OTIMIZAGAO DE TECNICAS DE CLASSIFICAGAO DE CEPAS DE Leptospira
SPP. ATRAVES DE METODOS COMPUTACIONAIS BASEADOS EM
MINERAGAO DE DADOS

JULIA LABONDE'; MARCUS REDU ESLABAO? FREDERICO SCHMITT
KREMER?®; MONIZE PROVISOR?; ODIR ANTONIO DELLAGOSTIN®

"Laboratério de Proteémica e Bioinformatica, Nicleo de Biotecnologia — CDTec, UFPel -
julialabonde@gmail.com;

°L aboratorio de Proteémica e Bioinformatica, Nucleo de Biotecnologia — CDTec, UFPel -

marcus.eslabao@yahoo.com.br;

3L aboratorio de Proteémica e Bioinformatica, Nucleo de Biotecnologia — CDTec, UFPel -
fred.s.kremer@gmail.com;

“Laboratorio de Proteémica e Bioinformatica, Nucleo de Biotecnologia — CDTec, UFPel -
moprovisor@hotmail.com;

® Nucleo de Biotecnologia — CDTec, UFPel - odir@ufpel.edu.br

1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma doenca infecciosa de importancia mundial que afeta
humanos e animais, causada por espiroguetas patogénicas pertencentes ao
género Leptospira. Os roedores sdo os principais hospedeiros das espiroquetas,
as quais sdo eliminadas no ambiente através de sua urina. A infec¢do humana
resulta do contato direto ou indireto com a urina contaminada de animais
portadores (ADLER; MOCTEZUMA, 2010). A doenca tem ampla distribuicdo
geografica, ocorrendo em areas de clima temperado e tropical. Dados da
Organizacdo Mundial da Saude revelam que mais de 500.000 casos de
leptospirose ocorrem a cada ano em todo o mundo. Por possuir diagndstico
ineficiente e ser facilmente confundida com outras doencas (febre amarela, gripe
ou dengue), a leptospirose ainda é uma doenca negligenciada, sendo o0 seu
ndmero de casos subestimado (WHO, 2011).

Para a area epidemioldgica e sua consequente tomada de decisdo com
relagado a saude publica, é fundamental que os laboratérios tenham a capacidade
de identificar com precisdao as cepas de Leptospira spp. que causam doenca
(AHMED et al., 2006). A principal metodologia de identificagdo das cepas € o teste
de aglutinagdo microscopica (MAT). No entanto, este teste € demorado e exige a
presenca de uma colegado completa de cepas do género Leptospira, tornando esta
metodologia cara e restrita a laboratérios de referéncia (ROMERO; YASUDA,
2006).

O Multilocus sequence typing (MLST) é um método de genotipagem
baseado na andlise da sequéncia de genes housekeeping, e tem por objetivo
proporcionar um sistema de tipagem discriminativo e portatil para bactérias e
outros organismos (MAIDEN et al., 1998). Para o género Leptospira ja existem
bancos de dados online contendo sequéncias desses  genes
(THAIPADUNGPANIT et al., 2007). Outros genes como rrs, rpoB, SecY, LigB e
LipL41 (ausentes no banco de dados do MLST) também estdo sendo apontados
como promissores para a classificacdo (CERQUEIRA et al., 2010; MOREY et al.,
2006; SCOLA et al., 2006).

As sequéncias polimorficas desses genes de Leptospira sdo importantes
guando se objetiva classificar diferentes isolados patogénicos, no entanto, a
quantidade de dados genbmicos disponiveis nesses bancos de dados é
incomensuravel. Desta forma, algoritmos de mineracdo de dados sdo necessarios
para minerar as informacdes existentes. Algoritmos computacionais baseados em
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arvores de decisdo, redes neurais, Naive Bayes e SVM ja séo utilizados para
manipular dados gendomicos, e podem utilizar as sequéncias génicas
disponibilizadas nos bancos de dados do MLST e também as sequéncias dos
outros genes citados para classificar Leptospira de forma mais precisa e acurada.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi realizar uma analise de mineracéo
de dados utilizando algoritmos computacionais com base nas sequéncias génicas
e gendmicas de Leptospira spp., disponiveis no GenBank, com o intuito de buscar
polimorfismos que nos fornegcam informagbes precisas e acuradas para uma
correta identificacédo de isolados.

