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DESCRIPCION
Método y sistema informatico para evaluar anotaciones de clasificacion asignadas a secuencias de ADN
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método implementado por ordenador y a un sistema informatico para la eva-
luacién de anotaciones de clasificacion asignadas a secuencias de ADN. Especificamente, la presente invencion se
refiere a un método implementado por ordenador y a un sistema informatico para evaluar anotaciones de clasifica-
cion asignadas a secuencias de ADN almacenadas en una base de datos.

Antecedentes de la invencion

La identificacion de formas de vida, basada en secuencias se utiliza cada vez mas para fines de diagnostico. Al ser
independiente del crecimiento y del metabolismo, este método ofrece ventajas significativas en términos de veloci-
dad y precision sobre técnicas convencionales basadas en el cultivo. Genes conservados presentes en todas las
bacterias u hongos se amplifican y posteriormente se secuencian utilizando técnicas de secuenciacion automatiza-
da. Las secuencias obtenidas se comparan después con referencias en una base de datos. De este modo, incluso
materiales aislados raros, inesperados o inusuales se pueden identificar y clasificar rapidamente. El analisis de las
secuencias se puede aplicar a todos los genes conservados de todas las formas de vida, particularmente a microor-
ganismos tales como bacterias y hongos. La identificacion de microorganismos basada en las secuencias, depende
de la comparacién de la secuencia caracteristica de la muestra con una base de datos que contiene secuencias de
referencia que representan todos los géneros y especies pertinentes. Por tanto, es importante que una base de
datos de referencia cumpla los siguientes requisitos:

1) Secuencia exacta: la base de datos contiene secuencias correctas de la diana solicitada, no tiene errores de
secuenciacion, ni fallos de lectura, no hay huecos artificiales, inserciones, no hay secuencias de vectores.

2) Anotacion de clasificacion correcta (es decir, denominacion de los registros): las secuencias se anotan correc-
tamente (por ejemplo, los nombres de las especies) y esta informacién se actualiza con respecto a cambios en la
taxonomia.

3) Representativa: la base de datos representa todas las formas de vida pertinentes, por ejemplo, género y espe-
cie, incluyendo sus variantes genéticas (intraespecificas, intragendmicas).

4) Actualizacion: las referencias se actualizan con respecto a especies descritas recientemente y a posibles cam-
bios en la taxonomia (véase también 2).

Actualmente no existe una base de datos de referencia Unica que cumpla todos estos requisitos. Sin embargo, debi-
do a que la calidad de los resultados de las comparaciones de secuencias depende en gran medida de las referen-
cias disponibles, es crucial que estas bases de datos sean lo mas fidedignas posible. En general, los cientificos
afiaden registros a repositorios publicos que tienen una calidad aceptable en términos de contenido de la secuencia
y de la anotacién (por ejemplo, nombre de la especie). Sin embargo, hay muchos errores de secuenciacion o anota-
ciones incorrectas en relacion con la taxonomia actual. Se producen errores de anotacion, por ejemplo, cuando las
secuencias se presentan junto con una informacion incorrecta sobre el organismo o el gen a partir del cual se ha
obtenido la secuencia, o con nombres de especies que no estan actualizados (por ejemplo, cuando las especies se
han clasificado de nuevo taxondmicamente, como es frecuentemente en el caso de bacterias). Cuando una secuen-
cia de una muestra se busca en una base de datos de referencia, la lista resultante suele mostrar coincidencias
correctas e incorrectas indistintamente, dejando en manos de la experiencia del usuario la determinacién de qué
referencias se identificaron de forma correcta o incorrecta. Por lo tanto, una secuencia correcta con una anotaciéon
incorrecta podria aparecer en la parte superior de la lista de coincidencias y, por lo tanto, indicar una identificacion
erronea de una bacteria, por ejemplo. Debido a que la identificacion de agentes patdgenos basada en la secuencia
se esta convirtiendo hoy en dia en una parte del trabajo rutinario en los laboratorios de diagndstico médico, veterina-
rios e industriales, existe una necesidad de que las busquedas y las comparaciones de secuencias en bases de
datos sean féaciles y fiables, por ejemplo, para la identificacion de una especie bacteriana o fungica o un subtipo de
virus, o para hacer cotejar cualquier organismo desconocido con una base de datos de organismos bien caracteriza-
dos. En particular, los resultados de la busqueda y la comparacion de la similitud de secuencias se deben proporcio-
nar de forma adecuada con respecto a la experiencia de los técnicos de laboratorio comun, que, en general, no
tienen experiencia cientifica o una amplia formacion en bioinformatica o en taxonomia de organismos (microorga-
nismos).

