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DESCRIPCION
Identificacion y medicion de poblaciones relativas de microorganismos con secuenciacion directa de ADN
Antecedentes
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a métodos para la caracterizacion de organismos y mas particularmente, a la caracterizacion
de las identidades y poblaciones relativas de organismos en una muestra de acuerdo con las reivindicaciones.

Discusioén de los antecedentes

Los métodos de acido nucleico actuales para identificar poblaciones de organismos son especificos solo al nivel de
género (ADNr 16S) para bacterias, virus y otros organismos microbianos y no identifican las poblaciones hasta las
especies, subespecies y cepas de organismos dentro de la muestra. Las técnicas actuales para detectar e identificar
una o una pequena cantidad de bacterias a nivel de género, especie y/o subespecie se basan en métodos estaticos,
tales como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y matrices de microchip, para detectar firmas de un
organismo preespecificado o una pluralidad de organismos preespecificados. Los métodos actuales para detectar e
identificar virus requieren pruebas de acido nucleico especificas y no producen datos sobre la diversidad de la
poblacién. Se ha utilizado la secuenciacion completa de genomas de virus para demostrar la diversidad de virus. Los
métodos convencionales en general emplean métodos de cultivo de laboratorio para bacterias, hongos y parasitos, y
son costosos y requieren mucho tiempo.

En ninguno de estos casos, las poblaciones relativas pueden ser determinadas con precision ni ninguno de estos
métodos es capaz de detectar e identificar simultaneamente los organismos presentes en las poblaciones microbianas
con respecto a los taxones especificos (género, especie, subespecie y cepa) de bacterias, virus, parasitos, hongos o
fragmentos de acido nucleico, incluidos plasmidos y componentes gendmicos moviles. Ademas, dada la rapida tasa
de mutacién gendmica y la creciente evidencia de transferencia horizontal de genes, los métodos estaticos que se
basan en firmas predeterminadas producen falsos resultados negativos si (a) se ha producido una mutacion en la
secuencia de acido nucleico de la muestra con respecto a la firma, (b) la firma diana se transfirié horizontalmente, o
(c) los vecinos cercanos gendmicos estan presentes en la muestra.

En el diagnéstico de enfermedades infecciosas, la microbiologia convencional todavia se basa en métodos de cultivo
laboriosos y que consumen mucho tiempo y pruebas engorrosas para bacterias, virus, parasitos y hongos, y también
en pruebas inmunolégicas y de acido nucleico molecular. Los ensayos de acido nucleico adicionales se utilizan,
generalmente, para determinar la presencia de bacterias, virus o bacterias no cultivables especificas. En una fraccion
significativa de las muestras y hasta el 25 % de todas las muestras, no se identifica ningun agente causal identificable
especifico de los sintomas del paciente. Ademas, generalmente se asume que una enfermedad infecciosa siempre es
causada por un solo agente microbiano o multiples agentes, induciendo colectivamente los sintomas observados,
cuando estan presentes mas de una o unas pocas células del agente.

Las poblaciones bacterianas de fondo o microbiomas (bacterias), micobiomas (hongos) y viromas (virus), a los niveles
de especies y cepas, no pueden determinarse rapida o faciimente (es decir, en horas y con un solo método o menos)
por los métodos actuales. Sin embargo, para determinar la causa de la enfermedad puede ser necesario normalizar
los resultados con respecto a las poblaciones de fondo, pero los métodos actuales carecen de la capacidad para
hacerlo. En la ciencia de los alimentos, estas comparaciones relativas con los antecedentes microbianos, hasta el
nivel de subespecies y/o cepas, son necesarios para determinar la fuente de contaminacion de los alimentos y el grado
de patogenicidad.

Por ejemplo, las cepas benignas de Escherichia coli son abundantes en la naturaleza, pero tales cepas pueden mutar,
adquirir genes que codifican propiedades patogénicas y/o produccién de toxinas y volverse toxigénicas (por ejemplo,
E. coli O157: H7). Recientemente, se han identificado seis (6) nuevas cepas patégenas de E. coli no 0157 (0111,
0121, 026, 045, 0103 y 0145). Estas nuevas cepas patdgenas de E. coli son mucho menos conocidas que E. coli
0157, pero solo son capaces de causar enfermedades graves, incluida la insuficiencia renal, que suele ser mortal.
Estas nuevas cepas patégenas de E. coli son mucho mas dificiles de identificar en un microbioma utilizando métodos
convencionales porque, aunque estas nuevas cepas se han identificado a partir de sus genomas de ADN completos,
no se han desarrollado pruebas que utilicen tecnologia de métodos estaticos convencionales y que impliquen una
firma genética.

Dada la frecuencia y propension de la mutacion genética en la naturaleza, es probable que cepas patdgenas
adicionales de E. coli y otras bacterias continien desarrollandose y evolucionando y, por lo tanto, causen
enfermedades. Tal mutacion genética continua, un fenédmeno que ocurre naturalmente, requiere un método universal
para facilitar la identificacion incluso cuando se ha producido una mutacién. Por lo tanto, existe la necesidad en la
técnica tanto de un método universal capaz de identificacion microbiana a nivel de especies y cepas como de un
método que tenga en cuenta la biodiversidad y la mutacion. Los pares de bases de ADN y ARN caracterizan a todos
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los organismos vivos, incluidos los microorganismos y los fragmentos de acido nucleico como los plasmidos, y la
secuenciacion directa de ADN es el estandar para la identificacion de pares de bases de ADN, existe una necesidad
en la técnica de la identificacion gendmica universal a nivel de subespecie y cepa mediante secuenciacion directa de
ADN y ARN de muestras metagenémicas.

Ademas, monitorizar poblaciones de microorganismos en el ambiente (por ejemplo, en el suministro de agua) y
rastrearlas hasta enfermedades infecciosas en pacientes (por ejemplo, colera) requiere especificidad de identificacion
a nivel de subespecie y/o cepa para diagnosticar la enfermedad y su fuente. Ademas, se requiere el analisis de los
microbiomas en la naturaleza para comprender la resistencia a los antibiéticos y para monitorizar y prevenir brotes
epidémicos o pandemias. Dado que los microorganismos son omnipresentes y muchos, si no la mayoria, existen tanto
en formas ambientalmente amigables (comensales no toxigénicos) como también en formas que son una bioamenaza
para los humanos (patégeno altamente toxigénico y/o invasivo), ellos no se pueden erradicar por completo; la Unica
forma de minimizar o prevenir la infeccion es minimizar la exposicion a formas patégenas de microbios cuando sus
concentraciones son altas, e identificar y rastrear especies y cepas patdgenas especificas que infectan a los pacientes.

El analisis de la herramienta basica de busqueda de alineacion local (BLAST) se ha convertido en un método
omnipresente para interrogar datos de secuencia. Se han desarrollado muchos métodos de busqueda de datos que
se basan en mejoras de BLAST. Estos incluyen sistemas y métodos para generar indices y busquedas rapidas de
Coincidencias “aproximadas”, “difusas” u “homdlogas” (coincidencia perfecta) para una gran cantidad de datos. Los
datos se indexan para generar una taxonomia de arbol de busqueda. Una vez que se genera el indice, se puede
proporcionar una consulta para reportar los aciertos dentro de una cierta vecindad de la consulta. En BLAST, se usa

una distancia local de un espacio de secuencia local para generar ramas de arbol de busqueda local.

Sin embargo, existen limitaciones para usar los valores E de salida BLAST, que describen el nimero de aciertos que
uno puede esperar ver por casualidad cuando se busca en una base de datos de un tamafio particular y se usan para
medir la importancia de una coincidencia, como criterio para el analisis de datos. Si bien esta medicion es posible, el
resultado suele estar sesgado tanto por la base de datos utilizada para la comparacion como por la longitud de la
coincidencia. Las regiones pequefias de alta similitud pueden generar un valor E artificialmente bajo y anular el nivel
global de similitud exhibido por la secuencia. El valor de la puntuaciéon BLAST varia con la longitud del nucleétido
consultado y, por lo tanto, no es adecuado solo para el analisis comparativo utilizando puntos de corte universales.

Anteriormente, la aplicacion directa de la secuenciacion para diagndsticos rapidos y multiplex no habia sido posible.
El analisis directo de muestras se consideré demasiado complejo para interpretar y se emplean métodos selectivos
(por ejemplo, cultivo) para minimizar el nimero de organismos (principalmente a un tipo) para su analisis. La capacidad
de detectar todos los patdgenos utilizando una Unica plataforma no ha sido posible. La biodefensa, la proteccion de la
fuerza, la agricultura y la salud mundial se beneficiaran de la identificacion basada en secuencias de todos los
patégenos en una muestra y la elaboracion de perfiles de patdgenos para la toma de decisiones médicas.

Las técnicas de identificacion de patégenos que no se basan necesariamente en métodos de cultivo convencionales
incluyen técnicas inmunolégicas, mediante las cuales se detectan moléculas exclusivas del patégeno (generalmente
proteinas) utilizando anticuerpos que se unen especificamente a moléculas Unicas, y una variedad de técnicas que se
dirigen a secuencias de ADN o de ARN especificas, conocidas colectivamente como técnicas de acido nucleico (NAT)
o técnicas de diagndstico molecular. Los métodos inmunolégicos y NAT actuales son Utiles para reconocer una gama
limitada de patdégenos en condiciones altamente especificas, pero cada uno de estos métodos esta sujeto a
deficiencias.

Se sabe que las técnicas inmunoldgicas, o inmunoensayos, adolecen de varias debilidades criticas que limitan su
eficacia en el diagndstico médico. Estas incluyen el volumen y la especificidad de los reactivos, la reactividad cruzada
y la pobre inmunogenicidad de algunos organismos, entre las deficiencias. Por ejemplo, a menudo es dificil producir
anticuerpos que reaccionen especificamente con el patégeno diana sin reaccionar con otros patdgenos (es decir,
reactividad cruzada). Hay muchos patégenos que varian las moléculas en sus superficies (por ejemplo, Niesseria
gonorrheae), lo que hace imposible detectar a todos los miembros de un grupo diana determinado. Muchos formatos
de inmunoensayos, como las pruebas de aglutinacion rapida para el estreptococo tipo A, requieren una gran cantidad
de organismos para su deteccion. Esto dificulta la deteccion temprana de infecciones o requiere el cultivo de los
microorganismos antes de la deteccion inmunoldgica.

Los métodos de acido nucleico son mucho mas especificos que los métodos inmunoldgicos porque se dirigen al
material genético del patdgeno. Casi todos los métodos NAT requieren la amplificacion del acido nucleico diana
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Las limitaciones de la PCR incluyen: (a) la biblioteca de
cebadores de ADN para reconocer secuencias en genomas de patdgenos es limitada; (b) los mutantes, las cepas y
los patégenos modificados no siempre se detectan facilmente, si es que se detectan; (c) debido a las bibliotecas
limitadas de cebadores de ADN, hay poca o ninguna redundancia de reconocimiento para excluir reacciones falsas
positivas o negativas; (d) se produce la erosién del cebador/firma; y (e) no se pueden reconocer patégenos
desconocidos porque el reconocimiento de cualquier patdgeno requiere conocimiento previo de la secuencia de
nucleétidos del material genético del patégeno en particular.
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Se han utilizado métodos basados en secuenciacion para el analisis del genoma completo, pero no para caracterizar
e identificar poblaciones de microorganismos ni como herramienta predictiva y forense para la toma de decisiones.
Por ejemplo, se han desarrollado métodos para identificar especies y subespecies en una muestra biolégica mediante
la amplificacion selectiva de segmentos de acido nucleico. Dichos métodos utilizan un cebador o cédigo para una
region diana especifica (generalmente un gen, genes o fragmentos de genes, incluido el ADN mitocondrial) presente
en una fraccion diminuta de todas las poblaciones de una muestra. Los métodos implican extracciéon de ADN de una
muestra, amplificacion de segmentos divergentes de la diana por PCR o una técnica equivalente, utilizando cebadores
de regiones con alta conservacion evolutiva entre especies y subespecies, analisis del segmento amplificado mediante
comparacion de su tamarfio en pares de bases con un estandar preestablecido de tamarios y/o analisis del segmento
amplificado mediante comparacién de la secuencia de ADN de la secuencia resultante con un subconjunto de
secuencias especificas de fracciones de un grupo de especies o subespecies consultadas en una base de datos de
ordenador.

Estos métodos se han utilizado para el analisis genético de una especie biolégica empleando una muestra (material
bioldgico) derivada de aislados unicos o de muestras que contienen mezclas duales o heterogéneas. Amplificacion de
una region de ADN de la muestra, correspondiente a una(s) posicion(es) determinadas y de genoma estrecho, se
realiza para determinar el tamafio en pares de bases y/o la secuencia de ADN precisa seguida de mapeo de esa
region a través de identificacion taxondmica. El mapeo se realiza contra una base de datos de referencia de
organismos de regiones amplificadas que contienen tamarfos preestablecidos y/o secuencias de ADN de la region
correspondiente de una pluralidad de especies y/o subespecies.

Todos estos métodos tienen un uso limitado cuando una muestra comprende una mezcla de organismos. Solo pueden
confirmar la presencia de un organismo previamente conocido o sospechoso, pero no pueden identificar cada uno de
los organismos presentes en la muestra y no pueden identificar a nivel de especie, subespecie y/o cepa. Ademas, si
un organismo previamente conocido estuviera presente, pero hubiera sufrido una mutaciéon en la secuencia
preespecificada, tales métodos indicarian un falso negativo. Los procesos naturales de mutacion, deleciones genéticas
y las alteraciones o mutaciones manipuladas forman parte de la creacién de biodiversidad que no se puede detectar
o incluso abordar con los métodos de la técnica anterior existentes.

El documento US 2009/150084 describe un sistema de identificacion del genoma. Rosen et al (2008), Advances in
Bioinformatics: 16 de noviembre, paginas 1-12, describe la clasificacion de fragmentos de metagenoma usando perfiles
de frecuencia N-mero.

Por lo tanto, se necesita un mecanismo para identificar simultaneamente una pluralidad de organismos en una muestra
dada con una sola prueba sin tener que utilizar multiples sondas y sin conocimiento previo de los organismos presentes
en la muestra. También es deseable distinguir especies, subespecies y cepas muy similares o interrelacionadas para
aplicaciones médicas, agricolas e industriales.

Existen muchas circunstancias potencialmente mortales en las que seria util analizar y secuenciar el ADN y/o ARN en
una muestra, por ejemplo, en respuesta a un acto de bioterrorismo en el que se hubiera liberado un agente patégeno
fatal en el ambiente. En el pasado estos resultados han requerido la participacion de muchas personas, lo que exige
demasiado tiempo. Como resultado, puede afectarse la rapidez y la precision.

Un ataque bioterrorista o una epidemia emergente requiere que los primeros en responder, es decir, los médicos en
la sala de emergencias (sus opciones o tratamientos al lado de la cama), tomen decisiones inmediatas sobre el
tratamiento, y los fabricantes de alimentos, distribuidores, minoristas y personal de salud publica en todo el pais
identifiquen de manera rapida, precisa y confiable los agentes patdégenos y las enfermedades que ellos causan. Los
agentes patdgenos pueden transmitirse en los alimentos, el aire, el suelo, el agua y los tejidos animales, vegetales y
humanos y mediante la presentacion clinica en las salas de emergencia. Debido a que los agentes y/o enfermedades
potenciales pueden poner en peligro la vida de inmediato y/o ser altamente contagiosas, la identificacion debe ser
rapida y precisa. Si esto no es posible, representa una debilidad significativa en el control de enfermedades infecciosas,
seguridad nacional y respuesta al bioterrorismo.

Se necesita un método y un sistema para identificar de forma rapida y precisa mas de un organismo individual
(multiplexacién) en una muestra e indicar si una especie, cepa y/o subcepa estan presentes empleando la comparacion
del genoma de los acidos nucleicos presentes en la muestra con los acidos nucleicos presentes en una base de datos
genomica de referencia. El documento US 2009/150084 A1 implica un método de secuenciacion de material bioldgico
y emparejamiento probabilistico en tiempo real de cadenas cortas de informaciéon de secuenciacion para identificar
especies presentes en dicho material bioldgico.

Los rapidos avances en la ingenieria biologica han impactado dramaticamente el disefio y las capacidades de las
herramientas de secuenciacion de ADN, incluida la secuenciacion de alto rendimiento, un método para determinar el
orden de las bases en el ADN y el mapeo de la variacion genética que revela el sustento genético de la enfermedad
en humanos. Este enfoque es util cuando se secuencian muchas plantillas de ADN diferentes con cualquier nimero
de cebadores. A pesar de estos importantes avances en ingenieria bioldgica, se ha avanzado poco en la construccion



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 899 879 T3

de dispositivos para identificar rapidamente la informacion de secuencia y transferir datos de manera mas eficiente y
efectiva.

Tradicionalmente, la secuenciacion de ADN se realizaba mediante un método didesoxi, cominmente denominado
método Sanger [Sanger et al, 1977], que usaba inhibidores de terminacién de cadena para detener la extension de la
cadena de ADN durante la sintesis de ADN.

Los métodos para las estrategias de secuenciacion contindan desarrollandose. Por ejemplo, es posible construir una
matriz de secuencias de ADN (microarreglos) e hibridar secuencias complementarias en un proceso comunmente
conocido como secuenciacion por hibridacion. Otra técnica considerada estado del arte emplea la extension del
cebador, seguida de la adicién ciclica de un solo nucleétido, con cada ciclo seguido de la deteccion del evento de
incorporacion. La técnica conocida como secuenciacion por sintesis o pirosecuenciacion, incluida la secuenciacion
fluorescente in situ (FISSEQ), es reiterativa en la practica e implica un proceso en serie de ciclos repetidos de extension
del cebador mientras se secuencia la secuencia de nucleétidos diana. Estos métodos de secuenciaciéon no pueden
identificar rapidamente un organismo a partir de los datos de un aislado, y actualmente no existen herramientas para
identificar una mezcla de organismos basado en datos metagenémicos creados por estos métodos de secuenciacion.
Ademas, los métodos y sistemas convencionales para identificar organismos en muestras metagenémicas basadas
en datos de nucleotidos generados por secuenciadores no existen.

A pesar de estos avances, existe la necesidad de métodos y sistemas de identificacion rapida del genoma, incluida la
comunicacion electronica multidireccional de datos de secuencia de acido nucleico, datos clinicos, intervencion
terapéutica y administracion personalizada de terapias a poblaciones diana para agilizar las respuestas y acelerar el
diagndstico de enfermedades infecciosas, conservar suministros médicos valiosos y contener el bioterrorismo, la
liberacion involuntaria y las epidemias patégenas emergentes. Ademas, se necesita un mecanismo para identificar
simultaneamente una pluralidad de organismos en una muestra determinada con una sola prueba sin tener que utilizar
multiples sondas, y es deseable distinguir especies, subespecies y cepas muy similares o interrelacionadas para
aplicaciones médicas, agricolas e industriales.

Resumen

La presente invencion se refiere a sistemas y métodos capaces de caracterizar poblaciones de microorganismos
dentro de una muestra de acuerdo con las reivindicaciones. La caracterizacion utiliza emparejamiento probabilistico
para identificar genomas microbianos con los que se relacionan los fragmentos metagenémicos extraidos de la
muestra. La caracterizacion incluye ademas la identificacion de la comunidad microbiana de la muestra a nivel de
especie y/o subespecie y/o cepa con sus concentraciones o abundancia relativas. Ademas, los sistemas y métodos
permiten la identificacion rapida de organismos, incluidos tanto patdégenos como comensales en muestras clinicas, de
alimentos de agua y ambientales, y la identificacion puede lograrse mediante la comparacion de muchos (por ejemplo,
cientos a millones) fragmentos metagendmicos, que han sido capturados de una muestra y secuenciados, con muchos
(por ejemplo, millones o miles de millones) de informacion de secuencia archivada de los genomas (es decir, bases
de datos gendmicas de referencia). Lograr la caracterizacidon metagendmica precisa en los extremos superiores de
estos espectros, es decir, comparar decenas de millones de fragmentos metagenémicos con bases de datos
gendmicas archivadas que comprenden miles de millones de nucleétidos, no esta documentada previamente en la
literatura.

En un aspecto, la presente invencion proporciona un método de acuerdo con la reivindicacion 1.

En una realizacion de la invencion, los resultados probabilisticos pueden tener la forma de un mapa de probabilidad
de probabilidades de que especies y/o subespecies y/o cepas de organismos contenidas en la base de datos de
referencia estén presentes dentro de la muestra. El mapa de probabilidad puede permitir la correlacion de las
probabilidades del mapa de probabilidad con las poblaciones relativas y/o concentraciones de organismos contenidos
en la muestra. El método puede compensar aun mas el error de la maquina mediante el uso de una cantidad de
lecturas de fragmentos metagendmicos estadisticamente significativos lo suficientemente grandes como para que los
errores se normalicen. El error de la maquina para el que la normalizacion compensa puede comprender el error de
magquina de un secuenciador utilizado para generar la pluralidad de lecturas de fragmentos metagendmicos, y la
compensacion puede comprender el uso de suficientes lecturas de fragmentos metagendémicos para que el error de
maquina del secuenciador se normalice a un valor cercano a cero.

