpretar estos
resultados con cautela, dado que las observaciones realizadas no implican necesariamente
causalidad. Como perspectiva futura, proponemos investigar los mecanismos subyacentes de estas
asociaciones mediante estudios experimentales in vitro e in vivo, evaluando cambios en familias

virales especificas frente a entornos estresantes y su relacién con el desarrollo de enfermedades.

Investigaciones futuras deberian dirigir sus esfuerzos hacia la inclusion de un mayor nimero de
muestras para corroborar el panorama presentado. Esto también permitiria obtener un mayor
numero de MAGs bacterianos y, por consiguiente, un mayor grado de superposicién en los MAGs

identificados para cada grupo experimental.

Este estudio representa la primera descripcion completa del viroma intestinal en entornos
intrahospitalarios, ofreciendo una visidn inicial de posibles biomarcadores virales asociados con
ciertas condiciones clinicas. Estas observaciones tienen implicaciones significativas para el

diagndstico y tratamiento futuro de enfermedades intestinales.

Contribuciones especificas del estudiante dentro de la investigacion llevada a cabo:

e Laconcepcién del proyecto de investigacion ()

e Eldisefio del estudio (x)
e laadquisicidon de los datos a través de la experimentacién (x)

e Andlisis e interpretacion de los datos (x)
e Elaboracion del borrador del articulo (x)
e Revision y aprobacién definitiva de la version que se presenta ()
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