El documento de EE.UU. 2007/0083334 describe sistemas y métodos para anotar secuencias biomoleculares. Des-
pués de la alineacion(es) de secuencias, las secuencias biomoleculares se agrupan con métodos informaticos de
acuerdo con un campo de homologia progresiva, usando uno o varios algoritmos de agrupamiento. Una secuencia
biomolecular se considera que pertenece a una agrupacion, si la secuencia comparte una homologia de secuencia
basada en la alineacion, superior a un determinado valor umbral con uno de los miembros de la agrupacién. Segun
el documento de EE.UU. 2007/0083334, la agrupacion computacional se puede efectuar usando cualquier programa
informatico de alineacion, disponible comercialmente incluyendo un algoritmo de homologia local. Por ejemplo, un
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grupo muestra un cierto grado de homologia, si los acidos nucleicos son idénticos entre si en un 90%.

El documento de EE.UU. 2007/0134692 describe un método y un sistema basado en la alineacién para actualizar
datos de anotacion de un conjunto de sondas. Se generan una o varias agrupaciones mediante la transcripcion a
través de conjuntos de datos recuperados a partir de una o varias fuentes. Una o varias secuencias de sondas se
alinea con una secuencia representativa de una o varias de las agrupaciones. La secuencia representativa se alinea
con una secuencia del genoma y la secuencia del genoma se anota con informacion sobre la ubicacion de la sonda.
Las secuencias de sondas alineadas se cartografian en la secuencia del genoma, usando la alineacion de la se-
cuencia representativa y la secuencia del genoma. Una puntuacién se calcula utilizando un ndmero asociado con las
secuencias de sondas alineadas y un numero asociado con la formacién de una ubicacion de la sonda asociada con
una region de la secuencia del genoma que se corresponde con la secuencia representativa alineada. Registros
redundantes se pueden eliminar mediante el método de agrupacion. Por ejemplo, si la alineacion de transcritos en
una agrupacion se solapa en >97% en su longitud completa, entonces se determina que son redundantes y solo la
secuencia mas larga se conserva en la agrupacion.

Compendio de la invencion

Es un objeto de esta invencion proporcionar un método implementado por ordenador y un sistema informatico para
evaluar (y evaluar de nuevo) anotaciones de clasificacion que incluyen anotaciones taxonémicas, sistematicas y/o
funcionales, asignadas a secuencias de ADN. En particular, un objeto de la presente invenciéon es proporcionar un
método implementado por ordenador y un sistema informatico para evaluar cualitativamente las anotaciones de
clasificacion, de tal manera que anotaciones erréneas y/o dudosas sean patentes para los técnicos de laboratorio
que no tienen una amplia experiencia o entrenamiento en bioinformatica o en taxonomia de organismos (microorga-
nismos).

De acuerdo con la presente invencion, estos objetos se consiguen especialmente a través de las caracteristicas de
las reivindicaciones independientes. Ademas, otras realizaciones ventajosas se deducen de las reivindicaciones
dependientes y de la descripcion.