El método puede comprender ademas extraer los fragmentos metagenémicos de la muestra.

En otra realizacién mas de la invencién, el método comprende la contabilidad de la biodiversidad. La contabilidad de
la biodiversidad puede comprender identificar: (a) elementos genéticos méviles mediante transferencia lateral de
genes, recombinacion o plasmido u otra insercién de mobiloma; (b) inserciones y deleciones, y (c) identificacion y
deteccion de cepas parientes cercanas (por ejemplo, primo) relacionadas por mutacion, insercion y/o delecion.

La base de datos de referencia contiene las identidades gendmicas de uno o mas de la pluralidad de organismos
contenidos en la muestra. Cada una de la pluralidad de lecturas de fragmentos metagenémicos puede tener una
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longitud de lectura mayor o igual a 12 pares de bases y menor o igual a 100 pares de bases. Sin embargo, las lecturas
de fragmentos metagendmicos que tienen una longitud superior a 100 pares de bases se pueden utilizar adicional o
alternativamente. Los métodos probabilisticos comprenden, para cada una de la pluralidad de lecturas de fragmentos
metagenomicos, detectar y retener las correlaciones causales entre la lectura de fragmento metagendmico y lecturas
de genoma de la base de datos de referencia que contiene identidades gendémicas de organismos; e integracion de
las correlaciones causales retenidas por cepa gendmica y especie para identificar un conjunto de genomas de
microorganismos contenidos en la muestra. Los métodos probabilisticos comprenden ademas la creaciéon de conjuntos
de patrones independientes de inclusién de subconjuntos y exclusién de subconjuntos del conjunto de genomas v,
para cada conjunto de patrén independiente, emparejando el conjunto con lecturas diana. Cada uno de los
emparejamientos da como resultado una estimacién independiente de la concentracion del genoma en el conjunto.
Las estimaciones independientes pueden dar una estimacion detallada de las concentraciones de cepas genémicas
incluso para comunidades microbianas estrechamente relacionadas.

Los métodos probabilisticos comprenden el emparejamiento probabilistico. Los métodos probabilisticos comprenden:
filtrado primario para determinar qué especies y cepas de la base de datos de referencia pueden estar en la muestra
metagenomica; y filtrado secundario y terciario para eliminar tanto los falsos negativos como los falsos positivos y para
identificar a nivel de cepa, qué organismos estan contenidos en la muestra.

En una realizacion de la invencion, los organismos identificados incluyen genomas de bacterias, virus, parasitos,
hongos y/o fragmentos de acido nucleico que incluyen plasmidos y componentes gendmicos moviles. Los organismos
identificadores contenidos en la muestra pueden ser capaces de identificar bacterias, virus, parasitos, hongos y
fragmentos de acido nucleico, incluidos plasmidos y componentes gendmicos moviles contenidos en la muestra. La
pluralidad de lecturas de fragmentos metagendmicos son lecturas de secuencias de fragmentos metagendmicos
extraidos de la muestra. Los fragmentos metagenémicos extraidos de la muestra son de acido nucleico genémico,
proteina y/o una combinacién con metabolitos extraidos de la muestra. Cada uno de los fragmentos metagenémicos
extraidos de la muestra puede ser un fragmento de una secuencia de acido nucleico. Cada uno de los fragmentos
metagenomicos extraidos de la muestra puede ser un fragmento de una secuencia de acido desoxirribonucleico
(ADN). Cada uno de los fragmentos metagendmicos extraidos de la muestra puede ser una secuencia de acido
ribonucleico (ARN). Cada uno de los fragmentos metagendmicos extraidos de la muestra es un fragmento de un
plasmido u otra unidad de secuencia de acido nucleico.

En oftra realizaciéon mas de la invencion, la pluralidad de lecturas de fragmentos metagenémicos se obtiene de la
muestra: recolectando la muestra, extrayendo fragmentos metagendémicos de la muestra y secuenciando los
fragmentos metagendmicos.

En ofra realizacion de la invencion, la pluralidad de lecturas de fragmentos metagendémicos que se pueden obtener de
la muestra se incluye en un archivo metagenémico. El método comprende ademas la creacion de una lista de palabras
de referencia para cada una de la pluralidad de lecturas del genoma de la base de datos de referencia que contiene
identidades gendmicas de organismos y creacion de un catalogo de listas de palabras de referencia. EI método
comprende la creacién de una lista de palabras de referencia para cada una de la pluralidad de lecturas del genoma
de la base de datos de referencia que contiene las identidades gendmicas de los organismos, y la creacion de un
catalogo de listas de palabras de referencia. Cada lista de palabras de referencia es un género, especie o cepa. El
método puede comprender ademas la creacién de una lista de palabras de secuencia de muestra para cada una de
la pluralidad de lecturas de fragmentos metagenémicos obtenidas de la muestra. La comparacion de la muestra de
lecturas de fragmentos metagendmicos obtenidas de la muestra con la pluralidad de lecturas del genoma de la base
de datos de referencia que contiene las identidades gendmicas de organismos pueden comprender: para cada una de
las palabras de secuencia de muestra de la lista de palabras de secuencia de muestra, comparar la palabra de
secuencia de muestra con las palabras de referencia de cada una de las listas de palabras de referencia, e identificar
coincidencias entre la palabra de secuencia de muestra y una o mas de las palabras de referencia. Las coincidencias
identificadas pueden ser coincidencias exactas. Las coincidencias identificadas pueden comprender coincidencias
inexactas. El método puede comprender, ademas: para cada una de la pluralidad de lecturas del genoma de la base
de datos de referencia, sumar el nimero de coincidencias para la lectura del genoma, y comparar la suma del nimero
de coincidencias para cada una de la pluralidad de lecturas del genoma con las sumas de la cantidad de coincidencias
para cada una de las otras de la pluralidad de lecturas del genoma. El método puede comprender, ademas: para cada
una de la pluralidad de lecturas del genoma de la base de datos de referencia, sumar el niumero de coincidencias
Unicas para la lectura del genoma y comparar la suma de la cantidad de coincidencias Unicas para cada uno de la
pluralidad de lecturas del genoma con las sumas de los nimeros de coincidencias Unicas para cada una de las otras
de la pluralidad de lecturas del genoma. Una coincidencia Unica puede ser una coincidencia de una palabra de
secuencia de muestra con una palabra de referencia contenida en solo una de las listas de palabras de referencia. La
creacion de la lista de palabras de referencia comprende dividir un genoma leido de la base de datos de referencia en
palabras en un caracter de limite de palabra. La creacion de la lista de palabras de referencia puede comprender
guardar solo palabras que tengan una longitud mayor o igual a una longitud minima de palabra. la longitud minima de
palabra puede ser igual a diecinueve letras. El método puede comprender ademas rellenar una tabla hash con las
palabras de referencia de cada una de las listas creadas de palabras de referencia.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona
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Un aparato para caracterizar material biolégico en una muestra que contiene material genético de una pluralidad de
organismos, comprendiendo el aparato un procesador y una memoria, en el que el procesador y la memoria estan
configurados para realizar el método de la reivindicacion 1.

En una realizacion de la invencion, el fragmento de nucleétidos se compara con las secuencias de acido nucleico en
una base de datos mediante emparejamiento probabilistico, que incluye, pero no se limita a, el enfoque bayesiano, el
enfoque bayesiano recursivo o el enfoque bayesiano nedfito.

Los enfoques probabilisticos pueden usar probabilidades bayesianas para considerar dos factores importantes para
llegar a una conclusion precisa: (i) P(t i/R) es la probabilidad de que un organismo que exhibe el patrén de prueba R
pertenezca al taxén t i, y (ii) P(R/t i) es la probabilidad de que los miembros del taxén t i presenten el patron de prueba
R. El patrén minimo dentro de una ventana deslizante integrada en las herramientas ayudara a los investigadores a
determinar “si” y “cémo” los organismos han sido modificados genéticamente.

Las variaciones adicionales comprendidas dentro de los sistemas y métodos se describen en la descripcion detallada
de la invencién a continuacion.

Breve descripcion de los dibujos
Los dibujos adjuntos, que se incorporan aqui y forman parte de la especificacion, ilustran diversas realizaciones de la
presente invencion. En los dibujos, los mismos ndmeros de referencia indican elementos idénticos o funcionalmente

similares.

La Figura 1 es una ilustracion esquematica de un sistema divulgado, que puede usarse para la ID gendémica de
muestras metagendmicas a nivel de especie y cepa.

La Figura 2 es una ilustracion esquematica mas detallada del sistema de la figura 1.

La Figura 3 es una ilustracion esquematica de la interaccion funcional entre el casete intercambiable y otros
componentes en una realizacién del sistema de la figura 1.

La Figura 4 es una vista en perspectiva frontal de una realizacion de un dispositivo de secuenciacion electrénico de
mano, que puede usarse para la ID genémica de muestras metagendmicas a nivel de especie y cepa.

La Figura 5 es un diagrama de flujo que ilustra un proceso de funcionamiento del sistema de la figura 1.

La Figura 6 es una ilustracién esquematica de la interaccion del sistema de la figura 1 con diversas entidades
potencialmente implicadas en el sistema.

La Figura 7 es una ilustracion esquematica de la interaccion funcional entre un dispositivo de secuenciacion electrénico
de mano con el centro de analisis remoto.

La Figura 8 es una ilustracion esquematica de la arquitectura general del médulo de software probabilistico.
La Figura 9 muestra el porcentaje de secuencias Unicas en funcion de la longitud de lectura.
La Figura 10 es un resumen de las principales etapas de secuenciacion.

La Figura 11 es unailustracién esquematica de un instrumento capaz de caracterizar poblaciones de microorganismos
en una muestra de acuerdo con una realizacién de la presente invencion.

La Figura 12 es un diagrama de flujo de nivel superior que ilustra un proceso que se puede realizar para caracterizar
poblaciones de microorganismos en una muestra.

La Figura 13 es un diagrama de flujo que ilustra un proceso que se puede realizar para identificar genomas de
microorganismos contenidos dentro de una muestra.

La Figura 14 es un diagrama de flujo que ilustra una realizacién de un proceso de catalogacion de sustancias.

La Figura 15 es un diagrama de flujo que ilustra una realizacion de un proceso de identificacion y analisis de muestras
desconocidas.

La Figura 16 es un diagrama de flujo que ilustra una realizacién de un proceso de busqueda de palabras.
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Las Figuras 17A-17E ilustran las medidas de poblacion relativa de 16S en comparacion con la secuenciacion directa
de ADN con identificacion gendmica de la presente invencion.

La Figura 18 ilustra una comparacion de la concentracion relativa observada y la concentracion real en una muestra
con el numero relativo de lecturas.

La Figura 19 ilustra un ejemplo del sistema y método de la presente invencién aplicado a la medicion de poblaciones
del microbioma a nivel de especie para un paciente con enfermedad de Crohn.

Descripcion detallada de realizaciones preferidas

Las realizaciones de los sistemas y métodos para la caracterizacion de poblaciones de microorganismos en una
muestra se describen aqui con referencia a las figuras.

Los métodos y sistemas descritos en la presente invencion pueden usar la informacion de secuencia Unica mas corta,
que en una mezcla de acidos nucleicos en una muestra no caracterizada tiene la longitud Unica minima (n) con
respecto a la informacion de secuencia completa generada o recopilada. Ademas de las secuencias de longitud Unica,
también se pueden comparar las no Unicas. La probabilidad de identificacion de un genoma aumenta con multiples
coincidencias. Algunos genomas tendran secuencias Unicas minimas mas largas que otros genomas. El método de
coincidencia de secuencias de longitud corta (n) puede continuar en paralelo con la generacion o recopilacion de
informacion de secuencia. Las comparaciones ocurren tan rapido como (en tiempo real) se generan o recopilan
secuencias posteriores mas largas. Esto da como resultado una reducciéon considerable del espacio de decision
porque los calculos se realizan temprano en términos de generacion/recopilacion de informacion de secuencia. El
emparejamiento probabilistico puede incluir, pero no se limita a, emparejamiento perfecto, unicidad de subsecuencia,
emparejamiento patron, multiples emparejamientos de subsecuencias dentro de la longitud n, emparejamiento
inexacto, semilla y extension, mediciones de distancia y mapeo de arboles filogenéticos. Puede proporcionar una
canalizacién automatizada para hacer coincidir la informacion de secuencia tan rapido como se genera o en tiempo
real. El instrumento de secuenciacién puede continuar recolectando mas cadenas de informacién de secuencia en
paralelo con la comparacion. La informacién de secuencia subsecuente también se puede comparar y puede aumentar
la confianza de un genoma o identificacion de especies en la muestra. El método no necesita esperar el montaje de
informacién de secuencia de las lecturas cortas en contigos mas grandes.

En algunas realizaciones, el sistema y los métodos pueden proporcionar toma, aislamiento y separacion de acidos
nucleicos, secuenciacién de ADN, redes de bases de datos, procesamiento de informacion, almacenamiento de datos,
visualizacion de datos y comunicacion electronica para acelerar la entrega de datos relevantes para permitir el
diagndstico o la identificacion de organismos con aplicaciones para brotes patdgenos y respuestas apropiadas. En
estas realizaciones, el sistema puede incluir un dispositivo de secuenciacién portatil que transmite electrénicamente
datos a una base de datos para la identificacion de organismos relacionados con la determinacion de la secuencia de
acidos nucleicos y otras moléculas poliméricas o de tipo cadena y emparejamiento probabilistico de datos.

Las Figuras 1 y 2 ilustran una realizacion de un sistema 100 que incluye un dispositivo 105 de secuenciacién, que
puede ser un dispositivo de secuenciacién electrénico portatil de mano. El dispositivo 105 de secuenciacién puede
configurarse para ser facilmente sostenido y utilizado por un usuario (U), y puede ser capaz de comunicarse a través
de una red 110 de comunicacién con muchas otras entidades potencialmente relevantes.

El dispositivo puede configurarse para recibir una muestra del sujeto (SS) y una muestra ambiental (ES),
respectivamente. La muestra del sujeto (como sangre, saliva, etc.) puede incluir el ADN del sujeto, asi como el ADN
de cualquier organismo (patdégenos o de ofro tipo) en el sujeto. La muestra ambiental (ES) puede incluir, pero no se
limita a, organismos en su estado natural en el ambiente (incluidos alimentos, aire, agua, suelo, tejido). Ambas
muestras (SS, ES) pueden verse afectadas por una infeccion natural, un acto de bioterrorismo o una epidemia
emergente. Ambas muestras (SS, ES) pueden recolectarse simultaneamente a través de un tubo o hisopo y pueden
recibirse en una solucién o en un sélido (como una perla) en una membrana o portaobjetos, placa, capilar o canal. Las
muestras (SS, ES) pueden secuenciarse simultaneamente. Situaciones especificas de circunstancias pueden requerir
el analisis de una muestra compuesta por una mezcla de las muestras (SS, ES). Un primer respondedor se puede
contactar una vez que se identifica un emparejamiento probabilistico y/o durante la recoleccion de datos en tiempo
real y la interpretacion de datos. A medida que pasa el tiempo, se puede identificar un porcentaje cada vez mayor de
la secuencia.

El dispositivo 105 de secuenciacion puede incluir los siguientes componentes funcionales, como se ilustra en la Figura
3, que permiten que el dispositivo 105 analice una muestra del sujeto (SS) y una muestra ambiental (ES), comunique
el analisis resultante a una red 110 de comunicacion.

Los receptores 120 y 122 de muestras se pueden acoplar a un bloque 130 de extraccion y aislamiento de ADN, que
luego entrega las muestras al bloque 130 a través de un sistema de flujo. El bloque 130 extrae el ADN de las muestras
y lo aisla para que pueda procesarse y analizarse mas. Esto se puede lograr mediante el uso de una plantilla de
reactivo (es decir, una cadena de ADN que sirve como patrén para la sintesis de una cadena complementaria de acido
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nucleico), que se puede administrar combinada con las muestras 120, 122 utilizando tecnologia de transporte de
fluidos conocida. Los acidos nucleicos en las muestras 120, 122 se separan mediante el bloque 130 de extraccién y
aislamiento, produciendo una corriente de fragmentos de nucledtidos o moléculas individuales no amplificadas. Una
realizacién podria incluir el uso de métodos de amplificacion.

Un casete 140 intercambiable puede acoplarse de manera removible al dispositivo 105 de secuenciacion y al bloque
130. El casete 140 puede recibir la corriente de moléculas del bloque 130 y puede secuenciar el ADN y producir datos
de secuencia de ADN.

El casete 140 intercambiable se puede acoplar y proporcionar los datos de la secuencia de ADN al procesador 160,
donde se logra el emparejamiento probabilistico. Una realizacion podria incluir el rendimiento de 16 GB de datos
transferidos a una velocidad de 1 Mb/s. Se prefiere un casete 140 de secuenciacion para obtener la informacién de
secuencia. Se pueden intercambiar diferentes casetes que representan diferentes métodos de secuenciacion. La
informacion de secuencia se puede comparar mediante comparacion probabilistica. Los algoritmos de emparejamiento
ultrarrapido y las bases de datos de firmas ponderadas pregeneradas pueden comparar los datos de la secuencia de
novo con los datos de la secuencia almacenada.

El procesador 160 puede ser, por ejemplo, un circuito integrado especifico de la aplicacion disefiado para lograr una
o0 mas funciones especificas o habilitar uno o mas dispositivos o aplicaciones especificas. El procesador 160 puede
controlar todos los demas elementos funcionales del dispositivo 105 de secuenciacion. Por ejemplo, el procesador 160
puede enviar/recibir los datos de la secuencia de ADN para ser almacenados en un almacén 170 de datos (memoria).
El almacén 170 de datos también puede incluir cualquier tipo o forma de memoria adecuada para almacenar datos en
una forma recuperable por el procesador 160.

El dispositivo 105 de secuenciacion puede incluir ademas un componente 180 de comunicacion al que el procesador
160 puede enviar datos recuperados del almacén 170 de datos. EI componente 180 de comunicacién puede incluir
cualquier tecnologia adecuada para comunicarse con la red 110 de comunicacion, tal como cableada, inalambrica,
satelital, etc.

El dispositivo 105 de secuenciacion puede incluir un médulo 150 de entrada de usuario, que el usuario (U) puede
proporcionar entrada al dispositivo 105. Esto puede incluir cualquier tecnologia de entrada adecuada como botones,
panel tactil, etc. Finalmente, el dispositivo 105 de secuenciacion puede incluir un médulo 152 de salida de usuario que
puede incluir una pantalla para salida visual y/o un dispositivo de salida de audio.

El dispositivo 105 de secuenciacion también puede incluir un receptor 102 de sistema de posicionamiento global
(GPS), que puede recibir datos de posicionamiento y enviar los datos al procesador 160, y una fuente 104 de
alimentacion (es decir, bateria, adaptador enchufable) para suministrar energia eléctrica o de otro tipo a una carga de
salida o grupo de cargas del dispositivo 105 de secuenciacion.

El casete 140 intercambiable se ilustra esquematicamente con mas detalle en la Figura 3. El casete 140 se puede
acoplar de forma extraible al dispositivo 105 de secuenciacion y al bloque 130 e incluye un método de secuenciacion
de ultima generacion (es decir, secuenciacion de alto rendimiento). El sistema basado en quimica himeda o estado
sélido se puede construir en la plataforma a través de un casete intercambiable “conecte & encienda”. El casete 140
puede recibir el flujo de moléculas del bloque 130 y puede secuenciar el ADN a través del método de secuenciacion y
puede producir datos de secuencia de ADN. Las realizaciones incluyen métodos basados en, pero no limitados a,
secuenciacion por sintesis, secuenciacion por ligacion, secuenciacion de molécula Unica y pirosecuenciacion. Otra
realizacion mas incluye una fuente para el campo 142 eléctrico y aplica el campo 142 eléctrico a la corriente de
moléculas para efectuar la electroforesis del ADN dentro de la corriente. El casete incluye una fuente 144 de luz para
emitir una luz 144 fluorescente a través de la corriente de ADN. El casete incluye, ademas, un sensor biomédico
(detector) 146 para detectar la emision de luz fluorescente y para detectar/determinar la secuencia de ADN de la
corriente de muestra. Ademas de la luz fluorescente, el sensor biomédico es capaz de detectar luz en todas las
longitudes de onda apropiadas para los restos etiquetados para secuenciar.

La deteccion fluorescente comprende la mediciéon de la sefal de un resto marcado de al menos uno de los uno o mas
nucledtidos o analogos de nucledtidos. La secuenciacion usando nucledtidos fluorescentes tipicamente implica
fotoblanqueo del marcador fluorescente después de detectar un nucleétido anadido. Las realizaciones pueden incluir
métodos fluorescentes basados en perlas, FRET, marcadores infrarrojos, pirofosfatasa, ligasa que incluyen
nucleétidos marcados o polimerasa o el uso de terminadores ciclicos reversibles. Las realizaciones pueden incluir
métodos directos de nanoporos o guias de ondas Opticas que incluyen moléculas individuales inmovilizadas o en
solucién. Los métodos de fotoblanqueo incluyen una intensidad de sefial reducida, que se construye con cada adicion
de un nucleétido marcado con fluorescencia a la cadena del cebador. Al reducir la intensidad de la sefial, se secuencian
opcionalmente plantillas de ADN mas largas.