2. METODOLOGIA

Criacdo do dataset: As sequéncias de nucleotideo foram recuperadas do
GenBank com um script escrito em linguagem Python através das palavras-chave
“Leptospira [organism]’. As sequéncias de cada isolado foram indexadas em um
banco de dados com base na anotacdo quanto a sua espécie. As sequencias dos
loci do MLST (7 loci) e dos 3 conjuntos do PubMLST (21 loci) para Leptospira sp.
foram recuperadas de seus respectivos repositorios. As sequéncias dos genes
rrs, rpoB, SecY, LigB, e LipL4l1l foram extraidas do genoma da Leptospira
interrogans sorovar copenhageni L1-130. Para cada um dos 33 loci, buscas
através do BLASTn foram realizadas para a identificacdo das suas sequéncias
homologas em cada isolado indexado no nosso banco de dados. Para cada loci
foi realizado o alinhamento multiplo das sequéncias referentes a cada isolado,
sendo o arquivo indexado em uma tabela, e suas posi¢cdes ndo conservadas,
filtradas.

Aplicacdo dos algoritmos de mineragdo: foram utilizados 4 diferentes
algoritmos de classificacdo: J48 (baseado em arvore de decisdo), Multilayer
Perceptron (baseado em redes neurais), Naive Bayes (RISH, 2001) e SVM
(COLLOBERT; BENGIO, 2004), usando as implementacbes presentes no
programa Weka (Waikato Environment for Knowledge Analysis), sendo também
feita a comparacdo da eficiéncia destes algoritmos quando utilizados no
Adaboost.

Avaliacdo dos modelos: para a avaliacdo dos métodos de classificacao foi
considerada a capacidade de cada abordagem de identificar diferentes espécies.
Os modelos de classificacdo gerados pelo Weka foram avaliados através de
validacdo cruzada e percent split de 80%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Atualmente sdo conhecidas 21 espécies de Leptospira e, através de script,
19 delas foram recuperadas do GenBank e registradas no nosso banco de dados,
sendo elas: L. interrogans, L. kirschneri, L. santarosai, L. borgpetersenii, L.
noguchii, L. weilli, L. alstonii, L. alexanderi (patogénicas), L. kmetyi, L. broomii, L.
licerasiae, L. wolffii, L. fainei, L. inadai (intermediadias), L. meyeri, L. terpstrae, L.
wolbachii, L. yanagawae, L. vanthielli (saprdfitas), totalizando 600 genomas. As
sequéncias génicas também foram recuperadas dos repositorios, totalizando 33
loci.

Através do BLASTn, foi realizado um alinhamento mdltiplo entre as
sequéncias de cada isolado e de cada um dos 33 loci. As posi¢cbes polimorficas
dos nucleotideos foram filtradas e indexadas em uma tabela para serem avaliadas
por algoritmos de mineracdo de dados presentes no software Weka. Dos quatro
algoritmos propostos para a classificacdo de Leptospira, J48, SVM e Naive Bayes



foram executados com sucesso para a analise de classificagdo. O algoritmo
Multilayer Perceptron nao foi eficiente em classificar, provavelmente pela grande
quantidade de parametros inseridos. A figura 1 apresenta a acuracia na
classificacdo de 600 espécies de Leptospira para cada um dos algoritmos
computacionais utilizados.
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Figura 1. Acurdcia de trés algoritmos computacionais - J48, SVM e Naive
Bayes - em classificar 600 isolados de Leptospira com base em 33 loci.

A classificacdo por algoritmos computacionais levou em conta a quantidade
de sequéncias de Leptospira disponiveis no banco de dados, de modo que,
espécies que possuiam poucas sequéncias disponiveis para comparacao (L.
kmetyi, L. inadai, L. fainei, L. terpstrae, L. wolbachii e L. vanthielli, as quais
somam apenas 16 genomas), foram removidas das andlises. A figura 1 nos
mostra que J48 e Naive Bayes classificaram 10 espécies e SVM classificou
apenas 6 espécies. A média da porcentagem de acuracia de cada algoritmo foi
74,6%, 49,7% e 73,7% para J48, SVM e Naive Bayes respectivamente (dados
nao mostrados). Comparando esses resultados podemos perceber que J48 se
mostrou mais apropriado para classificar diferentes capas de Leptospira, pois,
além de classificar um maior nimero de espécies (comparado a SVM), classificou
também com maior acuracia cada uma delas. Estes algoritmos também serdo
utilizados para classificar isolados de Leptospira de diferentes niveis hierarquicos
como sorogrupo, sorovar e cepa. Para a comparagdo dos atuais modelos de
classificacdo molecular, buscas por BLAST também seréo realizadas para cada
loci, sendo os resultados dos loci de MLST comparados com as tabelas de STs
de seus respectivos repositorios, e 0s genes comparados com os melhores hits
no Genbank.

4. CONCLUSOES
Foi possivel observar que, baseado na mineracdo de dados de 600

genomas e 33 loci de genes de Leptospira, a aplicagdo do algoritmo
computacional J48 foi 0 mais apropriado na classificacdo de diferentes espécies



de Leptospira, pois, além de classificar um maior numero de espécies, classificou
também com maior acurcia cada uma delas. Desta forma, J48 pode se utilizado
para auxiliar na classificacao de isolados de Leptospira.
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