De acuerdo con la presente invencion, los objetos anteriormente mencionados se consiguen en particular, ya que
para evaluar las anotaciones de clasificacion (incluyendo anotaciones taxondmicas, sistematicas y/o funcionales)
asignadas a secuencias de ADN almacenadas en una base de datos, por ejemplo, una base de datos de referencia,
las secuencias de ADN se agrupan, basandose en sus anotaciones de clasificacion respectivas, por especies utili-
zando sistemas de clasificacion establecidos para la clasificacion taxondmica, sistematica y/o funcional. Posterior-
mente, para las parejas de secuencias de ADN, se determina en cada caso una medida de distancia entre las se-
cuencias de ADN respectivas. La medida de distancia se determina alineando automaticamente las secuencias de
ADN respectivas y definiendo la medida de distancia basandose en una puntuacion de la similitud entre las secuen-
cias de ADN alineadas. Por ejemplo, la medida de distancia entre dos secuencias de ADN se calcula como un valor
complementario a la puntuacion de la similitud, por ejemplo, restando una puntuacion ponderada de la similitud de
una. Por ejemplo, la puntuacién ponderada de la similitud se calcula dividiendo la puntuacion de la similitud entre las
dos secuencias de ADN, entre la longitud menor de las dos secuencias de ADN. Posteriormente, se determina una
secuencia centroide que tiene la medida global mas corta de distancia a las secuencias de ADN. Preferiblemente,
dentro de un grupo definido de secuencias de ADN, por ejemplo, secuencias de ADN relacionadas con una especie,
la secuencia centroide es la secuencia de ADN de estas secuencias que tiene la medida acumulada mas corta de
distancia a las otras secuencias de ADN en el grupo. Alternativamente, la secuencia centroide es un objeto comple-
tamente virtual, calculado para tener la menor medida promedio de la distancia a todas las secuencias de ADN que
se van a considerar. Cabe sefalar que dentro del presente contexto, la expresion "secuencia centroide" se utiliza
para incluir un objeto centroide, representativo de una secuencia de ADN real, asi como un objeto centroide repre-
sentativo de un objeto virtual. A cada una de las secuencias de ADN que se van a considerar, se asigna la medida
de distancia entre la secuencia de ADN respectiva de las secuencias de ADN y la secuencia centroide, como un
nivel de confianza cuantitativo para la anotacion de clasificacion de la secuencia de ADN respectiva de las secuen-
cias de ADN. Preferiblemente, los niveles de confianza se almacenan en la base de datos asignada a la anotacion
respectiva y la secuencia de ADN que coincide con una especie conocida o un nombre de género. La evaluacién y la
valoracién de las anotaciones de clasificacién con estos niveles de confianza, hace que sea posible proporcionar a
un usuario una indicacién del grado de representatividad de una secuencia de ADN para una especie en particular.
Por ejemplo, cuando un usuario realiza una consulta en la base de datos, con cada registro en la lista de secuencias
de referencia que coinciden, se presenta un campo para el usuario que indica el nivel de confianza que representa la
secuencia de ADN correspondiente para esa especie y/o género en particular. Dependiendo de la realizacion, el
nivel de confianza cuantitativo, es decir, la medida de la distancia a una secuencia centroide, es un valor numérico o
un valor cualitativamente descriptivo obtenido a partir del valor numérico. Para los niveles de confianza numéricos,
una medida baja de la distancia indica una anotacion de confianza, mientras que con una distancia mayor, el registro
debe ser considerado con mas cuidado en lo que respecta a proporcionar una identificacion valida.

De acuerdo con la presente invencién, la medida de la distancia se determina entre secuencias de ADN de una
especie y las secuencias centroides se determinan para las secuencias de ADN de cada una de las especies. En
una realizacion preferida, los valores atipicos se definen dentro de la especie, por lo que los valores atipicos son
aquellas secuencias de ADN que tienen las mayores medidas de distancia a la secuencia centroide de la especie
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respectiva. Por ejemplo, uno o varios valores atipicos se definen basandose en un valor umbral de la distancia
maxima, una desviacién definida a partir de una medida promedio de la distancia o un nimero o una cantidad defini-
da de secuencias de ADN que tienen la mayor medida de distancia desde la secuencia centroide. Para los valores
atipicos que tienen una medida menor de distancia a una secuencia centroide de otra especie, las anotaciones se
marcan como incorrectas, por ejemplo, estableciendo un indicador respectivo en la base de datos.