El fotoblanqueo incluye aplicar un pulso de luz al cebador de acido nucleico en el que se ha incorporado un nucleétido

fluorescente. El pulso de luz tipicamente comprende una longitud de onda igual a la longitud de onda de la luz
absorbida por el nucleétido fluorescente de interés. El pulso se aplica durante aproximadamente 50 segundos o
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menos, aproximadamente 20 segundos o menos, aproximadamente 10 segundos o menos, aproximadamente 5
segundos o menos, aproximadamente 2 segundos o menos, aproximadamente 1 segundo o menos, o0
aproximadamente 0. El pulso destruye la fluorescencia de los nucleétidos marcados con fluorescencia y/o el cebador
o acido nucleico marcado con fluorescencia, o lo reduce a un nivel aceptable, por ejemplo, un nivel de fondo, o un
nivel suficientemente bajo para evitar la acumulacion de sefal durante varios ciclos.

El sensor (detector) 146 monitoriza opcionalmente al menos una sefial de la plantilla de acido nucleico. El sensor
(detector) 146 incluye opcionalmente o esta conectado operativamente a un ordenador que incluye software para
convertir la informacién de la sefial del detector en informacion de resultado de secuenciacion, por ejemplo,
concentracion de un nucleétido, identidad de un nucleétido, secuencia del nucleétido plantilla, etc. Ademas, las senales
de muestra se calibran opcionalmente, por ejemplo, calibrando el sistema de microfluidos mediante el seguimiento de
una sefal de una fuente conocida.

Como se muestra en la Figura 2, el dispositivo 105 de secuenciacion puede comunicarse a través de una red 110 de
comunicacién con una variedad de entidades que pueden ser relevantes para notificar en el caso de un acto
bioterrorista o un brote epidémico. Estas entidades pueden incluir un primer respondedor (es decir, Red de respuesta
de laboratorio (es decir, laboratorios de referencia, laboratorios seminales, laboratorios nacionales), GenBank®,
Centro para el Control de Enfermedades (CDC), médicos, personal de salud publica, registros médicos, datos del
censo, aplicacién de la ley, fabricantes de alimentos, distribuidores de alimentos, y minoristas de alimentos.

Ahora se describe una realizacion de ejemplo del dispositivo 105 de secuenciacion discutido anteriormente con
referencia a la figura 4 que ilustra una vista anterior del dispositivo. El dispositivo es un dispositivo de secuenciacion
portatii de mano y se ilustra en comparacion con el tamafio de las monedas C. El dispositivo 105 tiene
aproximadamente 11 pulgadas de largo y es facilmente transportable. (En la Figura 4, las monedas se muestran para
escala). Dos puertos 153, 154 estan ubicados en un lado del dispositivo y representan los receptores 120, 122 de
muestra. El puerto 153 es para recibir una muestra del sujeto (SS) o una muestra ambiental (ES) para ser analizada
y secuenciada. El puerto 154 es para el control de secuenciacion (SC). Los dos puertos diferentes estan disefiados
para determinar si una muestra del sujeto (SS) o una muestra ambiental (ES) contiene materiales que dan como
resultado una falla de secuenciacién, en caso de que ocurra una falla de secuenciacion, o funcionan en una capacidad
CLIA. El dispositivo 105 incluye un médulo 150 de entrada de usuario, que el usuario (U) puede proporcionar entrada
al dispositivo 105. En esta realizacion particular, el médulo 150 de entrada de usuario tiene la forma de un panel tactil,
sin embargo, se puede utilizar cualquier tecnologia adecuada. El panel tactil incluye botones 150 a para visualizacion,
150 b, 150 c para registrar datos, 150 d para transmision de datos en tiempo real y recepcion, y 150 e para control de
energia para activar o desactivar el dispositivo. Alternativamente, el teclado puede incorporarse en la pantalla de
visualizacion y todas las funciones pueden controlarse mediante una interfaz de cristal liquido. Las técnicas adecuadas
se describen en la Publicacion de Patente de los Estados Unidos No. solicitud 2007/0263163, cuya descripcion
completa se incorpora aqui como referencia. Esto puede ser mediante emparejamiento de dispositivos con Bluetooth
o enfoques similares. Las funciones incluyen teclas de digitos, etiquetadas con letras del alfabeto, como el lugar comun
en los teclados telefénicos, como una tecla de borrar, tecla de espacio, tecla de escape, tecla de impresion, tecla de
entrada, arriba/abajo, izquierda/derecha, caracteres adicionales y cualquier otro que desee el usuario. El dispositivo
incluye ademas un médulo 152 de salida de usuario, en forma de una pantalla visual, para mostrar informacioén para
el usuario (U). También se puede proporcionar un dispositivo de salida de audio si se desea como se ilustra en 157 a
y 157 b. Finalmente, el dispositivo 105 de secuenciacion incluye diodos 155 y 156 emisores de luz para indicar la
transmisién o recepcion de datos. La funcion de las teclas/botones es controlar todos los aspectos de la secuenciacion
de muestras, la transmision de datos y el emparejamiento probabilistico y los controles de interfaz, que incluyen, pero
no se limitan a, encendido/apagado, envio, tecla de navegacion, teclas de funcion, borrar y funciones de pantalla LCD
y herramientas de visualizacidon con rango genémico calculado por algoritmos para listar la confianza de coincidencias.
Una realizacion incluye un sistema basado en Internet donde multiples usuarios pueden transmitir/recibir datos
simultaneamente hacia/desde un motor de busqueda de red jerarquica.

La Figura 5 es un diagrama de flujo que ilustra un proceso de operacion del sistema 100 de una realizacion del sistema
100 como se describe arriba. Como se muestra en la figura 5, un proceso de operacion del dispositivo incluye en 200
recibir muestras de sujetos recolectadas (SS) y muestra ambiental (ES) en los receptores 120, 122 de muestras. En
202, las muestras pasan al Bloque 130 de Extraccion y Aislamiento de ADN donde se analiza la muestra y se extrae
el ADN de las muestras y se aisla. En 203, el casete 140 intercambiable recibe el ADN aislado del bloque 130 y
secuencia el ADN. Dependiendo del casete y si es necesario, con la aplicacion de un campo 142 eléctrico y de una
luz 144 fluorescente, un sensor 146 biomédico dentro del casete 140 detecta/determina la secuencia de ADN de la
corriente de la muestra. En 204, los datos secuenciados se procesan y almacenan en un almacén 170 de datos. En
205, los datos secuenciados se comparan mediante emparejamiento probabilistico y se logra la identificacion del
genoma. El proceso es de naturaleza reiterativa. La informacion resultante se puede transmitir a través de una red
110 de comunicaciéon. Los datos de GPS (sistema de posicionamiento global) también se pueden transmitir
opcionalmente en la etapa 205. En 206, el dispositivo recibe electronicamente datos del emparejamiento. En 207, el
dispositivo muestra visualmente los datos recibidos electrénicamente del emparejamiento a través de un modulo 152
de salida de usuario. Si se requiere un analisis adicional, en 208, los datos secuenciados se transmiten
electrénicamente a entidades de interpretacion de datos (es decir, personal de salud publica, registros médicos, etc.)
a través de la red de comunicacion.
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Un enfoque de investigacion multimétodo puede mejorar la respuesta rapida a un incidente e integrar la atencion
primaria con la deteccion de organismos. Se puede utilizar una respuesta triangular, que involucra datos de
instrumentos cuantitativos de la secuenciacion del ADN para converger con cuidados criticos cualitativos. Una
infraestructura de listas de verificacion de observacion y auditorias de los datos de secuenciacion de ADN recopilados
en el campo en multiples ubicaciones pueden usarse para comparar la apariencia de un organismo, por ejemplo,
bioamenaza entre ubicaciones. El analisis estadistico inferencial de los datos gendmicos puede combinarse con
observaciones médicas para desarrollar categorias de prioridades. La informacion recopilada y compartida entre las
bases de datos de los centros médicos y los centros genémicos puede permitir la triangulacion de un incidente, la
magnitud del incidente y la entrega de la intervencion correcta a las personas afectadas en el momento adecuado.

La Figura 6 ilustra la interaccion entre el sistema 100 y diversas entidades de recursos potenciales. El dispositivo 105
esta configurado para interactuar con estas entidades de recursos a través de una red de comunicacioén inalambrica o
cableada. El dispositivo 105 puede transmitir informacién (310) de datos secuenciados triangulados ilustrando los
“Datos de muestra”, los “Datos del paciente” y la “Intervencion del tratamiento”. El dispositivo 105 puede transmitir y
recibir datos de secuencias de ADN hacia y desde los recursos 320 de emparejamiento de secuencias, que incluyen
GenBank® y una red de respuesta de laboratorio que incluye Sentinel Labs, Reference Labs y Laboratorios
Nacionales.

Cada uno de los laboratorios tiene roles especificos. Los laboratorios centinela (hospitales y otros laboratorios clinicos
comunitarios) son los encargados de descartar o derivar los agentes criticos que encuentren a los laboratorios de
referencia de la LRN cercanos. Los laboratorios de referencia (laboratorios estatales y de salud publica local donde se
observan practicas de nivel 3 de seguridad bioldgica (BSL-3)) realizan pruebas confirmatorias (decisorias). Los
laboratorios nacionales (BSL-4) mantienen una capacidad capaz de manejar agentes virales como Ebola y variola
maijor y realizar caracterizacion definitiva.

El sistema 100 puede transmitir y recibir datos hacia y desde los recursos 330 de interpretacion de datos, incluidas las
entidades que hacen cumplir la ley, el personal de salud publica, los registros médicos y los datos del censo.
Finalmente, el dispositivo 105 puede transmitir y recibir datos hacia y desde un primer respondedor 320 que incluyen
doctores 0 médicos en una sala de emergencias El sistema 100 en general esta configurado para comunicarse con el
Centro para el Control de Enfermedades (CDC) 340 para proporcionar informacion pertinente al personal adecuado.

La Figura 7 es una ilustracion esquematica de la interaccion funcional entre un dispositivo de secuenciacion electrénico
portatil con el centro de andlisis remoto. El dispositivo 105 puede incluir una unidad 103 de llamada base para procesar
la secuencia recibida por el casete 140 intercambiable. Tales secuencias y sitios SNP se ponderan individualmente
de acuerdo con su probabilidad encontrada en cada especie. Estas ponderaciones pueden calcularse teéricamente
(mediante simulacion) o experimentalmente. El dispositivo también incluye un procesador 109 de emparejamiento
probabilistico acoplado a la unidad 103 de llamada base. El emparejamiento probabilistico se puede realizar en tiempo
real o tan rapido como la llamada de la base de la secuencia o la recopilacion de datos de la secuencia. El procesador
109 de emparejamiento probabilistico, utilizando un enfoque bayesiano, puede recibir la secuencia resultante y los
datos de calidad, y puede calcular las probabilidades para cada lectura de secuenciacion mientras considera las
puntuaciones de calidad de la secuencia generado por la unidad 103 de llamada base. El procesador 109 de
emparejamiento probabilistico puede utilizar una base de datos generada y optimizada antes de su uso para la
identificacion de patégenos. Un sistema 107 de alerta esta acoplado al procesador 109 de emparejamiento
probabilistico y puede recopilar informacién del procesador 109 de emparejamiento probabilistico (en el sitio) y mostrar
el(los) organismo(s) mejor emparejado(s) en tiempo real.

El sistema 107 de alerta esta configurado para acceder a los datos del paciente, es decir, el diagndstico médico o la
evaluacion de riesgos para un paciente, en particular los datos de pruebas o ensayos de diagndstico en el punto de
atencion, incluidos inmunoensayos, electrocardiogramas, rayos X y otras pruebas similares, y proporcionar una
indicacion de una condicion médica o riesgo o ausencia del mismo. El sistema de alerta puede incluir software y
tecnologias para leer o evaluar los datos de la prueba y para convertir los datos en informaciéon de diagndstico o
evaluacion de riesgos. Dependiendo de la identidad del genoma del bioagente y los datos médicos del paciente, se
puede administrar una “Intervenciéon de tratamiento” eficaz. El tratamiento puede basarse en la mitigacion o
neutralizacion eficaz del bioagente y/o sus efectos secundarios y basarse en el historial del paciente si existen
contraindicaciones. El sistema de alerta puede basarse en el grado y numero de ocurrencias. El nimero de ocurrencias
puede basarse en la identificacion gendmica del bioagente. Un valor se puede declarar cuando el resultado esta dentro
o supera un umbral determinado por agencias gubernamentales, como el CDC o el Departamento de Defensa o
Seguridad Nacional. El sistema de alerta esta configurado para permitir que los médicos utilicen la funcionalidad de
los datos de identificacion gendmica con el paciente. La comunicacion permite un flujo rapido de informacion y una
toma de decisiones precisa para las acciones de los primeros respondedores u otros sistemas clinicos.

El dispositivo 105 incluye ademas un compresor 106 de datos acoplado a la unidad 103 de llamada base, configurado

para recibir la secuencia resultante y los datos de calidad para la compresién. El almacén 170 de datos esta acoplado
al compresor 106 y puede recibir y almacenar la secuencia y datos de calidad.
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El dispositivo 105 de secuenciacién interactia con un centro 400 de analisis remoto, que puede recibir datos
transferidos electronicamente desde el componente 180 de comunicacién del dispositivo 105 de secuenciacion a
través de un método de comunicacién alambrico y/o inalambrico. El centro 400 de analisis remoto contiene una base
de datos secuencia larga que incluye todas las secuencias de nucledtidos y aminoacidos y los datos de SNP
disponibles hasta la fecha. Esta base de datos también contiene informacion epidemioldgica y terapéutica asociada
(por ejemplo, resistencia a los antibidticos). El centro 400 de analisis remoto incluye ademas un almacén 401 de datos.
El almacén 401 de datos puede recibir informacién de datos de secuencia descomprimida a través de transmision
electrénica desde el componente 180 de comunicacion del dispositivo 105 de secuenciacion. Un montaje 402 de
genoma esta acoplado al almacén 401 de datos y puede y ensambla los datos de secuencia descomprimidos. El ADN
contaminante obvio, como el ADN humano, se puede filtrar antes para un analisis mas detallado.

El centro 400 de analisis remoto incluye ademas un procesador 403 equipado con tecnologia de emparejamiento
probabilistico y algoritmos de busqueda de homologia, que se pueden emplear para analizar datos de secuencia
ensamblados para obtener las probabilidades de presencia de patdgenos 403a diana, estructura 403 b comunitaria,
Informacion 403c epidemioldgica y terapéutica. Los datos de la secuencia del genoma de los patdgenos diana se
comparan con los de los genomas de no patégenos, incluidos los humanos y el metagenoma, para identificar las
secuencias de nucledtidos y los sitios polimérficos de un solo nucleétido (SNP), que solo ocurren en los organismos
diana. El analisis en el centro 400 de analisis a distancia se lleva a cabo sobre la marcha durante la transferencia de
datos desde el dispositivo 105 de secuenciacion. El centro 400 de analisis remoto puede incluir ademas una unidad
404 de comunicacion desde la cual los resultados del analisis se transfieren electronicamente de regreso al sistema
107 de alerta dentro del dispositivo 105 de secuenciacion, asi como otras autoridades (por ejemplo, DHS, CDC, etc.).

Clasificacion probabilistica: la presente invencion puede proporcionar motores de base de datos, disefio de bases de
datos, técnicas de filtrado y el uso de la teoria de la probabilidad como légica extendida de acuerdo con las
reivindicaciones.

Los métodos y el sistema actuales pueden utilizar los principios de la teoria de la probabilidad para hacer
razonamientos plausibles (tomar decisiones) sobre los datos producidos por la secuenciacion de acidos nucleicos.
Usando el enfoque de la teoria de la probabilidad, el sistema aqui descrito puede analizar datos tan pronto como
alcance un numero minimo de nucleétidos de longitud (n), y calcular la probabilidad del entonces mero, ademas, cada
aumento subsiguiente de longitud (n + par(es) de bases) se utiliza para calcular la probabilidad de una coincidencia
de secuencia. El calculo de cada n-mero y posteriores n-meros mas largos pueden procesarse adicionalmente para
recalcular las probabilidades de todas las longitudes crecientes para identificar la presencia de genoma(s). A medida
que aumenta la longitud de la unidad, se comparan multiples subunidades dentro del n-mero para el reconocimiento
de patrones, lo que aumenta ain mas la probabilidad de una coincidencia. Dicho método, incluidos otros métodos
bayesianos, permite eliminar coincidencias e identificar un numero significativo de muestras bioldgicas que
comprenden con un fragmento o lectura de nucleétido muy corta sin tener que completar la secuenciacion del genoma
total completo o ensamblar el genoma. Como tal, asignar la probabilidad de coincidencia a los organismos existentes
y pasar a la siguiente secuencia de acido nucleico leida para mejorar ain mas la probabilidad de la coincidencia. El
sistema descrito en este documento aumenta velocidad, reduce el consumo de reactivos, permite la miniaturizacion y
reduce significativamente el tiempo necesario para identificar el organismo.

Para construir clasificadores probabilisticos para tomar una decisidon sobre secuencias cortas de acido nucleico, se
pueden utilizar una variedad de enfoques para filtrar primero y luego clasificar los datos de secuenciacion entrantes.
En el presente caso, se utiliza el formalismo de redes bayesianas. Una red bayesiana es un grafico aciclico dirigido
que representa de manera compacta una distribucion de probabilidad. En dicho grafico, cada variable aleatoria se
indica mediante un nodo (por ejemplo, en un arbol filogenético de un organismo). Un borde dirigido entre dos nodos
indica una dependencia probabilistica de la variable denotada por el nodo padre a la del hijo. En consecuencia, la
estructura de la red denota el supuesto de que cada nodo de la red es condicionalmente independiente de sus no
descendientes dados sus padres. Para describir una distribucion de probabilidad que satisfaga estos supuestos, cada
nodo de la red esta asociado con una tabla de probabilidad condicional, que especifica la distribucion sobre cualquier
posible asignacion de valores dad a sus padres. En este caso, un clasificador bayesiano es una red bayesiana aplicada
a una tarea de clasificacion de calcular la probabilidad de cada nucleétido proporcionada por cualquier sistema de
secuenciacion. En cada punto de decision, el clasificador bayesiano se puede combinar con una versién del algoritmo
de grafico de ruta mas corta, como el de Dijkstra o Floyd.

El sistema actual puede implementar un sistema de clasificadores bayesianos (por ejemplo, clasificador bayesiano
nedfito, clasificador bayesiano y clasificador de estimacion bayesiano recursivo) y fusionar los datos resultantes en la
base de datos de decisiones. Después de fusionar los datos, cada clasificador puede recibir un nuevo conjunto de
resultados con probabilidades actualizadas.

La Figura 8 muestra una ilustracion esquematica de la arquitectura general del modulo de software probabilistico.
Fragmento de secuenciacion de ADN: se puede utilizar cualquier método de secuenciacion para generar la informacion

del fragmento de secuencia. El médulo 160 en la figura 2 o 109 en la figura 7 es responsable de procesar los datos
que ingresan desde el médulo de secuenciacion en el casete intercambiable. Los datos estan encapsulados con los
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datos de secuenciacion, asi como informacion sobre el inicio y la parada de la secuencia, ID de secuencia, ID de
cadena de ADN. El médulo formatea los datos y los pasa al médulo de filtro de taxonomia. El formateo incluye la
adicioén de los datos del sistema y la alineacién en fragmentos.

El médulo de secuenciacion de ADN tiene 2 interfaces, esta conectado al médulo de preparacion de ADN vy al filtro de
taxonomia.

I. Interfaz de preparacion de ADN: se pueden integrar varios métodos disponibles comercialmente para lograr la
preparacion de muestras mediante técnicas de microfluidos. La preparacion tipica de muestras se basa en una
solucion e incluye la lisis celular y la eliminacion del inhibidor. Los acidos nucleicos se recuperan o extraen y
concentran. Realizaciones de la lisis incluye detergente/enzimas, métodos mecanicos, de microondas, de presion y/o
ultrasonicos. Las realizaciones de extraccion incluyen afinidad de fase sélida y/o exclusion de tamafo.

II. Filtro de taxonomia: Elfiltro de taxonomia tiene dos tareas principales: (i) Filtrar tantos organismos como sea posible
para limitar el modulo clasificador a un espacio de decision mas pequenio, y (ii) ayudar a determinar la estructura de
la red bayesiana, que implica el uso de técnicas de aprendizaje automatico.

Filtro de arbol filogenético: este submodulo de filiro de taxonomia interactia con la “Base de datos de decisiones” para
conocer los resultados de la ronda anterior de analisis. Si no se encuentran resultados, el médulo pasa los nuevos
datos al mddulo de clasificacion. Si los resultados son encontrados el filiro de taxonomia ajusta los datos del
clasificador para limitar el posible espacio de decision. Por ejemplo, si los datos anteriores indican que se trata de una
secuencia de ADN viral que se esta examinando, el espacio de decisién para el clasificador se reducira a datos virales
Unicamente. Esto puede hacerse modificando los clasificadores bayesianos de datos recopilados durante el
funcionamiento.