En una realizacién, se genera un grafo de aristas ponderado a partir de las puntuaciones de similitud entre las se-
cuencias de ADN. En este grafo, las secuencias de ADN son nodos en el grafo, y los nodos estan conectados si la
puntuacion de similitud entre las secuencias de ADN respectivas es positiva (a las secuencias no alineables y dife-
rentes se les asigna una similitud de cero). A la medida de la distancia entre las secuencias de ADN respectivas se
asigna en cada caso un peso de arista. Para los nodos en el grafo, se calculan las densidades de conectividad local
(numero de conexiones con otros nodos). Las agrupaciones de nodos se definen a través de agregacion progresiva
hasta una densidad maxima de conectividad local, por lo que la medida de la distancia entre las secuencias de ADN
asociadas con nodos en una agrupacion (distancia dentro de la agrupacion) es significativamente menor que una
medida promedio de distancia entre las secuencias de ADN asociadas con los nodos del grafo (distancia promedio
del grafo).

En una realizacion adicional, un valor umbral de agrupacion se recibe en el ordenador del usuario, por ejemplo,
como respuesta al usuario al ver el grafo que se muestra en una pantalla. Posteriormente, las agrupaciones de no-
dos se definen mediante la aplicacion del valor umbral de agrupacion como una distancia maxima dentro de la agru-
pacion. Por lo tanto, los nodos asociados con secuencias de ADN que tienen una medida de distancia mayor que la
distancia maxima dentro de la agrupacion, no estan incluidos en la agrupacion. Después de la aplicacion del valor
umbral de agrupacion, el grafo se muestra en la pantalla. Mediante la seleccion de diferentes valores umbrales de
agrupacion, el usuario puede seleccionar un nivel de granularidad del grafo en el sentido de que, con un valor relati-
vamente elevado del valor umbral de agrupacion, el grafo es tipicamente una estructura coherente que conecta
todos los nodos, mientras que para los valores umbrales menores de agrupacion, el grafo tipicamente se desintegra
en multiples agrupaciones.

Preferiblemente, en el enfoque basado en el grafo, la secuencia de ADN asociada con el nodo que tiene la mayor
densidad de conectividad en una agrupacion, es decir, el mayor nimero de conexiones con otros nodos, se define
como la secuencia centroide de esa agrupacion.

En una realizacion, la anotacion de clasificacion asociada con una secuencia centroide se asigna a secuencias de
ADN asociadas con esa secuencia centroide. Especificamente, la anotacion del centroide de una agrupacion deter-
minada se asigna a secuencias de ADN asociadas con los nodos de esa agrupacion. Preferiblemente, esta anota-
cién no sobrescribe la anotacién de clasificacion existente de una secuencia de ADN, sino que se afiade como una
recomendacion que se puede mostrar a los usuarios.

Ademas de un método implementado por ordenador y un sistema informatico para la evaluacion de anotaciones de
clasificacion asignadas a secuencias de ADN, almacenadas en una base de datos, la presente invencion también se
refiere a un producto de programa informatico que incluye medios de cédigo de programa informatico para controlar
uno o varios procesadores de un ordenador, de tal manera que el ordenador ejecuta el método, en particular, un
producto de programa informatico que incluye un medio legible por ordenador que contiene el medio de cddigo de
programa informatico.

Breve descripcion de los Dibujos
La presente invencion se explicara con mas detalle, a modo de ejemplo, con referencia a los dibujos en los que:

La Figura 1 muestra un diagrama de bloques que ilustra esquematicamente una configuracion ejemplar de un siste-
ma basado en ordenador para la puesta en practica de realizaciones de la presente invencion, comprendiendo dicha
configuracion un sistema informatico con una base de datos, y estando conectada dicha configuracion a un terminal
de entrada de datos a través de una red de telecomunicaciones.

La Figura 2 muestra un diagrama de flujo que ilustra una secuencia ejemplar de las etapas para valorar las anota-
ciones de clasificacion asignadas a secuencias de ADN.

La Figura 3 muestra un diagrama de flujo que ilustra una secuencia ejemplar de las etapas para la determinacion de
una o varias secuencias centroides.

La Figura 4 muestra un ejemplo de una agrupacién de secuencias de ADN relacionadas con una secuencia centroi-
de.

La Figura 5 muestra una alineacion de 11 variaciones ejemplares de secuencias de ADN relacionadas con una es-
pecie.