Aprendizaje automatico: los algoritmos de aprendizaje automatico se organizan en una taxonomia, en funcion del
resultado deseado del algoritmo. (i) Aprendizaje supervisado, en el que el algoritmo genera una funciéon que asigna
las entradas a las salidas deseadas. Una formulacion estandar de la tarea de aprendizaje supervisada es el problema
de la clasificacion: se requiere que el alumno aprenda (para aproximar) el comportamiento de una funcién que mapea
un vector [X1, X2, ... XN] en una de varias clases al observar varios ejemplos de entrada-salida de la funcion. (ii)
Aprendizaje semisupervisado, que combina ejemplos etiquetados y no etiquetados para generar una funcion o
clasificador apropiada. (iii) Aprendizaje por refuerzo, en el que el algoritmo aprende una politica de como actuar dada
una observacion del mundo. Cada accién tiene algin impacto en el entorno, y el entorno proporciona retroalimentacion
que guia el algoritmo de aprendizaje. (iv) Transduccion: predice nuevos resultados en funciéon de los insumos de
capacitacion, los resultados de capacitacion y los insumos de prueba que estan disponibles durante el entrenamiento.
(v) Aprender a aprender, en el que el algoritmo aprende su propio sesgo inductivo basado en experiencias previas.

Médulo de caché de taxonomia: el médulo almacena en caché la informacion de taxonomia producida por el filtro de
taxonomia. Puede actuar como una interfaz entre el filtro de taxonomia y la base de datos de taxonomia que contiene
toda la informacioén en la base de datos SQL. La caché de taxonomia se implementa como una base de datos en
memoria con un tiempo de respuesta de microsegundo. Las consultas a la base de datos SQL se manejan en un hilo
separado del resto del submddulo. La informacion de la caché incluye el grafico de red creado por el médulo de filtro
de taxonomia. El grafico contiene la taxonomia completa cuando el sistema comienza el analisis. El analisis de la
secuencia de ADN reduce el grafico de taxonomia con la caché de taxonomia implementando las reducciones en el
tamafio de los datos y la eliminacion de los conjuntos de datos apropiados.

Selector de clasificador: el presente sistema puede utilizar multiples técnicas de clasificacion que se ejecutan en
paralelo. El selector de clasificador puede actuar como arbitro de datos entre diferentes algoritmos de clasificacion. El
selector de clasificador puede leer informacion de la base de datos de decisiones y enviar dicha informacién a los
modulos de clasificacion con cada ADN. Unidad de secuenciacion recibida para su analisis desde el Médulo de
secuenciacion de ADN. El filiro de taxonomia actia como el paso de datos para los datos de secuenciacion de ADN.

Clasificador bayesiano recursivo: el clasificador bayesiano recursivo es un enfoque probabilistico para estimar una
funcion de densidad de probabilidad desconocida de forma recursiva a lo largo del tiempo utilizando medidas entrantes
y un modelo de proceso matematico. El mddulo recibe datos del selector de clasificador y de la base de datos de
decisiones donde se almacenan las decisiones anteriores. El conjunto de datos se recupera de las bases de datos y
la identificacion de la decision previa se coloca en la memoria local del médulo donde se produce el filtrado. El
clasificador toma la secuencia de ADN e intenta emparejarla con o sin firmas, cédigos de barras, etc., existentes, de
la base de datos de taxonomia filtrando rapidamente las familias de organismos que no coinciden. El algoritmo funciona
calculando las probabilidades de creencias multiples y ajustando las creencias en funcion de los datos entrantes. Los
algoritmos utilizados en este médulo pueden incluir métodos de Monte Carlo secuenciales y remuestreo de importancia
de muestreo. Modelo de Markov oculto, Filtro Ensemble Kalman y otros filtros de particulas también se pueden utilizar
junto con la técnica de actualizacién bayesiana.

Clasificador bayesiano nedfito: clasificador probabilistico simple basado en la aplicacién del teorema de Bayes. El
clasificador toma todas las decisiones basandose en el conjunto de reglas predeterminado que se proporciona como
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entrada del usuario al inicio. El médulo puede ser reinicializado con un nuevo conjunto de reglas mientras se ejecuta
el analisis. El nuevo conjunto de reglas puede provenir del usuario o puede ser un producto de la fusion de reglas del
modulo de fusiones resultantes.

Clasificador de red bayesiana: El clasificador de red bayesiana implementa una red bayesiana (o una red de creencias)
como un modelo grafico probabilistico que representa un conjunto de variables y sus independientes probabilisticas.

Base de datos de decisiones: La base de datos de decisiones es un caché de trabajo para la mayoria de los médulos
del sistema. La mayoria de los médulos tienen acceso directo a este recurso y pueden modificar sus regiones
individuales. Sin embargo, solo el mddulo de fusion de resultados puede acceder a todos los datos y modificar los
conjuntos de reglas bayesianas en consecuencia.

Datos de reglas bayesianas: el modulo recopila todas las reglas bayesianas en forma binaria y precompilada. Las
reglas son de lectura y escritura en todos los clasificadores bayesianos, asi como en los médulos de filtro de taxonomia
y fusiones de resultados. Las reglas se recompilan dinamicamente a medida que se realizan los cambios.

Fusion de resultados: El médulo fusiona la fecha de multiples clasificadores bayesianos, asi como otros clasificadores
estadisticos que se utilizan. EI médulo de fusion de resultados analiza la varianza media entre las respuestas
generadas para cada clasificador y fusiona los datos si es necesario.

Interfaz de base de datos: Interfaz para la base de datos SQL. La interfaz se implementa programaticamente con
funciones de lectura y escritura separadas en diferentes hilos. MySQL es la base de datos de eleccion, sin embargo,
sqlLite puede usarse para una velocidad de base de datos mas rapida.

Base de datos de taxonomia: la base de datos contendra multiples bases de datos internas: arbol de taxonomia, arbol
preprocesado indexado, entrada del usuario y reglas.

Reglas almacenadas en caché: Caché en memoria de reglas posprocesadas proporcionadas por el usuario.
Gestion de reglas: Interfaz de gestion grafica para el médulo

Entrada de usuario: reglas de inferencia creadas por el usuario. Las reglas son utilizadas por los clasificadores
bayesianos para tomar decisiones.

Los sistemas y métodos de la invencion se describen en este documento como incorporados en programas
informaticos que tienen un codigo para realizar una variedad de funciones diferentes. El cédigo puede incorporarse en
un medio legible por ordenador no transitorio. Las mejores tecnologias particulares de su clase (presentes o
emergentes) pueden ser componentes con licencia. Los métodos existentes para la extraccion de ADN incluyen el uso
de fenol/cloroformo, la salificacién, el uso de sales caotrdpicas y resinas de silice, el uso de resinas de afinidad, la
cromatografia de intercambio idnico y el uso de perlas magnéticas. Los métodos se describen en las Patentes de
Estados Unidos Nos. 5.057.426, 4.923.978, Patentes EP 0512767 A1y EP 0515484B y WO 95/13368, WO 97/10331
y WO 96/18731,

Debe entenderse, sin embargo, que los sistemas y métodos no se limitan a un medio electronico, y que diversas
funciones se pueden practicar alternativamente en una configuracion manual. Los datos asociados con el proceso se
pueden transmitir electrénicamente a través de una conexion de red utilizando Internet. Los sistemas y técnicas
descritos anteriormente pueden ser Utiles en muchos otros contextos, incluidos los que se describen a continuacion.

Estudios de asociacion de enfermedades: muchas enfermedades y afecciones comunes involucran factores genéticos
complejos que interactian para producir las caracteristicas visibles de esa enfermedad, también llamado fenotipo.
Multiples genes y regiones reguladoras a menudo se asocian con una enfermedad o sintoma particular. Mediante la
secuenciacion de los genomas o genes seleccionados de muchos individuos con una condicion determinada, puede
ser posible identificar las mutaciones causales subyacentes a la enfermedad y la relacion de agentes causantes de
enfermedad especificos con la condicién(es). Esta investigacion puede conducir a avances en la deteccion, prevencion
y tratamiento de enfermedades.

Investigacion sobre el cancer: la genética del cancer implica comprender los efectos de las mutaciones heredadas y
adquiridas y otras alteraciones genéticas. El desafio de diagnosticar y tratar el cancer se ve agravado por la variabilidad
del paciente individual y las respuestas dificiles de predecir a la terapia con medicamentos. La disponibilidad de la
secuenciacion de genoma a bajo costo para caracterizar los cambios adquiridos del genoma que contribuyen al cancer
en base a muestras pequefas o biopsias de células tumorales, y la identificacion de agentes infecciosos asociados
con y/o que influyen en el diagnéstico, pronodstico y resultado de la enfermedad puede permitir un mejor diagndstico y
tratamiento de cancer.

Investigacion y desarrollo farmacéutico: una promesa de la genémica ha sido acelerar el descubrimiento y desarrollo
de nuevos farmacos mas eficaces. El impacto de la gendmica en esta area ha surgido lentamente debido a la
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complejidad de las vias bioldgicas, los mecanismos de la enfermedad y las multiples dianas de los farmacos. La
secuenciacion de una sola molécula podria permitir un cribado de alto rendimiento de manera rentable mediante el
analisis de la expresion génica a gran escala para identificar mejor los farmacos potenciales prometedores. En el
desarrollo clinico, la tecnologia divulgada podria utilizarse para generar perfiles de genes individuales que puedan
proporcionar informacion valiosa sobre la respuesta probable a la terapia, la toxicologia o el riesgo de eventos
adversos, y posiblemente para facilitar la seleccion del paciente y la individualizacion de la terapia.

Enfermedad infecciosa: Todos los virus, bacterias y hongos contienen ADN o ARN. La deteccién y secuenciacion de
ADN o ARN de patégenos a nivel de molécula Unica podria proporcionar informacién médica y ambientalmente util
para el diagndstico, tratamiento y seguimiento de infecciones y para predecir la resistencia potencial a los
medicamentos.

Afecciones autoinmunes: Se cree que varias afecciones autoinmunes, que van desde la esclerosis mdltiple y el lupus
hasta el riesgo de rechazo de trasplantes, tienen un componente genético. La monitorizacion de los cambios genéticos
y los microorganismos probables asociados con estas enfermedades puede permitir un mejor manejo del paciente.

Diagnéstico clinico: los pacientes que presentan los mismos sintomas de la enfermedad a menudo tienen diferentes
prondsticos y respuestas a los medicamentos en funcion de sus diferencias genéticas subyacentes. La entrega de
informacion genética especifica del paciente abarca diagnésticos moleculares que incluyen kits y servicios de
diagndstico basados en genes o expresion, productos de diagndstico compafieros para seleccionar y monitorizar
terapias particulares, asi como también para la seleccion de pacientes para la deteccion temprana de enfermedades
y la monitorizacion de enfermedades. La creacion de diagndsticos moleculares y pruebas de cribado mas efectivos y
especificos requiere una mejor comprension de los genes, los factores reguladores y otros factores relacionados con
la enfermedad o los medicamentos, asi como agentes microbianos asociados o causantes, que la tecnologia de
secuenciacion de una sola molécula divulgada tiene el potencial de habilitar.

Agricultura: la investigacion agricola se ha vuelto cada vez mas hacia la gendmica para el descubrimiento, desarrollo
y disefio de animales y cultivos genéticamente superiores. La industria de la agroindustria ha sido un gran consumidor
de tecnologias genéticas, particularmente microarreglos, para identificar variaciones genéticas relevantes entre
variedades o poblaciones. La tecnologia de secuenciacion divulgada puede proporcionar un enfoque mas potente,
directo y rentable para el analisis de la expresion génica y los estudios de poblacion y la identificacion de agentes
microbianos comensales, patdgenos y/o simbidticos para esta industria.

Mas oportunidades estaran en el campo de las aplicaciones de secuencias repetidas donde los métodos se aplican a
la deteccién de variaciones genéticas sutiles. El analisis gendmico comparativo ampliado entre especies puede
proporcionar grandes conocimientos sobre la estructura y funcién del genoma humano y, en consecuencia, la genética
de la salud y las enfermedades humanas y las relaciones de los microorganismos con la salud o las enfermedades
humanas. Se estan ampliando los estudios de la variacién genética humana y su relacién con la salud y la enfermedad.
La mayoria de estos estudios utilizan tecnologias que se basan en patrones de variacion conocidos y relativamente
comunes. Estos poderosos métodos proporcionaran nueva informacioén importante, pero son menos informativos que
la determinacién de la secuencia completa y contigua de genomas humanos individuales. Por ejemplo, es probable
que los métodos de genotipado actuales pasen por alto diferencias raras entre personas en cualquier ubicacion
gendmica particular y tengan una capacidad limitada para determinar reordenamientos de largo alcance. La
caracterizacion de cambios somaticos del genoma que contribuye al cancer actualmente emplea combinaciones de
tecnologias para obtener datos de secuencia (en muy pocos genes) ademas de informacion limitada sobre cambios
en el numero de copias, reordenamientos o pérdida de heterocigosidad. Estos estudios tienen una resolucion
deficiente y/o una cobertura incompleta del genoma. La heterogeneidad celular de las muestras tumorales presenta
desafios adicionales, asi como la falta de conocimiento de la aminoflora humana. La secuenciaciéon completa del
genoma de bajo costo a partir de muestras extremadamente pequefas, quizas incluso células individuales, alteraria
la batalla contra el cancer en todos los aspectos, desde el laboratorio de investigacion a la clinica. El proyecto piloto
del Atlas del genoma del cancer (TCGA), lanzado recientemente, avanza en la direccion deseada, pero sigue estando
drasticamente limitado por los costos de secuenciacion. Se necesitan secuencias del genoma adicionales de animales
y plantas de importancia agricola para estudiar la variacion individual, razas y varias variantes silvestres de cada
especie. Analisis de secuencia de comunidades microbianas, cuyos muchos miembros pueden no ser cultivados,
proporcionaran una rica fuente de informacion médica y ambientalmente util. Y la secuenciacion rapida y precisa puede
ser el mejor enfoque para la monitorizacion microbiana de los alimentos y el ambiente, incluida la deteccion y mitigacion
rapida de las amenazas bioterroristas.

La secuenciacion del genoma también podria proporcionar acidos nucleicos aislados que comprenden regiones
intrénicas utiles en la seleccion de secuencias de firma clave. Actualmente, las secuencias de firma clave estan
dirigidas a regiones exodnicas.

Una aplicacion fundamental de la tecnologia del ADN implica diversas estrategias de marcado para marcar un ADN

producido por una ADN polimerasa, lo que es Util en la tecnologia de microarreglos: secuenciacion de ADN, deteccion
de SNP, clonacidn, analisis de PCR y muchas otras aplicaciones.
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Si bien se han descrito anteriormente varias realizaciones de la invencién, debe entenderse que se han presentado
solo a modo de ejemplo, y no de limitacion. Por lo tanto, la amplitud y el alcance de la invencién no deben estar
limitados por ninguna de las realizaciones descritas anteriormente, sino deben definirse solo de acuerdo con las
siguientes reivindicaciones.

EJEMPLO 1

Objetivo: el uso de firmas clave y/o cédigos de barras para permitir la identificacion del genoma con tan solo 8-18
nucledtidos y el analisis de datos de secuencia muy corta (lecturas) en tiempo real.

Se utilizaron algoritmos de construccion de matrices de sufijos de tiempo lineal para calcular el analisis de unicidad.
El analisis determind el porcentaje de todas las secuencias que eran Unicas en varios genomas modelo. Se analizaron
todas las longitudes de secuencia en un genoma. Se cuentan las secuencias que ocurren solo una vez en un genoma.
El algoritmo de matriz de sufijos funciona calculando una grafica de puntuacion repetida que analiza la frecuencia de
subsecuencias especificas dentro de una secuencia que se producen en funcién de una ventana deslizante de dos
pares de bases. La informacion del genoma almacenada en GenBank se utilizd para el analisis insilico. Se analizaron
un genoma viral, el fago lambda, un genoma bacteriano, E. coli K12 MG1655 y el genoma humano. El porcentaje de
lecturas Unicas es funcién de la longitud de la secuencia. Se hizo una suposicion con respecto a las secuencias que
solo producen coincidencias inequivocas y que producen superposiciones inequivocas para reconstruir el genoma.
Las lecturas unicas variaron en tamarfo de 7 a 100 nucledtidos. La mayoria de los tamafios Unicos eran mas cortos de
9, 13 y 18 nucledtidos, respectivamente.

Resultados: Los resultados muestran que las secuencias aleatorias de 12 nt del genoma del fago son 98 % Unicas
para el fago. Esto aumenta lentamente de manera que las secuencias de 400 nt (nucleétidos) son 99 % unicas para
los fagos. Esto disminuye al 80 % para secuencias de fagos de 10 nt. Para las bacterias (E. coli), las secuencias de
18 nt del genoma son 97 % exclusivas de E. coli. Para los genomas humanos, las secuencias de 25 nt son 80 %
Unicas para humanos y un aumento a 45 nt da como resultado que el 90 % del genoma sea Unico.

Como se sefiald anteriormente, aunque la presente invencion se ha descrito con realizaciones y ejemplos, la amplitud
y el alcance de la invencion no deberian estar limitados por ninguna de las realizaciones descritas anteriormente. Por
ejemplo, aunque se pueden haber descrito realizaciones de la invencion en las que la identificacion de genomas
presentes en el material bioldgico de una muestra se produjo instantaneamente o en tiempo real y con comunicacion
directa con un secuenciador, la presente invencién no requiere que la identificacién ocurra instantaneamente o en
tiempo real o comunicacion directa o contacto con un secuenciador. Sin embargo, el emparejamiento probabilistico
para identificar fragmentos metagenémicos con una base de datos gendémica se puede realizar por separado de la
secuenciacion en un momento posterior utilizando un archivo de salida generado por un secuenciador, y no se requiere
comunicacion directa o procesamiento conectado al secuenciador. Por tanto, aunque la identificacion se puede realizar
en paralelo (es decir, en linea) con la secuenciacion del material biolégico como se describe, esto tampoco es
necesario y la identificacion se puede realizar de forma escalonada. De hecho, cada una de las etapas de recogida de
muestras, extraccion de muestras, secuenciacion e identificacion se puede realizar por separado y de forma
escalonada. Ademas, con respecto al secuenciador utilizado en o con la presente invencion, no existe ningun requisito
de que el secuenciador sea portatil o de mano.

La Figura 11 es una ilustracién esquematica de un instrumento 1100 de acuerdo con una realizacion de la presente
invencion de acuerdo con las reivindicaciones.

El instrumento 1100 puede ser un dispositivo capaz de caracterizar poblaciones de microorganismos en una muestra.
En particular, el instrumento 1100 puede ser un dispositivo capaz de caracterizar las identidades y poblaciones
relativas de microorganismos, como patégenos y comensales, en una muestra a nivel de especie y/o subespecie (por
ejemplo, Morfovares, serovares y biovares) y/o nivel de deformacion.

El instrumento 1100 puede comprender un procesador 1101 y una memoria 1102 configurada para realizar la
caracterizacion de poblaciones de microorganismos en una muestra. Alternativamente, el instrumento 1100 puede
comprender unidades en forma de hardware y/o software, cada una configurada para realizar una o mas porciones de
la caracterizacion de poblaciones de microorganismos en una muestra. Ademas, cada una de las unidades puede
comprender su propio procesador y memoria, o cada una de las unidades puede compartir un procesador y memoria
con una o mas de las otras unidades.

El instrumento 1100 utiliza lecturas de fragmentos metagendmicos, que pueden producirse recolectando una muestra,
extrayendo fragmentos metagendmicos (por ejemplo, acido nucleico y/o proteina y/o metabolitos) y secuenciando los
fragmentos. La muestra puede contener una pluralidad de organismos microbianos, que incluyen bacterias, virus,
parasitos, hongos, plasmidos y otros fragmentos de ADN o ARN exdgenos disponibles en el tipo de muestra. El
instrumento 1100 puede utilizar cientos, miles o millones de lecturas cortas de fragmentos metagendmicos. Las
lecturas del fragmento metagendmico pueden tener la forma de un archivo 1103 metagendmico producido a partir de
las lecturas del fragmento metagenomico.
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Aunque la presente invencion puede utilizar lecturas de fragmentos metagendémicos que pueden tener una longitud
superior a 100 pares de bases, las lecturas de fragmentos metagendmicos utilizadas también pueden tener longitudes
de aproximadamente 12 a 100 pares de bases. Por ejemplo, el instrumento 1100 puede caracterizar poblaciones de
microorganismos usando lecturas de fragmentos metagendmicos que tienen longitudes de aproximadamente 12 a 15
pares de bases, 16 a 25 pares de bases, 25 a 50 pares de bases o0 50 a 100 pares de bases. Por ejemplo, para el
ADN, las lecturas de fragmentos metagendmicos pueden tener longitudes de lectura de menos de 100 pares de bases,
y el archivo 1103 metagendmico producido a partir de ellas puede contener millones de lecturas de fragmentos de
ADN.

En la realizacion ilustrada en la Fig. 11, el instrumento 1100 recibe un archivo 1103 metagenémico como entrada. Sin
embargo, en ofras realizaciones, el instrumento 1100 también puede comprender un extractor y secuenciador y ser
capaz de recibir una muestra como entrada y producir un archivo 1103 metagendmico a partir de la misma (ver, por
ejemplo, la Figura 2). En ofras realizaciones mas, el instrumento 1100 puede recibir lecturas de fragmentos
metagenomicos individualmente y producir un archivo 1103 metagendmico que incluye las lecturas de fragmentos
metagenomicos recibidos.

El instrumento 1100 puede acoplarse a un secuenciador y recibir un archivo 1103 metagendémico directamente desde
el secuenciador, pero esto no es necesario. El instrumento 1100 también puede recibir el archivo 1103 metagendémico
indirectamente de uno o mas secuenciadores que no estan acoplados al instrumento 1100. Por ejemplo, el instrumento
1100 puede recibir un archivo metagendmico a través de una red de comunicacion desde un secuenciador, que puede
estar ubicado remotamente. O bien, un archivo 1103 metagendmico, que se ha almacenado previamente en un medio
de almacenamiento, como una unidad de disco duro o un medio de almacenamiento 6ptico, puede introducirse en el
instrumento 1100.

Ademas, el instrumento 1100 puede recibir un archivo 1103 metagendmico o lecturas de fragmentos metagendmicos
en tiempo real, inmediatamente después de la secuenciacion por un secuenciador o en paralelo con la secuenciacion
por un secuenciador, pero esto tampoco es necesario. El instrumento 1100 también puede recibir un archivo 1103
metagenomico o fragmentos metagendmicos en un momento posterior. En otras palabras, la caracterizacion de
poblaciones de microorganismos en una muestra realizada por el instrumento 1100 puede realizarse en linea con la
recoleccion de muestras, extraccion de fragmentos metagendmicos y secuenciacion de fragmentos metagendmicos,
pero todas las etapas pueden manejarse por separado y/o en forma escalonada.

El instrumento 1100 puede operar bajo el control de un secuenciador que secuencia los fragmentos metagendémicos
extraidos de una muestra, pero no se requiere ningun procesamiento conectado o incluso comunicacion directa entre
1100 y un secuenciador. En cambio, la caracterizacién de poblaciones de microorganismos en una muestra realizada
por el instrumento 1100 puede realizarse por separado de la recogida de muestras, extraccion de fragmentos
metagenoémicos y/o secuenciacion de fragmentos metagenémicos.

La Fig. 12 es un diagrama de flujo de nivel superior que ilustra un proceso que se puede realizar para caracterizar
poblaciones de microorganismos en una muestra. En la etapa S1201, se recoge una muestra. En la etapa S1202, se
extraen los fragmentos metagendmicos, que pueden ser acidos nucleicos y/o proteinas y/o metabolitos. En la etapa
S1203, se secuencian los fragmentos metagenémicos y se obtienen las lecturas de los fragmentos metagendmicos.
En la etapa S1204, se realiza un proceso de analisis metagendmico para caracterizar las identidades y poblaciones
relativas y/o concentraciones de organismos contenidos dentro de la muestra en base a las lecturas del fragmento
metagenoémico, que puede tener la forma de un archivo metagenomico.

Como se describid anteriormente, el proceso de analisis metagendmico de la etapa S1204 se puede realizar en linea
con la recoleccion de muestras, la extraccion del fragmento metagendémico y la secuenciacion del fragmento
metagenomico de las etapas S1201-S1203, pero todas las etapas se pueden manejar alternativamente por separado
y/o de forma escalonada.

En la etapa S1204, el proceso de analisis metagendmico para caracterizar el material biolégico en la muestra se puede
ejecutar con el instrumento 1100. El archivo 1103 metagendémico secuenciado de pares de bases aleatorios de las
lecturas del fragmento metagendémico puede comprender la entrada para la ejecucion del proceso de analisis
metagenomico por instrumento 1100. La caracterizacion puede incluir la identificacion de las especies y/o subespecies
y/o cepas de organismos contenidos en la muestra.

El proceso de analisis metagendmico realiza métodos probabilisticos, que pueden incluir comparar probabilisticamente
lecturas de fragmentos metagendmicos con una o mas bases de datos gendmicas de referencia calificadas para
caracterizar la comunidad microbiana de la muestra. Los métodos probabilisticos se pueden realizar en paralelo (es
decir, al mismo tiempo) con la secuenciacion de los fragmentos metagendmicos, tan rapido como se secuencian los
fragmentos metagendmicos (es decir, secuenciacion en tiempo real), secuencialmente siguiendo la secuenciacién de
los fragmentos metagendmicos, o en cualquier momento después que ha completado la secuenciacién de los
fragmentos metagendmicos.
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En algunas realizaciones, el instrumento de secuenciacion puede continuar recopilando cadenas de informacién de
secuencia mas largas y en paralelo con la comparacion. La informacion de la secuencia posterior también puede
compararse y puede aumentar la confianza de la identificacion de un genoma o de una especie en la muestra. Es
posible que el método no necesite esperar a que la informacion de secuencia se ensamble de las lecturas cortas en
contigos mas grandes. Sin embargo, como se indicé anteriormente, en algunas realizaciones, todas las lecturas de
fragmentos metagenomicos utilizadas en el proceso de analisis metagenémico de la etapa S1204 pueden introducirse
como un Unico archivo metagendmico.

El proceso de analisis metagendmico realizado en la etapa S1204 puede caracterizar la comunidad microbiana de la
muestra identificando la comunidad microbiana de la muestra a nivel de especie y/o subespecie y/o cepa con sus
concentraciones relativas o abundancia. En particular, los genomas de los organismos contenidos dentro de la muestra
pueden identificarse basandose en las lecturas de fragmentos metagendémicos realizando comparaciones
probabilisticas para cada una de la pluralidad de lecturas de fragmentos metagendmicos frente a informacion de
secuencia genémica contenida en una o mas bases de datos gendmicas de referencia.

Mientras que la identificacion de microorganismos en una muestra metagenémica, basada en secuenciacion directa 'y
emparejamiento probabilistico, es independiente del método de secuenciacion o del tipo de maquina, los resultados
pueden verse afectados por el error de la maquina del secuenciador y la eficacia/eficiencia de la extraccion de
materiales para ser secuenciados. De acuerdo con lo anterior, para una precision relativa en la determinaciéon de
poblaciones relativas de organismos a nivel de subespecie o cepa o especie, la etapa S1204 puede incluir normalizar
el error de la maquina mediante el uso de un mayor numero de lecturas de fragmentos metagendémicos
estadisticamente significativos. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la extensiéon de fragmentos (es decir, pasar de
lecturas de fragmentos que tienen una longitud de n a lecturas de fragmentos que tienen una longitud de n + 1) y/o la
creacion de mas fragmentos se pueden realizar para aumentar la precision. Si la identificacion de la cepa es critica
para una decision de tratamiento, entonces el sistema y el método de la invencién pueden retroalimentar una solicitud
de mas secuenciacion.

Fig. 13 es un diagrama de flujo que ilustra un proceso ejemplar que se puede realizar en la etapa S1204 para identificar
genomas de organismos contenidos dentro de una muestra. Las lecturas del fragmento metagendémico pueden
introducirse en el proceso que se muestra en la Fig. 13 en forma de un archivo 1103 metagendémico. En la etapa
S1301, el instrumento 1100 puede realizar comparaciones probabilisticas de las lecturas del fragmento metagenémico
con la informacion de secuencia (es decir, lecturas del genoma) contenida en una o mas bases de datos genémicas
de referencia que contienen identidades gendmicas de microorganismos. En particular, las comparaciones
probabilisticas pueden comparar cada una de la pluralidad de lecturas de fragmentos metagendmicos con lecturas de
genomas de una o mas bases de datos de referencia para identificar coincidencias entre una lectura de fragmentos
metagenomicos obtenida de la muestra y uno o mas genomas de microorganismos contenidos en una base de datos
gendmica de referencia. Las coincidencias pueden adoptar la forma de correlaciones causales entre un fragmento
metagenomico leido y un genoma de la base de datos gendmica de referencia y, cuando se detectan, se conserva la
correlacion causal.

Las comparaciones probabilisticas pueden incluir, pero no se limitan a, emparejamiento perfecto, unicidad de
subsecuencia, emparejamiento de patrones, emparejamiento de multiples subsecuencias dentro de n longitudes,
emparejamiento inexacto, semilla y extension, mediciones de distancia y mapeo de arbol filogenético. Ademas, las
comparaciones probabilisticas pueden utilizar el enfoque bayesiano, el enfoque bayesiano recursivo o el enfoque
bayesiano nedfito, pero no se limitan a ninguno de estos enfoques.

Las comparaciones probabilisticas pueden determinar que existe una correlacién causal entre un fragmento
metagenomico leido y una subsecuencia en una base de datos genética de referencia cuando las comparaciones
probabilisticas determinan que la lectura de fragmento metagendmico y la subsecuencia de la base de datos genémica
de referencia son lo suficientemente similares como para implicar una relacion biolégica. Ademas, la subsecuencia
genética puede tener primos cercanos de cepas relacionadas o una funcion bioldgica similar y, como se supone que
la base de datos gendémica de referencia esta incompleta, el emparejamiento probabilistico también puede considerar
que la correlacion de fragmentos con primos cercanos también es causal. Al comparar millones de lecturas de
fragmentos metagendmicos con miles de millones de subsecuencias, en algunas realizaciones, uno solo espera
alrededor de decenas de millones de fragmentos causales entre los millones de billones de comparaciones putativas.

Las comparaciones probabilisticas de la etapa S1301 producen resultados probabilisticos, que en algunas
realizaciones pueden tener la forma de un mapa de probabilidad de probabilidades de que estén presentes en la
muestra especies y/o cepas de microorganismos dentro de una base de datos gendémica de referencia. El mapa de
probabilidad puede permitir la correlacion de las probabilidades del mapa de probabilidad con poblaciones relativas
y/o concentraciones de microorganismos contenidos en la muestra.

En algunas realizaciones, el mapa de probabilidad puede tener una estructura basada en el recuento estadistico y el
proceso de correlacion con la estructura construida sobre la jerarquia del proceso de correlacion. La estructura puede
estar relacionada con el grado de parentesco de los genomas diana con otros genomas presentes (es decir, si Shigella
esta presente, existe un grado de parentesco con Escherichia no patdégena presente en la muestra). La relacion puede
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estar escalonada por el nivel de taxonomia (por ejemplo, cepa, especie, género, etc.). La distancia de la relacion se
puede representar como color. Por ejemplo, los puntajes Unicos (es decir, alta probabilidad) serian rojos y el azul
representaria baja probabilidad. A su vez, por ejemplo, este “mapa de colores” puede describirse como un mapa de
calor (o mapa de probabilidad) en gradaciones de probabilidad desde rojo (alto) a bajo (azul).

Ademas, en algunas realizaciones no limitantes, la etapa S1301 puede compensar el error de la maquina normalizando
el mapa de probabilidad usando un ndmero mayor de lecturas estadisticamente significativas que el numero de
lecturas necesarias para una caracterizacion precisa si no se asumiera ningun error de la maquina. Estadisticamente,
la mayoria de las sefiales se pueden recuperar de un entorno ruidoso mediante la integracion de mas datos. En una
realizacion, para el error de secuenciacion, suponga que la probabilidad de que no haya errores en una secuencia de
n largos es (1-p) * n. Sin =20 y p = 0.01, entonces la probabilidad de que no haya errores en una secuencia de 20
pares de bases es del 82 %, mientras que si n = 20 y p = 0.1, esta probabilidad es del 12 %. En igualdad de
condiciones, se requieren 7 veces mas datos en el segundo caso para hacer declaraciones igualmente sdlidas de
contenido metagenémico basadas en muestras de fragmentos de n largos.

La compensacion del error de la maquina puede complicarse mediante el analisis de la varianza de las distribuciones
y la no independencia de las cepas gendmicas relacionadas. En un ejemplo artificial, donde A y B son marcadores de
genomas a y 3; suponga que P (AJA) =P (B|B) =py P (A|B) = P (B|A) = 1-p; la probabilidad de observar A dado a y
la probabilidad de observar B dado 8 son cada una q; y la mezcla metagendémica de la muestra es ra + (1-r)B. Luego,
al primer orden dadas las observaciones de T,

H(A) = (rgp + (1-1)q(1-p))T = (1-r-p+2rp)qT LI var(A)
sigmage(A) [ sqrt{1-r-p—rp)qT}

Por tanto, la importancia de las predicciones de los métodos probabilisticos aumenta exponencialmente con el
cuadrado del nimero de lecturas. En algunas realizaciones, la prediccion precisa puede utilizar una estimacion de p
(por ejemplo, la tasa de error de secuenciacion), y el nimero de lecturas de fragmentos metagenémicos usados en el
proceso de analisis metagendmico puede seleccionarse de modo que los errores de secuenciacion se normalicen a
cerca de cero.

En la etapa S1302, el instrumento 1100 puede integrar (es decir, agregar) las correlaciones causales retenidas
mediante, por ejemplo, la cepa gendmica para aumentar significativamente la relacion sefal-ruido de la cepa
causalmente presente en la poblacion metagenémica en relacién con cepas no causales y asi lograr una alta
identificacion de especies de los genomas de los microorganismos contenidos en la muestra. En otras palabras, las
correlaciones causales retenidas para cada una de las cepas gendémicas de la base de datos genémica de referencia
pueden sumarse.

El método también puede incluir etapas para eliminar la ambigiiedad adicional entre cepas estrechamente
relacionadas y para detectar la presencia de multiples cepas relacionadas de concentraciones diferentes. En la etapa
S1303, el instrumento 1100 puede crear conjuntos de patrones independientes de inclusién de subconjuntos y
exclusion de subconjuntos del conjunto de genomas estrechamente relacionados. Los conjuntos de patrones
independientes son patrones n-mero que ocurren en algunos, pero no en todos los genomas de los genomas
estrechamente relacionados. Por ejemplo, si los genomas G1-G3 estrechamente relacionados se incluyen en una
base de datos gendmica de referencia, el instrumento 1100 puede crear los siguientes conjuntos de patrones
independientes: (1) patrones n-mero A y B, que ocurren en el genoma G1 pero no en los genomas G2 y G3; (2) patrén
C n-mero, que ocurre en el genoma G2 pero no en los genomas G1 y G3; (3) patrones n-mero D, E, F y G, que se
encuentran en el genoma G3 pero no en los genomas G1 'y G2; (4) patron H n-mero que ocurre en los genomas G1y
G2 pero no en el genoma G3; y (5) patrones de n-meros G, | y H que ocurren en los genomas G2 y G3 pero no en el
genoma G1. Tenga en cuenta que los genomas G1 y G3 pueden no tener marcadores Unicos y, como resultado, el
conjunto de patrones n-mero que se producen en los genomas G1y G3 pero no en el genoma G2 es el conjunto nulo.

En su forma mas simple, un conjunto de patrones puede ser aquellos n-meros que ocurren en un genoma X pero no
en ningun otro. Suponiendo que existen K tales patrones con multiplicidad entre M patrones totales en el genoma y
una concentracion de C, si hay L patrones en las lecturas de fragmentos, entonces se esperan L*C*K/M = H aciertos
entre los K patrones o C ~ H*M/(K*L). En algunas realizaciones, esta estimacion puede ajustarse para el error de
muestreo y la precision de la base de datos. Se pueden usar métodos simples de programacion lineal, escalada y
minimos cuadrados con conjuntos de patrones que involucran multiples genomas y para combinar multiples
estimadores para una concentracién genémica dada. Un conjunto de patrones también puede ser aquellos n-meros
que ocurren en una pluralidad de genomas (por ejemplo, genomas X, Y y Z) pero no en ningun otro.

En la etapa S1304, para cada conjunto de patrones independientes, el instrumento 1100 puede emparejar el conjunto
con lecturas diana. Por ejemplo, en la etapa S1304, para cada conjunto de patrones independientes {P_i}, el
instrumento 1100 puede comparar los patrones dentro del conjunto con las lecturas del fragmento diana. Si un genoma
causal (es decir, un genoma encontrado en la muestra metagenoémica) se encuentra entre los genomas del conjunto,
entonces todos los patrones dentro del conjunto {P_i} deben encontrarse en las lecturas del fragmento diana, sujeto a
un potencial sesgo de muestreo, concentracion genémica y variacion de tension. El grado de cobertura del conjunto
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de patrones {P _i} por las lecturas diana proporciona, por tanto, una estimacion de la concentracién para cada genoma
que se incluyé en la creacion del conjunto de patrones. El resultado de cada emparejamiento entre un conjunto de
patrones independiente y el objetivo es una estimacion independiente. Ademas, el resultado de cada uno de los
emparejamientos es una estimacion independiente de la concentracion del genoma en el conjunto que proporciona
una estimaciéon detallada de las concentraciones de cepas gendmicas incluso para comunidades microbianas
estrechamente relacionadas.

En las etapas S1301 y S1302, el instrumento 1100 puede realizar un filtrado primario para determinar qué especies y
cepas de una o mas bases de datos de referencia pueden estar presentes en la muestra metagendmica. Luego, en
las etapas S1303 y S1304, el instrumento 1100 puede realizar un filirado secundario y terciario para eliminar tanto los
falsos negativos como los falsos positivos y para identificar a nivel de deformacion lo que esta presente en la muestra.

El proceso ejemplar de la etapa S1204 para identificar genomas de microorganismos contenidos dentro de una
muestra ilustrada en la Fig. 13 incluye las etapas S1301-S1304,

De hecho, las etapas son separables. Las etapas S1303 y s1304 pueden sembrarse con genomas sin tener que
recurrir a las etapas S1301 y S1302. Por ejemplo, las etapas S1303 y s1304 pueden, en cambio, ser sembradas a
través de una lista de cepas de V. Cholerae para un estudio de V. Cholerae. Ademas, la etapa S1303 puede realizarse
a ciegas en toda la base de datos como una etapa de precalculo muy grande, aunque también se pueden usar
enfoques mas dinamicos, como la inclusion de las etapas 1301 y 1302, que requieren menos hardware y
almacenamiento.

Ademas, las etapas mostradas en la Fig. 13 son capaces de determinar cambios en la biodiversidad y capaces de
detectar patégenos modificados. Por ejemplo, el método puede tener en cuenta la biodiversidad al identificar (a)
elementos genéticos moéviles mediante transferencia lateral de genes, recombinacién o plasmido u otra insercion de
mobiloma; (b) inserciones y eliminaciones; y (c) identificacion y deteccion de cepas parientes cercanas relacionadas
por mutacion, insercién, eliminacion.

Aunque el proceso de analisis metagendmico probabilistico de la etapa S1204 para caracterizar las identidades y
poblaciones relativas y/o concentraciones de organismos contenidos en una muestra basada en lecturas de
fragmentos metagendmicos se puede realizar mediante muchos procesos, una realizacion particular no limitante de
una prueba El proceso de analisis metagenémico que puede realizar el instrumento 1100 para llevar a cabo la etapa
S1204 se describe a continuacion con referencias a las Figs. 14-16. La realizacion particular no limitativa se denomina
Motor Comparador.

El Motor Comparador se compone de tres componentes principales: (1) la base de datos del Motor Comparador, (2)
procesos de catalogacion de sustancias y (3) procesos de identificacion y andlisis sintactico de muestras
desconocidas. La premisa basica detras del Motor Comparador es que los datos de secuencia de una sustancia se
pueden dividir en palabras y que se puede utilizar un subconjunto de estas palabras para identificar la sustancia
original. En un nivel alto, el Motor Comparador toma las sustancias conocidas y crea un catalogo de palabras. Luego,
para analizar muestras de contenido desconocido, el Motor Comparador toma la informacion de secuencia de las
muestras de contenido desconocido y divide esa informacion de secuencia en una lista de palabras. A continuacion,
el Motor Comparador toma las palabras de la muestra y las empareja con las palabras del catalogo. El resultado de la
coincidencia se resume al contar el nUmero de palabras que coinciden por sustancia conocida.

La base de datos del Motor Comparador se puede construir en un servidor, tal como Microsoft SQL Server 2005. Las
herramientas de catalogacion, analisis sintactico y anadlisis de palabras pueden estar escritas en un lenguaje de
programacion, tal como Java. Se puede utilizar la interfaz de usuario principal, como las Java Server Pages que se
ejecutan en un servidor de aplicaciones Tomcat. Ademas, todo el sistema puede estar alojado en una unica maquina
servidor, como en una Unica maquina Windows Server.

En general, el disefio de la base de datos del sistema Motor Comparador puede ser muy simple. La simplicidad de la
base de datos facilita el rendimiento. Por consiguiente, la base de datos puede disefiarse para mantener la sobrecarga
asociada con las relaciones de datos subyacentes al minimo.