La Figura 6 muestra un ejemplo de una interfaz de usuario que muestra a un usuario posibles coincidencias de una
secuencia de una muestra, indicandose cada posible coincidencia con un nivel de confianza (dist).
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Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

En la Figura 1, el numero de referencia 3 se refiere a un terminal de entrada de datos. Como se ilustra en la Figura
1, el terminal de entrada de datos 1 incluye un ordenador personal 31 con un teclado 32 y un monitor de visualiza-
cion 33, por ejemplo.

Como se ilustra en la Figura 1, el terminal de entrada de datos 3 esta conectado al sistema informatico 1 a través de
una red de telecomunicaciones 2. Preferiblemente, la red de telecomunicaciones 2 incluye Internet y/o Intranet,
haciendo que el sistema informatico 1 sea accesible como un servidor de red a través de la red mundial o dentro una
red IP diferente, respectivamente. La red de telecomunicaciones 2 también puede incluir otra red fija, tal como una
red de area local (LAN) o una red digital de servicios integrada (RDSI) y/o una red inalambrica, tal como una red de
radio movil (por ejemplo, el Sistema Global de telecomunicaciones Moéviles (GSM) o el Sistema Universal de Telefo-
nia Moévil (UMTS)), o una red de area local inalambrica (WLAN). En una variante, al menos un terminal de entrada
de datos 3 esta conectado directamente al sistema de ordenador 1.

El sistema informatico 1 incluye uno o varios ordenadores teniendo cada uno, uno o varios procesadores. Por otra
parte, el sistema informatico 1 comprende una base de datos 11 (referencia) que incluye registros almacenados de
secuencias de ADN de referencia 111. Como se ilustra esquematicamente en la Figura 1, el sistema informatico 1
incluye diferentes modulos funcionales, a saber, un médulo de comunicaciéon 120, un médulo de aplicacion 121, un
modulo comparador 122, un detector de centroide 123, un modulo de valoracion 124, un detector de errores 125 y
un generador de grafos 126. La base de datos 11 se implementa en un ordenador compartido con los médulos fun-
cionales o en un ordenador independiente. Como se ilustra esquematicamente en la Figura 1, la base de datos de
referencia 11 incluye anotaciones de clasificacion 112, que incluyen anotaciones taxondémicas, sistematicas y/o fun-
cionales, asociadas con secuencias de ADN 111. Tipicamente, el contenido de la base de datos de referencia 11
incluye registros relacionados con secuencias de ADN recuperadas y obtenidas a partir de diferentes bases de datos
de secuencias de ADN (publicas o privadas). El médulo de comunicaciones 120 incluye elementos convencionales
del equipo informatico y de programas informaticos configurados para el intercambio de datos a través de la red de
telecomunicaciones 2 con uno o varios terminales de entrada de datos 3. El moédulo de aplicacion 121 es un médulo
del equipo informatico programado configurado para proporcionar a los usuarios de la terminal de entrada de datos 3
una interfaz de usuario 1211. Preferiblemente, la interfaz de usuario de 1211 se proporciona a través de un navega-
dor de Internet convencional, tal como Microsoft Explorer o Mozilla Firefox. EI médulo comparador 122, el detector
de centroide 123, el moddulo de valoracion 124, el detector de errores 125 y el generador de grafos 126, son preferi-
blemente mddulos de programas informaticos programados que se ejecutan en un procesador del sistema informati-
co1.

El numero de referencia 7 se refiere a una base de datos de sistemas de clasificacion (interconectada) accesible
para el sistema informatico 1 a través de la red de telecomunicaciones 2. La base de datos de sistemas de clasifica-
cion incluye sistemas de clasificacion establecidos actuales para la clasificacion taxondmica, sistematica y/o funcio-
nal de secuencias de ADN de formas vivas. Los sistemas de clasificacion no son estaticos y estan sujetos a cambio
y/o adicion.

En los siguientes parrafos, se describe la funcionalidad de los médulos funcionales con referencia a las Figuras 2 y
3.