El modelo de datos puede tener las siguientes estructuras de datos de alto nivel: (1) Catalogo, (2) Sustancia, (3)
Categoria, (4) Categoria de Sustancia, (5) Palabras Sustanciales, (6) Desconocido y (7) Palabras Desconocidas. La
base de datos se puede dividir en Catalogos légicos. Por ejemplo, un Catalogo podria representar informacion de
secuencia que represente las secuencias asociadas con la lista de 8 patdgenos, o podria ser todas las especies
entéricas. Una Sustancia es una secuencia conocida (por ejemplo, identidad gendmica) a la que se le asigna un
nombre. Normalmente, una Sustancia puede ser una secuencia asociada con una especie individual, como Vibrio
cholerae, pero una Sustancia también puede ser una secuencia asociada con una cepa o subespecie individual
conocida. Una Categoria puede definir un nombre que puede asignarse a una o mas Sustancias con el fin de
agruparlas. Por ejemplo, una Categoria puede permitir que las especies se agrupen en un género. Una Categoria de
Sustancia puede definir la relacion entre una Sustancia y una Categoria. Una Sustancia puede tener una o mas
Categorias y una Categoria puede tener una o mas Sustancias. La estructura de Palabras Sustanciales puede ser,
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esencialmente, el diccionario de palabras conocidas. Puede contener todas las palabras identificadas en los datos de
secuencia para cada Sustancia. La estructura desconocida puede etiquetarse como datos de secuencia de contenido
desconocido. Esto puede representar las lecturas del fragmento metagendmico obtenidas de una muestra que
contiene material genético de una pluralidad de organismos, que puede tener la forma de un archivo 1103 de entrada
metagenomico.

El archivo 1103 de entrada metagenémico puede contener datos de secuencia en un formato particular. Por ejemplo,
se puede utilizar 454, lllumina o cualquier formato FASTA o FASTQ. La estructura de Palabras Desconocidas puede
ser palabras contenidas en los datos de secuencia del contenido desconocido (es decir, una muestra que contiene
material genético de una pluralidad de organismos).

El proceso de catalogacion de sustancias en una realizacion se refiere al procesamiento que rodea la carga de archivos
de secuencia alineados y secuenciados, asociados con especies conocidas, en la base de datos. Una realizacion
ilustrativa del proceso de catalogacion de sustancias se muestra en la Fig. 14. Las entradas al proceso de catalogacion
de sustancias pueden ser (1) datos de secuencia que representan una sola Sustancia conocida, (2) un Catalogo en el
que se agregaran los registros de la Sustancia y (3) una Categoria (por ejemplo, género o especie o cepa a la que
pertenece la Sustancia. Las entradas en el proceso de catalogacién de sustancias también pueden incluir parametros
de construccién de palabras, pero también es posible que los parametros de construccion de palabras se establezcan
de forma predeterminada. Los datos de secuencia para la sustancia pueden tener la forma de un archivo de entrada,
que puede tener un formato FASTA o FASTQ. Los datos de secuencia para la sustancia pueden ser lecturas del
genoma obtenidas de una o mas bases de datos genémicas de referencia que contienen identidades gendmicas de
organismos.

En la etapa S1401, el proceso de catalogacion de sustancias determina si el Catalogo identificado en el que se
agregaran los registros de la Sustancia es un nuevo Catalogo. Si el Catalogo identificado es un Catalogo nuevo, en la
etapa S1402, se crea el Catalogo identificado. La etapa S1402 puede generar los detalles del catalogo creado. Luego,
en la etapa S1403, se selecciona el catalogo creado. De lo contrario, si el Catalogo identificado no es un Catalogo
nuevo y ya existe, el Catalogo existente se selecciona en S1403. En la etapa S1404, el proceso de catalogacion de
sustancias determina si la Categoria identificada a la que pertenece la sustancia es una Categoria nueva. Si la
Categoria identificada es una Categoria nueva, en la etapa S1405, se crea la Categoria identificada. La etapa S1405
también puede generar los detalles de la categoria creada. Luego, en la etapa S1406, se selecciona la Categoria
creada. De lo contrario, si la Categoria identificada no es una categoria nueva y ya existe, la Categoria existente se
selecciona en S1406.

La etapa S1406 también agrega la Sustancia a la Categoria seleccionada leyendo los datos de secuencia que
representan la Sustancia conocida y asociandola con el catalogo seleccionado. Luego, en la etapa S1407, el proceso
inicia el proceso de busqueda de palabras preparandose para la deteccién de palabras. La etapa S1407 puede leer
cualquier parametro de construccién de palabras introducido en el proceso. A continuacién, en la etapa S1408, los
datos de la secuencia de lectura que representan la Sustancia conocida se analizan en busca de palabras. En esta
etapa, el proceso divide la secuencia en fragmentos, llamados palabras, interroga la lista de palabras o vector
resultante y selecciona palabras para agregar a la estructura, tabla o archivo de Palabras Sustanciales. El proceso de
blusqueda de palabras se describe con mayor detalle a continuacion. La etapa S1408 puede generar la tabla de
Palabras Sustanciales. Luego, en la etapa S1409, el proceso puede actualizar el Catalogo agregando la tabla de
Palabras Sustanciales y pueden generarse varios informes de comparacion. Por ejemplo, en la etapa S1409, el
proceso puede generar informes de propiedades de Sustancia y similitudes de Sustancia a Sustancia.

El proceso de catalogacion de sustancias puede repetirse para varias Sustancias y, de esta manera, la base de datos
puede llenarse con uno o mas Catalogos, cada uno de los cuales tiene una o mas Categorias y una o mas Sustancias.
Los Catalogos resultantes de Palabras de sustancias conocidas pueden utilizarse para identificar sustancias
desconocidas utilizando palabras generadas a partir de sustancias desconocidas.

En otras realizaciones, el proceso de catalogacion de sustancias también puede almacenar todas las palabras de
referencia generadas a partir de todas las sustancias conocidas catalogadas (es decir, todas las palabras de cada una
de las estructuras de Palabras Sustanciales generadas para cada Sustancia catalogada) en una tabla hash. Una tabla
hash de este tipo poblada con todas las palabras de referencia puede indicar cuantas de las sustancias catalogadas
tienen cada una de las palabras de referencia. Por tanto, la tabla hash puede informar qué palabras de referencia son
Unicas (es decir, que pertenecen a una sola sustancia) y qué palabras de referencia son comunes a mas de una
sustancia conocida. De esta manera, se pueden usar una o mas tablas hash para indicar las palabras de referencia
que son exclusivas de un género, especie, subespecie y/o cepa. Saber si una palabra es Unica o comun puede usarse
en la identificacion de las sustancias desconocidas de la muestra.

El proceso de analisis e identificacion de muestras desconocidas se refiere al procesamiento que rodea al analisis
sintactico de los datos de secuencia del contenido desconocido en palabras y la comparacion de las palabras del
contenido desconocido con las palabras de las sustancias conocidas para identificar el contenido desconocido. Una
realizacion ilustrativa del proceso de identificacion y analisis sintactico de muestras desconocidas se muestra en la
Fig. 15. Los datos de secuencia que representan el contenido desconocido se ingresan en el proceso de analisis e
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identificacion de muestras desconocidas. Los datos de secuencia pueden representar las lecturas del fragmento
metagendmico obtenidas de una muestra que contiene material genético de una pluralidad de organismos y pueden
tener la forma de un archivo 1103 de entrada metagendmico. El archivo 1103 de entrada metagendémico puede
contener datos de secuencia en un formato particular. Por ejemplo, se puede utilizar 454, lllumina o cualquier formato
FASTA o FASTQ. Las entradas también pueden incluir parametros de construccion de palabras, pero también es
posible que los parametros de construccion de palabras se establezcan de forma predeterminada.

En la etapa S1501, el archivo de secuencia que representa el contenido desconocido de una muestra se lee y se
agrega a la base de datos del Motor Comparador como Desconocido. La etapa S1501 también puede generar detalles
de la muestra desconocida. Los detalles de la muestra desconocida pueden incluir la fecha y hora en que se tomé la
muestra, la ubicacion geografica en la que se tom6 la muestra y/u otros metadatos similares. En la etapa S1502, el
proceso inicia el proceso de busqueda de palabras preparandose para la deteccién de palabras. La etapa S1502
puede leer cualquier parametro de construccion de palabras introducido en el proceso. A continuacion, en la etapa
S1503, los datos de la secuencia de lectura que representan los contenidos desconocidos en la estructura
Desconocida se analizan en busca de palabras. En esta etapa, el proceso divide la secuencia en fragmentos, llamados
palabras, interroga la lista de palabras o vector resultante y selecciona palabras para agregar a la estructura, tabla o
archivo de Palabras Desconocidas. El proceso de busqueda de palabras se describe con mayor detalle a continuacion.
La etapa S1503 puede generar la tabla de Palabras Desconocidas.

Una vez que se completa el analisis sintactico de palabras de la etapa S1503, en la etapa S1504, las palabras
asociadas con el Desconocido se comparan con palabras en el diccionario de sustancias conocidas catalogadas (es
decir, las palabras en las estructuras de Palabras Sustanciales de un Catalogo). En la etapa S1504, el proceso crea
un indice para hacer referencias cruzadas de palabras desconocidas a palabras catalogadas en el diccionario. La
etapa S1504 puede generar palabras desconocidas que se han emparejado con palabras del diccionario de sustancias
conocidas. Las coincidencias pueden ser coincidencias exactas y/o coincidencias inexactas (es decir, parciales o
similares).

En algunas realizaciones, el proceso de comparacion de S1504 busca coincidencias exactas en palabras Unicas para
una sola Sustancia conocida, asi como coincidencias totales con cualquier palabra en el diccionario. La etapa S1504
también puede calcular una puntuacion de relacion ponderada asignando un factor de ponderacion a los tipos de
coincidencias. Por ejemplo, las coincidencias exactas con palabras Unicas para una Sustancia en particular tendrian
el mayor peso, las coincidencias exactas con palabras exclusivas de Categoria tendrian un peso menor, las
coincidencias exactas con palabras muy comunes tendrian un peso aun menor, etc. De esta manera, el proceso de
comparacion de S1504 puede calcular una puntuacion que considera el valor relativo de una coincidencia en particular.
En ofras realizaciones, el proceso de comparacion de S1504 puede realizar un emparejamiento parcial usando, por
ejemplo, el enfoque de Levenshtein. Varias técnicas de busqueda que podrian utilizarse incluyen un motor de base de
datos de busqueda basada en SQL, una busqueda de comparacién de cadenas Simple, una Busqueda de Expresion
Regular con la capacidad de buscar coincidencias inexactas; el Enfoque de Distancia de Levenshtein, un Clasificador
Bayesiano, un Clasificador de Vectores y/o un Motor de Busqueda Tipo Google. Algunas realizaciones que utilizan el
enfoque de Distancia de Levenshtein pueden construir primero un conjunto de coincidencias que son similares y luego
usar el enfoque de Distancia de Levenshtein para calcular la puntuacion de similitud.

En la etapa S1505, el proceso compila las coincidencias entre las palabras de la muestra desconocida y las palabras
de las sustancias conocidas catalogadas. Por ejemplo, la etapa S1505 puede calcular un rango para las sustancias
conocidas que ayuda a separar las cepas que aparecen debido a la similitud a una mejor coincidencia de las que estan
realmente presentes en los contenidos desconocidos de la muestra. La clasificacion puede, por ejemplo, basarse en,
para cada sustancia conocida, la suma del numero total de coincidencias entre las palabras de la muestra desconocida
y las palabras de la sustancia conocida, una suma del nimero de coincidencias distintas, el total nimero de palabras
Unicas y/o numero de coincidencias Unicas distintas. La etapa S1505 también puede producir y sacar las coincidencias
compiladas y/o palabras estrechamente relacionadas en una hoja de célculo de salida.

El Motor Comparador también puede realizar un analisis comparativo entre dos o0 mas elementos para calcular la
relacion entre dos 0 mas secuencias. Las secuencias pueden ser entre cepas de sustancia conocida o entre muestras
desconocidas. El analisis comparativo compara listas de palabras y se informa el recuento superpuesto. El analisis
comparativo puede calcular una puntuacién de relacién relativa basada en cuantas palabras estan disponibles en cada
conjunto y cuantas coinciden. Por ejemplo, el parentesco de conjuntos de palabras puede vincularse a las cepas
(palabras) en la base de datos de referencia para producir identidades relativas. El valor de unicidad de la palabra se
puede utilizar para la probabilidad, y se puede incluir el significado biolégico de la palabra. Las palabras compartidas
entre organismos pueden tener una puntuacion mas baja, y en la puntuaciéon se puede considerar el grado de
comparticion entre el nimero de cepas diferentes.

Una realizacion ilustrativa del proceso de busqueda de palabras, que puede usarse en el proceso de catalogacion de
sustancias y/o el proceso de analisis sintactico de muestras desconocidas, se muestra en la Fig. 16. El proceso de
busqueda de palabras puede comenzar en la etapa S1601 preparandose para la deteccion de palabras. La etapa
S1601 corresponde a la etapa S1407 del proceso de catalogacion de sustancias mostrado en la Fig. 14 y a la etapa
S1502 del proceso de analisis sintactico de muestras desconocidas mostrado en la Fig. 15. La etapa S1601 puede
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leer cualquier parametro de construccion de palabras introducido en el proceso. En esta realizacion, los parametros
de construccion de palabras pueden incluir una longitud de palabra minima. El proceso de busqueda de palabras
también puede establecer la longitud minima de palabras en una longitud minima predeterminada de palabras, que
puede ser, por ejemplo, 19 letras.

A continuacion, en la etapa S1602, el proceso de busqueda de palabras lee datos de secuencia, que pueden
representar una sustancia conocida o una muestra desconocida. En la etapa S1603, el proceso determina si hay mas
registros (es decir, datos de secuencia) que necesitan procesamiento. Si hay mas registros, el proceso pasa a la etapa
S1604, donde los datos de secuencia se analizan en busca de palabras. En la etapa S1604, el proceso puede realizar,
por ejemplo, cuatro pasadas, S1604a a S1604d, a través de los datos de secuencia. En cada una de las pasadas
S1604a a S1604d, se utiliza una letra de secuencia diferente como caracter de limite. Por ejemplo, la pasada S1604a
puede usar “A” como caracter limite, la pasada S1604b puede usar “C” como caracter limite, la pasada S1604c puede
usar “T” como caracter limite y la pasada S1604d puede usar “G” como caracter limite. En las pasadas S1604a a
S1604d, el proceso de busqueda de palabras puede dividir la secuencia en fragmentos, llamados palabras, en el
caracter limite de la palabra.

En la etapa S1605, cada una de las palabras generadas en las pasadas S1604a a S1604d de la etapa de analisis
sintactico S1604 se selecciona para procesamiento adicional. Por ejemplo, en la etapa S1606, el proceso determina
si cada palabra tiene una longitud igual o mayor que la longitud minima de palabra, que puede establecerse de acuerdo
con los parametros de construccion de palabras de entrada o por defecto. Sila etapa S1606 determina que una palabra
cumple el requisito de tamafio minimo, la etapa S1607 puede determinar si la palabra se encontré previamente. Si las
etapas S1606 y S1607 determinan que una palabra tiene una longitud igual o mayor que la longitud minima de palabra
y no se ha encontrado previamente, la palabra se agrega a una lista de palabras en la etapa S1608. En la etapa S1609,
el proceso determina si hay mas palabras que no se han procesado. Si hay mas palabras, el proceso repite las etapas
S1605 a S1609 hasta que se hayan procesado todas las palabras generadas por las pasadas S1604a a S1604d. Una
vez que se han procesado todas las palabras, y la etapa S1609 determina que no hay mas palabras, el proceso vuelve
a la etapa S1602, donde se lee cualquier dato de secuencia adicional.

Si la etapa S1603 determina que no hay mas registros (es decir, datos de secuencia) que necesitan procesarse, el
proceso pasa a la etapa S1510, donde la lista de palabras se guarda en la base de datos del Motor Comparador. Si el
proceso de busqueda de palabras se ejecuta mediante el proceso de catalogacion de sustancias, la lista de palabras
guardadas se puede utilizar como archivo o tabla de Palabras Sustanciales. Si el proceso de busqueda de palabras
se ejecuta mediante el proceso de analisis de muestras desconocidas, la lista de palabras guardadas se puede utilizar
como archivo o tabla de Palabras Desconocidas.

En algunas realizaciones, la longitud minima de palabra utilizada por el proceso de busqueda de palabras es mayor o
igual a 18 letras y menor o igual a 27 letras. En algunas realizaciones, la longitud minima de palabra utilizada por el
proceso de busqueda de palabras es mayor o igual a 19 letras y menor o igual a 25 letras. En una realizacion particular,
la longitud minima de palabra utilizada por el proceso de busqueda de palabras es de 19 letras.

En algunas realizaciones, los datos de secuencia de la entrada de contenido desconocido al problema seran una gran
coleccion (por ejemplo, 10 * 9) de secuencias cortas de k letras, k-meros, de la muestra ambiental, y la salida sera ser
los organismos que puedan estar en la muestra ambiental. Si bien algunos k-meros se comparten entre multiples
organismos, los que son exclusivos de una especie, subespecie y/o cepa de organismo, o de su género, seran los
mas valiosos.

El nimero de k-meros de la muestra que pueden provenir de una sustancia desconocida (por ejemplo, un objetivo
peligroso) para identificar esa sustancia y si es probable que el objetivo se pueda identificar con un solo k-mero se
puede tener en cuenta al seleccionar la longitud a la que establecer la longitud minima de palabra. Como se sefiald
anteriormente, los k-meros se pueden comparar en una tabla hash de todos los k-meros que se encuentran en todas
las sustancias conocidas catalogadas, que podrian ser, por ejemplo, todas las secuencias bacterianas en una base
de datos gendmica de referencia, como GenBank.

En algunas realizaciones no limitantes, los datos experimentales sugieren que una longitud de palabra k igual a 19
letras (es decir, k = 19) es eficaz como longitud minima de palabra. En un ejemplo no limitativo, se analizé una muestra
de 30 secuencias completas de diferentes cepas de bacterias de GenBank. Aproximadamente el 5 % de los 17-meros
se compartieron entre multiples organismos. Sin embargo, para los organismos que no tienen un pariente comun en
la muestra, la especie podria ser identificada de forma Unica por mas del 99 % de los 19-meros en su genoma. Por
ejemplo, el 99.4 % de todos los 19-meros eran exclusivos de Chlamydia trachomatis (1.1 Mb) y el 99.9 % eran
exclusivos de Synechocystis (3.5 Mb). Las longitudes un poco mas largas, como 25 letras, también pueden funcionar
bien. Sin embargo, en este ejemplo no limitante, longitudes de longitudes mucho mas largas no funcionaron tan bien
porque diferencias menores entre cepas similares pueden haber impedido las coincidencias. Por lo tanto, en una
realizacion no limitante, solo se necesita un 19-mero para identificar las bacterias en la gran mayoria de los casos, y
la tabla hash podria informar cuantas bacterias tienen el 19-mero, en los raros casos en los que no lo es en una cepa
unica.
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En este ejemplo no limitante, de estas 30 bacterias, habia dos pares de organismos estrechamente relacionados: E.
coli W3110 y E. coli K-12 y Helicobacter pylori 26695 y Helicobacter pylori J99. En ambos casos, los genomas de
organismos relacionados tenian casi la misma longitud (4.5 Mb para E. coliy 1.7 Mb para H. pylori). La diversidad
entre estos pares fue bastante variada. Las dos secuencias de H. pylori compartian sélo el 40 % de sus 19-meros con
la otra, mientras que las dos cepas de E. coli eran practicamente idénticas.

Los resultados preliminares de este ejemplo no limitante indican que existe una capacidad sustancial para determinar
al menos el género de bacterias en una muestra ambiental y en muchos casos la especie con solo un 19-mero. Cuando
se utilizan multiples 19-meros, la deteccidon mejorada da como resultado una posibilidad mucho mayor de deteccion
precisa a nivel de especie, subespecie o cepa. Incluso para casos extremos como E. coli, donde el 99.9 % de los 19-
meros se comparten entre los miembros, multiples 19-meros mejoraran en gran medida la deteccién de la cepa de E.
coli de la que provienen los 19-meros. Por ejemplo, si se extraen 1000 19-meros distintos de una muestra con solo
una de las dos especies de E. coli, existe un 63 % de probabilidad (1 - 1/e) de que al menos uno de ellos sea exclusivo
de la especie E. coli. En comparacion, para dos secuencias de H. pylori, cinco 19-meros permitiran la especificacion
de una sola eleccién con una probabilidad del 99 %.

En una realizacién, cuando se usan 19 letras como longitud minima de palabra, el proceso de catalogacion de
sustancias crea un Catalogo de 19-meros (es decir, palabras que tienen una longitud minima de 19 letras) para cada
genoma conocido (por ejemplo, sustancia). Las palabras se construyen a partir de combinaciones de 19-meros de 3
nt (nucledtidos). Usando la realizacion del proceso de busqueda de palabras mostrado en la Fig. 16, se realizan cuatro
pases, por ejemplo, a través de cada genoma para tener en cuenta la ruptura de la secuencia de secuencia por cada
uno de los cuatro nucledtidos (por ejemplo, A, C, T y G). El cuarto nt puede ser la etiqueta de alternancia de pares de
bases para la palabra. Esto crea interrupciones en la secuencia para comparacion. Esto limita el tamafio de los datos
para la coincidencia y aumenta la velocidad de las comparaciones entre los catalogos de los diccionarios del genoma
de referencia y el archivo de secuencia de muestra analizado en palabras. En algunas realizaciones, no se cuentan
las duplicaciones de palabras. En algunas realizaciones, una palabra se punttia cuando hay una coincidencia perfecta
entre una palabra de archivo de secuencia de muestra y una palabra de referencia. La probabilidad de una puntuacion
correcta es una de cuatro posibilidades: a) objetivo correcto, b) genoma estrechamente relacionado, c) acierto
accidental, d) secuencia transferida lateralmente entre genomas.

Las concentraciones relativas de los organismos en la muestra pueden determinarse, por ejemplo, comparando el
numero de coincidencias para cada una de las sustancias conocidas catalogadas. Las concentraciones relativas
pueden determinarse adicional o alternativamente considerando la frecuencia con la que aparece una palabra
coincidente.

En la identificacion de genomas de microorganismos contenidos dentro de una muestra basada en lecturas de
fragmentos metagendémicos usando los procesos de analisis metagendmico probabilistico descritos anteriormente, el
numero de longitudes de lectura desplegadas para identificar poblaciones relativas depende de la abundancia relativa
y concentracion de los microorganismos de la muestra, el tamafio del genoma microbiano, la profundidad de cobertura
y la precision de la secuencia. La precision de la secuencia se ve afectada por multiples factores que pueden incluir,
por ejemplo, la preparacion de la muestra, el contexto de la secuencia, la quimica de secuenciacion, el software de
llamada de base y el error de la maquina del método de secuenciacién implementado para producir el archivo
metagenomico (es decir, la precision del instrumento).

En una realizacién, para un error de maquina de menos del 1 %, para un genoma que contiene 5 millones de pares
de bases, el sistema y el método de la presente invencion pueden ser capaces de (i) identificar con precision cepas
que tienen una concentracion de 0.001 o mayor utilizando un archivo metagendémico que contenga tan solo mil lecturas
cortas de fragmentos metagendémicos de una muestra metagendmica, y (ii) realizar la identificaciéon de especies
utilizando un archivo metagendémico que contenga tan solo aproximadamente cien lecturas cortas de fragmentos
metagenomicos. De acuerdo con lo anterior, el sistema y método de la presente invencion es capaz de realizar la
identificacion del nivel de cepa para un nivel de deteccion del 0.1 % usando un archivo metagenémico que contiene
tan solo aproximadamente un millén de lecturas totales de fragmentos metagendémicos de la muestra metagendmica.
Ademas, tan solo diez mil lecturas pueden dar una granularidad de nivel de especie a niveles de deteccion del 1 %.
Sin embargo, se observa que la fidelidad de la base de datos gendmica de referencia puede ser una fuente de error.
Si una cepa de un microorganismo presente en la muestra no esta presente en la base de datos de referencia, es
posible que no sea posible identificar la cepa. Ademas, si la cepa de microorganismo presente en la muestra esta en
la base de datos de referencia, entonces el nimero de cepas para la especie de microorganismo puede afectar el nivel
de error. El numero de cepas y sus concentraciones relativas encontradas dentro del objetivo también puede afectar
el nivel de error.

Para un error de maquina de menos del 10 %, siendo todo lo demas igual, el sistema y el método de la presente
invencion pueden ser capaces de realizar (a) la identificacion de especies usando un archivo metagenémico que
contenga tan solo varios cientos de lecturas de fragmentos metagendmicos y (b) identificacion del nivel de cepa con
estimaciones de concentracion utilizando un archivo metagenémico que contiene tan solo decenas de miles de lecturas
de fragmentos metagenémicos. Sin embargo, en algunas realizaciones, dependiendo de la longitud, se puede usar un
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archivo metagenémico que contiene cientos de miles o millones de fragmentos metagendémicos para aumentar la
identificacion de la cepa y la confiabilidad de la estimacion de la concentracion.

En determinadas realizaciones, la precision estimada del sistema y método de la presente invencion para la
identificacion a nivel de especie puede ser superior al 98 %. La precision estimada del sistema y método de la presente
invencion para la identificacion a nivel de cepa puede ser superior al 92 % siempre que la base de datos genémica de
referencia contenga la cepa. En un ejemplo extremo, cuando hay varias cepas muy estrechamente relacionadas que
difieren en menos de 100 pares de bases en 1 millén (por ejemplo, cepas relacionadas de B. anthracis), la precision
de la identificacion cercana al vecino puede ser muy alta. Ademas, se pueden utilizar mas iteraciones con herramientas
algoritmicas adicionales para identificar la cepa precisa con una precision superior al 92 %. Por ejemplo, los métodos
probabilisticos pueden utilizar firmas especificas integradas de las cepas estrechamente relacionadas.

Actualmente no hay disponibles otros métodos y sistemas para proporcionar niveles similares de precision.

En un ejemplo no limitativo, el sistema y los métodos de la presente invencion se usaron para identificar patdgenos en
muestras metagendmicas de pacientes ingresados en un hospital para ser tratados por enfermedad diarreica. La
causalidad de la enfermedad se identificé en todos los casos mediante secuenciacion directa de ADN de la muestra
metagenomica seguida de la identificacion del genoma de acuerdo con una realizacion de la presente invencion
usando emparejamiento probabilistico.

Los resultados de la identificacion del genoma a través de la comparacion probabilistica se compararon ciegamente
con métodos ortogonales de 26 bioensayos estandar que demostraron una precision del 100 %. La Tabla 1 a
continuacion muestra los resultados de la comparacion de 9 muestras tomadas de los pacientes ingresados para el
tratamiento de una enfermedad diarreica. Algunos patégenos, como Helicobacter pylori o comunidad de patdgenos,
que se caracterizaron por la identificacion del genoma de la presente invencion, pero no fueron detectados por la
bateria de métodos convencionales que constituyen un conjunto de 26 bioensayos basados en dianas bacterianas,
virales y parasitarias predeterminadas. Ademas, en relacion con la secuenciacion directa y la identificacion del genoma
de la presente invencion, los métodos convencionales requieren mucho trabajo y tiempo. Por ejemplo, los métodos
convencionales incluyen serotipificacion clasica, cultivo, moleculares, microscépicos e inmunoensayos y requieren un
tiempo sustancialmente mayor en comparacion con la secuenciacion metagendémica y la identificacion de poblaciones
de la presente invencion. Incluso para las muestras en las que se identificaron etiologias probables, el analisis
convencional no proporciona una modalidad de tratamiento definible y eficiente. Por el contrario, la amplitud y
profundidad de la secuenciacion directa del ADN vy el perfil completo de la muestra a lo largo de la etiologia lograda
por la presente invencion demuestran el agente causal dominante y, en muchos casos, los agentes causales que son
una comunidad de patégenos en lugar de un solo patégeno. Este hallazgo de infeccidon polimicrobiana reitera la
importancia de los métodos de diagnostico dinamicos y sus ventajas sobre los métodos estaticos concurrentes que se
utilizan para el diagnoéstico de enfermedades.

Tabla 1: Etiologia de las muestras de enfermedades diarreicas identificadas por métodos convencionales frente a la
secuenciacion directa e identificacion de la presente invencion

Etiologia determinada por secuenciacion directa en
combinacién con identificacion bioinformatica para un
diagndstico médico rapido

Muestra Etiologia identificada por una
No. bateria de 26 bioensayos

Vibrio parahaemolyticus

Shigella dysenteriae Sd 197

Shigella CDC 3083-94

1 V. parahaemolyticus
Escherichia coli HS

Eubacterium eligens ATCC 27750

Veillonella parvula DSM 2008

Leuconostoc citreum KM20

Bacteroides vulgatus ATCC 8482

2 V. parahaemolyticus Citrobacter rodentium ICC 168

Eubacterium rectale ATCC 33656

Escherichia coli SMS-3-5
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Shigella boydii CDC 3083-94

Leuconostoc citreum KM20

Eubacterium eligens ATCC 27750

Bacteroides vulgatus ATCC 8482

Klebsiella pneumoniae MGH 78578

Veillonella parvula DSM 2008

Shigellae

Shigella sonnei Ss046

Shigella flexneri 2a 2457T

Escherichia coli 55989

Klebsiella pneumoniae MGH 78578

Citrobacter rodentium

Shigellae

Shigella sonnei Ss046

Escherichia coli B REL606

Escherichia coli K 12 substr W3110

Bacteroides vulgatus ATCC 8482

Escherichia coli ATCC 8739

Klebsiella pneumoniae MGH 78578

Eubacterium rectale ATCC 33656

Eubacterium eligens ATCC 27750

Parabacteroides distasonis 8503

Vibrio cholerae O1 & Shigellae

Vibrio cholerae O1

Shigella sonnei Ss046

Escherichia coli 55989

Escherichia coli B str. REL606

Shigella flexneri 2a str. 2457T

Escherichia coli DH1

Ningun patégeno identificado

Bacteroides fragilis YCH46

Escherichia coli DH1

Klebsiella pneumoniae MGH 78578

Streptococcus pyogenes MGAS2096

Bacteroides vulgatus ATCC 8482

Eubacterium rectale ATCC 33656

Parabacteroides distasonis ATCC 8503

Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482

Ningun patégeno identificado

Klebsiella pneumoniae MGH 78578

Shigella boydii CDC 3083 94
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Escherichia coli SE11

Escherichia coli BL21 DE3

Eubacterium rectale ATCC 33656

Clostridium novyi NT

Cytophaga hutchinsonii ATCC 3340

Mycoplasma pulmonis UAB CTIP

Psychromonas ingrahamii 37

Bacteroides fragilis YCH46

Klebsiella pneumoniae MGH 78578

Escherichia coli UMN026

Eubacterium rectale ATCC 33656

Eubacterium eligens ATCC 27750

8 Ningun patégeno identificado
Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482

Bacteroides vulgatus ATCC 8482

Parabacteroides distasonis ATCC 8503

Veillonella parvula DSM 2008

Citrobacter rodentium ICC 168

Helicobacter pylori G27

Escherichia coli SMS-3-5

9 Ningun patégeno identificado Escherichia coli UMN026

Candidatus Sulcia muelleri SMDSEM

Buchnera aphidicola str. Cc

A partir de un analisis separado de muestras de diarrea (principalmente colera) de pacientes que experimentaban
diarrea mas grave, la caracterizacion de los microorganismos mediante la presente invencion permitié concluir que,
para estos pacientes, habia una mezcla de patégenos (por ejemplo, Vibrio cholerae y Giardia lamblia), y la gravedad
de la enfermedad presentada probablemente no fue causada por un Unico patégeno (por ejemplo, Vibrio cholerae),
sino por una mezcla de patégenos que actian de manera sinérgica. Este tipo de etiologia sinérgica habilitada por la
caracterizacion realizada por la presente invencion, donde un patégeno atribuye la causalidad de la enfermedad y
otros elevan la gravedad de la enfermedad, es capaz de proporcionar informacion invaluable en el manejo y control
de la enfermedad que esta mas alla del alcance de cualquier tecnologia de diagndstico existente.

Uno de los métodos estandar para identificar bacterias es usar la robustez del rDNA 16S para la colocacion
taxondmica. La evaluacion de la poblacion 16S se dirige a la region del espaciador transcrito intergénico (ITS) del gen
ARNr 16S-23S. Sin embargo, el rDNA 16S se limita a la resolucion a nivel de género. En otras palabras, el rDNA 16S
identifica bacterias solo a nivel de género, familia y orden. Cada género, familia y orden constituye un gran nimero de
especies que representan tanto a los comensales como a los patégenos. Ademas, el rDNA 16S solo es especifico
tipicamente a nivel familiar y puede incluso tener un rendimiento inferior a la identificacion a nivel de género.

Las Figs. 17A-17E ilustran las medidas de poblacion relativa de rDNA 16S en comparacion con la secuenciacion
directa de DNA con identificacion gendmica de la presente invencion. La Fig. 17A muestra mediciones de poblacion
usando rDNA 16S, y las Figs. 17B-17E muestran mediciones de poblaciones usando la secuenciacion directa de ADN
con identificacion genémica de la presente invencion. Las Figs. 17C-17E muestran especies y cepas del género
Clostridium, género Bacteroides y género Escherichia/Shigella, respectivamente, identificadas mediante la
secuenciacion directa de ADN con identificacion gendmica de la presente invencion, junto con sus concentraciones
relativas.

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 899 879 T3

Como se muestra en las Figs. 17A-17E, la secuenciacion directa de ADN con identificacion metagendémica de la
presente invencion clasific6 ademas cada género identificado por 16S segun los niveles de especie y/o cepa. Por
ejemplo, el género Clostridium incluye especies comensales, pero también incluye cuatro especies principales
responsables de enfermedades en humanos: Clostridium diffcile, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens y
Clostridium tetani. Aunque 16S identificé que la muestra contenia bacterias del género Clostridium, como se muestra
en la Fig. 17C, la secuenciacion directa de ADN con identificacion metagenémica de la presente invencion identificd
Clostridium phyiofermentans ISDg, Clostridium diffcile 630, Clostridium beijerincki beijerincki NCIMB 8052, Clostridium
thermocellum ATCC 27405, Clostridium kluyveri DSM A strumidium 555, Clostridium kluyveri DSM struminium 555.
ATCC 3502, Clostridium acetobutylicum ATCC 824, Clostridium perfringens str. 13 y Clostridium tetani E88. Ademas,
la secuenciacion directa de ADN con identificacion metagendmica de la presente invencion identifico adicionalmente
las concentraciones de las especies/cepas de Clostridium identificadas con respecto a cada una y con respecto a otros
microorganismos de la muestra.

Con respecto a los Bacteroides, los Bacteroides son normalmente mutualistas y solo unas pocas especies (por
ejemplo, B. fragilis) son patdgenos humanos oportunistas. Similar a los resultados con el género Clostridium, mientras
que 168S identificé que la muestra contenia bacterias del género Bacteroides, como se muestra en la Fig. 17D, la
secuenciacion directa de ADN con identificacion gendmica de la presente invencion identifico Bacteroides
thetaiotaomicron VPI-5482, Bacteroides vulgatus ATCC 8482, Bacteroides fragiles 638R, Bacteroides fragiles ATCC
25285, Bacteroides fragiles YCH46, Bacteroides fragiles NCTC 9343 y Bacteroides uniforomicides. Aqui nuevamente,
la secuenciacion directa de ADN con identificacion metagenomica de la presente invencion identifico adicionalmente
las concentraciones de las especies/cepas de Bacteroides identificadas con respecto a cada una y con respecto a
otros microorganismos de la muestra.

Las concentraciones relativas en las Figs. 17B-17E se basaron en el nUmero de “aciertos” observados para un conjunto
particular de longitudes de lectura pertenecientes a un microorganismo especifico. Cuanto menor sea el nimero de
aciertos, menor sera la concentracion relativa. La precision a concentraciones relativas bajas se basa en puntuaciones
de probabilidad determinadas comparando la longitud de lectura con las bases de datos gendmicas. Dada una
estimacion del error de procesamiento del sistema, el porcentaje de aciertos observados de un conjunto dado de
patrones esperados produce una estimacién de concentracién con barras de error. La presente invencion puede
emplear multiples conjuntos independientes que permitan obtener una desambiguacion metagenémica mejorada, a
saber, la deteccion e identificacion de especies y cepas.

La Figura 18 compara la concentracion relativa observada y la concentracion real en una muestra con el nimero
relativo de lecturas. Se utilizé una dilucion en serie de un genoma para crear un conjunto de muestras de diferentes
concentraciones. Las series de dilucion (DS) 1-12 representan concentraciones de 0.8 %, 1.6 %, 4 %, 7.5 %, 11 %,
14 %, 17 %, 29 %, 38 %, 45 %, 55 % y 89 %, respectivamente. Los resultados mostrados en la Fig. 18 también
demuestran que el sistema y los métodos de la presente invencion pueden identificar con precisién una especie
microbiana con su concentracion relativa a partir de una mezcla metagenémica compleja incluso si esta representada
por solo 1000 lecturas cortas (-72 pb), y las concentraciones relativas observadas estan en buena concordancia con
las concentraciones reales incluso cuando las especies diana estan presentes en concentraciones muy bajas.

Las mayores fuentes de error para determinar la sensibilidad, las concentraciones relativas y los niveles mas bajos de
abundancia son la integridad de la (s) base de datos (s) de referencia y el grado de proximidad entre la cepa causal y
su prima mas cercana. Por ejemplo, si solo hay un centenar de diferencias de sitios entre dos cepas, es poco probable
que se produzca una discriminacion estadistica entre estas cepas putativas. La siguiente fuente de error mas grande
en la estimacioén de la concentracion ocurre cuando dos cepas relacionadas estan presentes en diferentes niveles de
concentracion. Los errores de lectura del sistema de la cepa en mayor concentracion pueden sangrar en el conjunto
de desambiguacioén de la cepa menor, elevando artificialmente la concentracion estimada de la cepa secundaria. En
algunas realizaciones, se estima que la cantidad de ADN de muestra requerida para analizar poblaciones de
microorganismos es menor o igual a aproximadamente 0.4 ng de ADN.

En la Figura 19 se muestra otro ejemplo no limitante del sistema y método de la presente invencion aplicado para
medir poblaciones del microbioma a nivel de especie para un paciente con enfermedad de Crohn. La Fig. 19 muestra
una comparacion de los resultados del Motor Comparador (“CE”) con los resultados de BLAST y demuestra que la
secuenciacion metagendmica directa del ADN y el emparejamiento probabilistico de acuerdo con la presente invencion
fue capaz de caracterizar, con mayor precision, poblaciones de bacterias en comparacion con el método BLAST
conocido.

Las ventajas de un sistema y método de secuenciacion directa de ADN y analisis metagendémico que utiliza
emparejamiento probabilistico de acuerdo con la presente invenciéon pueden incluir, pero no se limitan a, lo siguiente:

(i) el sistema y el método son capaces de identificar poblaciones enteras de microorganismos en una sola muestra;

(i) el sistema y el método son universales y generales para todos los microorganismos, ya sean bacterias, virus,
parasitos, hongos o fragmentos de ADN, plasmidos, elementos mdviles u otros;
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(iii) el sistema y el método son capaces de detectar e identificar simultaneamente todos los tipos de microorganismos
presentes mediante el empleo de bases de datos genémicas de referencia;

(iv) la precision y sensibilidad del sistema y método excede todos los métodos convencionales;

(v) el sistema y el método no requieren la amplificacion del ADN, y la extraccion y secuenciacion directas minimizan
los errores que de otro modo podrian resultar de la amplificacion;

(vi) el sistema y el método son independientes de la tecnologia de secuenciacién y normalizan el error de maquina de
los secuenciadores;

(vii) el sistema y el método dan cuenta de la mutacidon genética, incluidas inserciones y eliminaciones, islas de
patogenicidad, insercion de plasmidos y genomas moviles u otros;

(viii) el sistema y el método son capaces de rastrear el origen de poblaciones especificas de microorganismos, incluida
la deteccion de agentes patégenos en los alimentos y el agua;

(ix) el sistema y el método son capaces de determinar cambios en la biodiversidad y pueden detectar patégenos
manipulados; y

(x) el sistema y el método pueden tener una sensibilidad estimada para identificar un solo organismo en una poblacién
de microorganismos de 1 en 20 mil millones.

Las realizaciones de la presente invencion se han descrito completamente anteriormente con referencia a las figuras
de los dibujos.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para caracterizar material bioldgico en una muestra que contiene material genético de una pluralidad de
organismos, el método comprende:

(a) generar una pluralidad de lecturas de fragmentos metagenémicos secuenciando fragmentos metagendmicos
extraidos de la muestra;

(b) realizar una comparacion probabilistica para cada una de las lecturas del fragmento metagenémico con una
pluralidad de lecturas del genoma de una base de datos gendmica de referencia que contiene identidades genémicas
del organismo para detectar correlaciones causales entre cada una de las lecturas del fragmento metagenémico y la
pluralidad de lecturas del genoma en las que existe una correlacion causal entre un fragmento metagendmico leido y
una subsecuencia en la base de datos gendmica de referencia cuando las comparaciones probabilisticas determinan
que la lectura del fragmento metagenémico y la subsecuencia de la base de datos gendémica de referencia son lo
suficientemente similares como para implicar una relacion biolégica, en donde la comparacion probabilistica
comprende:

(i) crear una lista de palabras de secuencia de muestra para cada una de la pluralidad de lecturas de fragmentos
metagenoémicos que comprenden:

dividir cada una de las lecturas de fragmentos metagendémicos en palabras de secuencia de muestra en un caracter
de limite, en el que el caracter de limite esunode A, C, To G, y

crear la lista de palabras de secuencia de muestra a partir de las palabras de secuencia de muestra para cada una de
las lecturas de los fragmentos metagenémicos;

i) crear una lista de palabras de referencia para una pluralidad de lecturas del genoma de la base de datos gendémica
de referencia que contiene identidades gendmicas de organismos que comprenden:

dividir cada una de las lecturas del genoma en palabras de referencia en un caracter de limite en el que el caracter de
limite esunode A, C, To G,

crear las listas de palabras de referencia a partir de las palabras de referencia para cada una de las lecturas del
genoma, y

almacenar las listas de palabras de referencia en un catalogo de listas de palabras de referencia, en el que cada lista
de palabras de referencia esta asociada con una o mas categorias, y cada una de las una o mas categorias es un
género, especie o cepa de un organismo conocido;

(c) para cada una de las palabras de secuencia de muestra de la lista de palabras de secuencia de muestra, comparar
la palabra de secuencia de muestra con las palabras de referencia de cada una de las listas de palabras de referencia
e identificar coincidencias entre la palabra de secuencia de muestra y una o mas de las palabras de referencia usando
emparejamiento probabilistico; y

d) retener las correlaciones causales detectadas;

e) agregar las correlaciones causales retenidas por cepa gendmica y especie para identificar un conjunto de genomas
de microorganismos contenidos en la muestra;

f) crear conjuntos de patrones independientes de inclusion de subconjuntos y exclusién de subconjuntos para dicho
conjunto de genomas de microorganismos, en el que los conjuntos de patrones independientes son patrones de
palabra de referencia que ocurren en algunos, pero no en todos los genomas del conjunto de genomas;

g) para cada conjunto de patrones independientes, emparejar el conjunto con la pluralidad de lecturas de fragmentos
metagendmicos en el que un resultado de emparejamiento indica el grado de cobertura del conjunto de patrones por
la pluralidad de lecturas de fragmentos metagendmicos y en el que cada uno de los emparejamientos da como
resultado una estimacioén independiente de concentracion del genoma en el conjunto;

en el que las etapas del método se realizan utilizando un procesador y una memoria.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el método comprende rellenar una tabla hash con las
palabras de referencia de cada una de las listas creadas de palabras de referencia.

3. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que las comparaciones probabilisticas:
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a) producir resultados probabilisticos en forma de un mapa de probabilidad de probabilidades de que las especies y/o
cepas de microorganismos contenidas en la base de datos genémica de referencia estén presentes en la muestra. o

b) incluir mapeo de arboles filogenéticos.

4. Un aparato para caracterizar material biolégico en una muestra que contiene material genético de una pluralidad de
organismos, el aparato comprende un procesador y

memoria, en la que el procesador y la memoria estan configurados para realizar el método de la reivindicacion 1.

5. El aparato de la reivindicacion 4, que comprende ademas un secuenciador configurado para generar la pluralidad
de lecturas de fragmentos metagendmicos secuenciando los fragmentos metagenomicos extraidos de la muestra.

6. El aparato de la reivindicacion 5, que comprende ademas un extractor configurado para extraer los fragmentos
metagenomicos de la muestra.

7. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la muestra es una muestra clinica.

31



ES 2 899 879 T3

SANOIODVIOINNINOD
3d d3d

L "©Id

0k

OAILISOdSIA

Gl

GGl

oldvnsn

4

./

32



ES 2 899 879 T3

¢ 9ld

gl Sid
il |
\...\.\. ;....f.. i
! SINOIDVIINNINOD s&.fwzzi..?. SIAVALNT SYNIO | o0t
S 3a a3y J .
r/z!;.{. \.\\\.
. Rl R gw
&
08} s y 751 a6t cos
A
¥
NOIDVIINNNOD ¥3aod 3a
30 3LNINOJINOD 3LNand
e oNvnsn olvnNsn
I m%mﬁm_z ) aavarnvs ;  3aVavilng
oLl ;- H 3a 0INAow 30 07INAON e
f-YNIIVINTY C e .,
Bt ) ST o
f !fxf
| OLNIINYrIxYdNI ¥ e
; 30 SONLRIODTY o
. e = IE!B'!?-
¥0oavs300ud R \a\\\\
A. PP 23 N
! v3yodwaL ~,
{ N3 VION3ND3s 2¢3 ,/
{ JaNoIovy3an \\ \
i N,
| JLNIIANY N
% s I e R STy P ALNIiaNY 5
opt . OLNIINVISIVY 20 HOL 4353 30 vaLS3ANI b
3a3nood
” 2 NYV/NQY
3a nod
A, I1avIGNVONILNI NOIJOVH1X3 oLarns e
AL3sVO o 3a vaLS3NI et TG L
304014303y
Zfr e
T .{../..
ot 4143

@
“w

33



ES 2 899 879 T3

O01d3dN0Ig JOSNIS

214"

et

€ "Bld

F18VIGNVYOY3LNI 313SVD

ol

41IN3OS3I-H0N'14 ZN'1

s\\\.\\

P
1

OLN3IINVISIV 3d
INDOTE ® NHV/NAVY

3d NOIOOVHLXd

001410413 OdINVO

442

34



ES 2 899 879 T3

POGL

121’
bOG1

¢cl

:BJoU3pPIdUI0D
Sp pepljiqeqo.d

:owsiuedlio
ap 2iquoN

=

9061

9061

/G|

0G1

[4%]!

961

35



ES 2 899 879 T3

INGRESA AL DISPOSITIVO e 200
ANALIZA MUESTRAS e 201
EXTRAE ACIDOS NUCLEICOS ~ }—— 202
3
SECUENCIA DE ADN/ARN e 203
g
ALMACENA DATOS e 204
-~
DATOS DE PROCESO INMEDIATO 205

PARA EMPAREJAMIENTO

RECIBE DATOS DE o086
EMPAREJAMIENTO

EXHIBE DATOS DE S § T
EMPAREJAMIENTO

S| SE REQUIERE MAS DE UN ANALISIS

¥

ENVIA DATOS DE SECUENCIA
EMPAREJADOS A ENTIDADES DE  {eve 208
INTERPRETACION DE DATOS

FIG. b

36



ES 2 899 879 T3

9 "Dl

sodlpsw sonsibay eaignd pnjes
se[euoioeu elousI8)el
\ souojelodgen ap solojeloqe]
osus2 ep sojeQ £ke| el op ugioea)|dy .. w/ w
Sy \\ . glounua?
e \ «s\.\\\ yueglen solojeloqe]
e, ».s\\.\s\
SOlvda
1 JANOIOVYLI3ddH31INI
e ~ 30 SOS¥NOTY ope S /
&
AN / SYION3NO3S
b 34 OLNIIAVYrIdvdNg /
.w.rv a0 30 SOSHNO3Y
seiousbiows ap %, .u\\
sslopoea se|jes us oIS a./ \_/ ,\w{
" Fragaed. \\
N L \\\

/ \ oo e ojuSIWElR]} 8P UQIIUSAIBIU|
:.,.fa/ _ sjusjed ap sojeq

moow%h_mmmmm ] — S3NOIOVOINNNOD 3a a3 \ziiffm BASNW €] 3p BYd9

e,
e —e. e  VAVINONVI¥L VLS3INdSIY
-,
0EE A ™.
1\\& £ »e../
Ot non
OAILISOdSIA
Rcii\ls\}!\l\\.\&
ot .. 50

37



ES 2 899 879 T3

£ "9l

L3

S

i
414
/f/. 3 ouensn
&
B uoIPB2IUNWOo? 08k
BP PBPIUM e cnsnssrssmnvsrssrsrenessarensssens - f L eireee et e o A S b g "
X
T — SO, SR | )
ap epanbsngq UQIZBIIUNLIOD J
. 2 oons)|iqegold ap pepiun i BlUS|e ap ewajsIg
eopnodess) ojusiwelsiedwsg P
\\ UQIJBULIOJU| g ) H )
\\ sojep ap
mEﬂu:mm ojusiweusdew|y lm oans|jgeqold
WO peplunwos bl op slejuoly i ojusiwelsiedws
» ap einjanisy : J w 3
4
e i
Py i
qeny souabojed sojep &p 2 uoiseidwod & aseq epewe|]
8p pepiigeqold - ojusiLLeUa 2By .\\ -
d i \\
s
: oLt a0
0t ¥
el
i
NOIDYION3ND3S
30 avaiNn
GOp Sl

Eh 4

L2418

38



ES 2 899 879 T3

sauo|s|>ap ap
sojpp ap asbg

DIDUaNJ3s
ap opjuswbbiy

V4

Dluwouoxp}

ap oy

8 'OId

lo}oajag

v IopDOYISD|D

Al

Y

pad

ap oupisadnq

10pBOYISDID

opoau

oupisaAng
10pD2YISDID

OA|SINDDI
oupisaAnq
10pDIYISD|D

»>

DlWouoxn}
ap 3ys0D

A

F « ayopo
> ua snjbay
soppynsai SDUD|S3AD(
ap uoIsny sp|Bai ap sojp(
spj6as
ap uonsab
ap zoyuaju|
so|bp ap [
aspDq ap Zpusju|
souniIsaAnq sojpp ‘owsiunbio ap -

spul uod boyauaboly sojpp ap asbg

Aﬂ

ap ppoyu3

oupnsn

39



ES 2 899 879 T3

SL4

(dq) elouanoas ap pnjibuon
L.

I

74

PR =
rocoscdinm Do b ambon St o s

|

ouewnH

Y

6 "Dl

(dqg) ei1ouanoas ap pnjibuoT]

(dq) erouanaas ap pnjibuoT]

me 124 e , mww. i m
m.mw 8 4
Jos | ..
.w.ﬁ ! §
Hmaw | a "

1§09 '3

§Z

w2
L+

174

i1

juasiod

odo1un 3fe

40



ES 2 899 879 T3

OH%O

st Z........w.....\.u.

SV | °

Ol "©id

eselawijod

d.LNP

O

eseljawijod

dINP

41



ES 2 899 879 T3

Instrumento 1100

met:;cer:;?nico Procesador Memoria
> 1101 1102
1103 o1 1102

FIG. 11

42



ES 2 899 879 T3

Recolecta muestra

S1201

l

Extrae
fragmentos
metagendémicos

51202

l

Secuencia de
fragmentos
metagenémicos

S1203

l

Métodos
probabilisticos
para
caracterizar
materiales
biolégicos en
la muesira

91204

FIG. 12

43




ES 2 899 879 T3

Comparaciones

probabilisticas
para detectar y
retener
correlaciones
causales

51301

'

Integra
correlaciones
causales
retenidas

51302

l

Crea conjuntos
de inclusion/
exclusion de

patrones
independientes

51303

'

Par establecido
contra lecturas
objetivo

51304

FIG. 13

44



ES 2 899 879 T3

Construye
catdlogo

S1402

\* si

Crea catdlogo

catdlogo?

»| Selecciona ‘/31403

catdlogo

Detalles de
catdlogo

Datos de
secuencia (que
representan una
Unica sustancia
conocida)

categoria?

Crea
categoria

Entrada
(Fasta/Fastq)

Agregar
— ™ sustancia  ———

a categoria
$1406 —

Detalles de
categoria

Detalles de
sustancia

Parametros
para
construccion
de palabras

Prepara motor
para deteccién
de palabras

w_~ 51407

Palabras

sustanciales
Secuencia de
S1408 —/ ™ andlisis de
palabras
Similitud de
sustancia a
Actualiza sustancia
S1409 — ™™ catdlogoy | |
propiedades
sustanciales
Propiedades
de
F I G - 1 4 substancia

45



ES 2 899 879 T3

Proceso de
muestra
desconocida

Agrega
$1301 _\' caracteristicas Detalles de

de muestras muesfru_s
desconocidas

desconocidas

S1502

Datos de
secuencia

Pardmetros de Prepara motor

construccion para deteccion desconocida
de palabra de palabra sin procesar
Secuencia de Palabras de
$1503. ™ andlisis para muestra
palabras desconocidas
Construye indice
paru)::ruzur Palabras
palabras desconocidas
31504 \/‘ desconocidas de que coinciden
referencia para con sustancias
palabras catalogadas
catalogadas

Compila salida
de
coincidencias

Portatil de
laboratoric que
detalla los

resultados de las
coincid jas F I G . 1 5

46



ES 2 899 879 T3

Andlisis
de palabras

Prepara motor

Pardmetros (Longitud Min de
de palabra, etc)
iconstruccion|
de palabras

para deteccién
de palabra

Registro

N

de lectura

No

S1604a

iMds registros?

Datos de
secuencia
de entrada

516044

Ri:

Y v

Registra
andlisis para
delimitador 1
de palabras

Registra Registra

andlisis para
delimitador 2
de palabras

andlisis para
delimitador 3
de palabras

Registra
andlisis para
delimitador 4
de palabras

S1604b

S1606

¢la palabra

cumple con
el tamario

minimo?

¢palabra
enconfrada
previamente?

$1607

[ | \
Para cada
palabra

encontfrada
en registro

S1605 S1608

imds
palabras en

registro?

51604¢

Agrega .
palabra  |———S\—p| | Listade
a la lista palabras

Si

Guarda

FIG. 16

palabras

47

“4~—351610

Base de
datos de
palabras



Identificacion basada en 16S

Limitaciones

/

77 clones de cultivo enriquecidos y 30 no cultivados spp.

Contenido 198 identificados spp., 750 no clasificados spp.,

Género Clostridium

ES 2 899 879 T3

- SnuISO[AYIo

" BPEOIJISE]D OU sajelsjoeqojAdwe)
[ 13}0qisny

- 0J3pydsobap

- ouidsosy
 DIYILIRYIS]
13}0DGOJRUIdY

C SoplLAN

- DJidsAyo01g

- SN3j020J01N
 Djjauostly

- nJodsAjodosoyoang
- D[jInyjnsa

- saupjdounoy

- 13)90q0Jq14

- snuoydouas.y

~ BPEIIJISE|D OU S3[e||19eqo]oeT

- Didono]

- wnigobuiydg

- SaoAwolpuoy?)

- 13}20G0sA]

- WNUBRGOJALfN

- DINPDLUOUNY

- WNL2JIDGOIAN

- boydoyfy

[ EPROIJISE[D OU 3BSIRISJORGOLI0D
- Dsdpaoynsag

- saunjdopoyy

~ EpEJIJISE|D OU S8jeplolaloeg
 DljRUOW|DS

- 19)20q0|Adw?)

- EpEJIJISE|D OU aeadelajoeqo|exQ
- nbioydouryy)

- souowouobsAg

 Dffesulljod

 epEONISE|D OU BLISJOBRGOUIIY

- WN|oJaDUY

 SN[|l30qluadd

- owsp|d

 EpedlISe|d OU SajapoLajoeg
epeoyise|d ou seasepeuowobulydsg
BpPEIIISE]D OU aBaJRIIE(I|2H

- epealyise|d ou elisjoeqoajoldeyjaq
" SM193020J0D7

 Dl[RI9HNS

" EPEJLISE]D OU ELI8)DE(O8}0.]

N EPEJIJISE]D OU sajellap|oyying

N EPEJIJISE]O OU aeadEpeUOLWIOYyUBY

29 clones de cultivo enriquecidos y 6 no cultivados spp.
FIG. 17A

11 identificados spp., 160 no clasificados spp.,

Género Escherichia/Shigella

Género Bactgeroides
~46 identificados spp. Y 120 no clasificados spp.

"“ |I ”"""n"""""n"""ﬂ"ﬂﬂﬂ""n"n"""ﬂ“nnnnnnnnnnnnrlnrlnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnknnnnnrlnnnnrlnn

C EPEDLISE[O OU 9E8E]19)0E(OISIUT
- 19)apqoJods
- SapI0J9}aDg

I

SEPEJISE|D OU Seliajoeg

14
12

8
)
4{HHE
2 JHHH

(=]

48



VS. 16S

rd

-

Ificacion genomica

Ident

Fig. 17C

N

ES 2 899 879 T3

Fig. 17D

SnUISOAYION

BpPEIYISE]D OU SajelaloeqojAdwer
Jayangisn{
nJapydsobayy
puldsonIN
DIYOLIBYIS]
13)20q0joUIY
saploJAN
DJidsAyanig
SN3|00LIN
Djjauosly
nJodsAjodosoyaang
D||3InYNSa(
saunjdounay
13}00q0.q14
snuoydouas.y
BPEOYISE]D OU S8B[|19eq0)oeT
pidosno]

wng;obu!ng

saaAwoIpuoyy

Jayonqosk]

WNUa}IDGofiRaN

DINDWOUY

WNL2}IDqoaAN

nboydojky

EpedjISe|d ou sealdellajdeqolo)
psdoaojnsag

saupjdopoyy

BPEOYISE]D OU Sa[eplolaloeg
WENLITS

19100q0jdwiny

BPEOYISE]D OU 9B3IRISJIB]O[RX()
nboydouniyy)

spuowouobsfg

Djjsutjjo)

BPEJIISE]D OU BLIS)OBGOUNIY
wnpiosanuy

$n|lapquang

pwsp|doaky

BPEDYISE|D OU S3)apolialoeyg
EpEDIJISE|D OUu seasepeuowobulyds
BPEDYISE|D OU 8B39RI2JIE(I[OH
EpEDIJISE|D OU Bl8)oRqOsjoIde)aq
$N30030}30]

FIG. 17B

=} pjpsayng

- epPEOYISE]D OU B[I9)J0B(03)0Id

[ epeoyise|o ou sajelspjoyying

[ epeolISe]d ou seadepeUOLIOYURY
- EPEOIJISE[D OU 9ESDELIB)OB]OISIUT

- 13}20q0.0dS

- 53pI043)ong

[ sepeoyise|d ou seldjoeg

49

o



ES 2 899 879 T3

7508 GAION Ibpuualiaq 1youuafiaq wnipuisol) SVARIIE!

0£9 S[idoyip WnIpLYsop)
GO¥LC J0LV Wnj2oouLiay} WnIpLasol)

GGG WSQ Laninpy wnipuisojg

¢0GE J0LV “AS ¥ Wnuinoq LnipLAsofy

¥78 01V Wn9Knqojaon wnipuysol)

bgs| subjusuiajoibyd wnipusol)
¢ ‘ns suabuupied wnipuisol)

883 lubjs} wniplisoi)

50



ES 2 899 879 T3

28¥8 D01V SMpBina sapioiayong aszl Oi4d

48¢9 siiboyy sapiosajang

GBZGZ 20Lv siiboyy sapiossjong

(8¥5—IdA U0IIWODI0IDI3Y) S8ploJsjaDg
9¥HOA SlboJj sapioajong

UOJDIWIOD}OID}aY} SapIJa}aDg o¥e6 OLON Siibpyy sapiossjong
SIULIOJlUN S3PI0JA}IDg

51



ES 2 899 879 T3

3.1 OId S06103 LH:LG10 100 DIYOUBYS
6¥91CIN 2Dusjueskp Dyablug

SH 109 DIYILaYIS]
VLISYZ3 1109 DIYOURYRS] v/g 109 DIYOUSYDS]
723 1109 DIYOLAYOS
9gG 1ouuos DjablyS ‘ 21658 !Ipkog jbuyg

8E9EG 100 DIYIIAHISY

10 93V 109 DYoLy
! 114 109 DIYIUAYDST
10§ “AS DZ Lauxay pjoblug

££0140 1109 DlYoUaydsy

6100113 109 DIYdLBYIST

69/8¥CZ3 1102 DIYOUAYOS]

80LHQ 1109 DlyoLIaYdsy

R OLIEH 103 DIYdLaYIS]
a0 1= m.w_.uh__wmw__&___w \ 1£18 100 DIyaLRYas3
109 DIYIUAIS] 116 “5is b7 Ueuxaly ojoblyg

ZUY 109 DAY | gynss reuuos DyebiyS
[HLS)0 109 0149383

52



ES 2 899 879 T3

Nivel inferior de deteccion por nUmero de lecturas

® Lectura # ® Concentracion observada (%) ©O Concentracion real (%)
1000000 o— 100
o190
-80
. -
100000 . 70
— 60
[}
- P e—30
® fo) - 40
10000 . = 30
° 2 20
o ®
° s o o ;2] L] 10
1000+e——9-8 2 e © % 0
TSN M« uw M~ aQ O o s o™~
D bbb bbb b L LT
0 O o o0 oo o ao Q Q A

53



¢ NetBlast

=gk

ES 2 899 879 T3

!
- [l
il
{l
s
0k
0t
0t
1 |t
1} o
0 -
I o
0 s
a o
- [ 0
- | 0 ¢
il
]
0r| @
0 o L 4
1 o L ¢
-0
- 2
ihg
- L 4
- &
- 0l e
- *
- 0 e
- | 0@
- 0
: 0
e
0r| e
- De
0| ® |t
0 e |f
¢ -
0 e -
0 2 -
0|e -
SETINBRITNELEEY S
sgggmm—odooooo

(z601 PIPOs3) PAYDLISI PIDUPPUNQY

54

WNaA|0IDya9Ds  WNIPLSO[)
‘ds sna2020.do)

sanbio} snasooouILIny
WNUaJopq panynaun
Wwnago SnaJ0doulny
SUIAJOSIUD|AX SaPI0IA}IDg
IW0Iq SNI20I0UILNY
liuop1ob sn22020)dal)s

‘ds snj|1opqiuang
apjuownaud snao020}dasyg
SIUOSD)SIP S3PI0.2)IDqDI0
9[IdIIp WNIpLISOLD

iunfal Ja3o0qoiAdwing

DJua| D|jaypabb3
snjiydowJay} snuwuay|
piydiuionw DISUDULIBYYY
snan|ojpb sna2090}dang
SINS SN22090}dal)S
snjiydouwnsay} sn92030)danyg
souaboAd snasoooydeng

sijiboy) sapioiayong

SIJUDSS|OPD WINLIS)IDGOPLIE

9|D}2aJ WnLI3)ongn

FIG. 19



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