En la etapa S1, en funcidn de sus anotaciones de clasificacion respectivas 112, el médulo comparador 122 agrupa
por especies las secuencias de ADN 111 almacenadas en la base de datos de referencia 11 utilizando sistemas de
clasificacion establecidos actuales, disponibles a partir de la base de datos de sistemas de clasificacion 7. La agru-
pacion de las secuencias de ADN se realiza en todas las secuencias de ADN 111 o en un grupo seleccionado de las
secuencias de ADN 111. Por ejemplo, el médulo comparador 122 es activado por un comando operador de una
peticion de usuario. En una realizacion, el médulo comparador 122 se activa periédicamente o de forma automatica
cada vez que se produce un cambio, una adicién o una actualizacion en el sistema de clasificacién 7, o se introduce
(agrega) un numero definido de nuevas secuencias de ADN 111 en la base de datos de referencia 11 y/o se asocia
con una especie. En consecuencia, las anotaciones de clasificacién 112 asignadas a secuencias de ADN 111 son
evaluadas y evaluadas de nuevo continuamente y de forma repetida, por ejemplo, en funcién de los cambios en la
base de datos de referencia 11 y/o la base de datos del sistema de clasificacion 7.

En la etapa S2, el médulo comparador 122 genera una matriz para comparar las secuencias de ADN 111 (seleccio-
nadas). Dependiendo de las realizaciones, se genera una matriz comun para todas las secuencias de ADN 111, o se
generan diferentes matrices para cada especie.

En la etapa S3, el médulo comparador 122 compara las secuencias de ADN 111 (seleccionadas). En primer lugar
las secuencias de ADN respectivas se alinean automaticamente en la etapa S31.

La Figura 5 muestra un ejemplo de alineacién de once secuencias (por ejemplo, secuencias ribosémicas bacteria-
nas, utilizadas comunmente para la identificacion y la taxonomia de especies basadas en secuencias bacterianas)
que representan "Abiotrophia defectiva". Como se puede observar en la Figura 5, estas secuencias no son idénticas;
tienen diferencias o mutaciones que pueden reflejar o bien errores de la secuenciacion o reflejar variaciones intraes-
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pecificas o intragendmicas verdaderas. A través de la alineacion de estas secuencias, es evidente que estas varia-
ciones se agrupan frecuentemente y que es posible determinar una secuencia que representa de forma excelente la
alineacion (en esta memoria, AY879307) vy, por lo tanto, también se consideran las especies bacterianas con la ano-
tacion "Abiotrophia defectiva", con respecto a todas las secuencias de ADNr 16S de "Abiotrophia defectiva" publica-
das.

En la etapa S32, el médulo comparador 122 determina una puntuacion de similitud entre las secuencias de ADN 111
alineadas, por ejemplo una puntuacion expresada como un porcentaje de la correspondencia entre secuencias. Las
puntuaciones de similitud entre las secuencias de ADN 111 (seleccionadas) se almacenan en la matriz. Hay que
destacar que la puntuacion de similitud se puede determinar utilizando varios algoritmos de alineacion diferentes, por
ejemplo, algoritmos de alineacion por parejas, globales, locales, ponderados y/o basadas en el perfil, y teniendo en
cuenta otros elementos de las anotaciones ademas de la informacioén de la clasificacion.

En la etapa S4, la secuencia(s) centroide(s) C se determina para las secuencias de ADN 111 (seleccionadas). En
primer lugar, en la etapa S41, el médulo comparador 122 determina una medida de distancia entre las secuencias
de ADN 111 (seleccionadas) respectivas. La medida de distancia se determina basandose en las puntuaciones de
similitud entre las secuencias de ADN 111 alineadas. En una realizacion, la medida de distancia se determina entre
las secuencias de ADN 111 dentro de una especie. Preferiblemente, las mediciones de distancia entre las secuen-
cias de ADN 111 (seleccionadas) se almacenan en la matriz.

Por ejemplo, la medida de distancia dist(x, y) entre dos secuencias de ADN x e y, se calcula mediante la determina-
cion de un valor complementario de la puntuacion de similitud, por ejemplo, dist(x, y) = 1 - puntuacién(x, y). Preferi-
blemente, la medida de distancia dist(x, y) entre dos secuencias de ADN x e y, se calcula mediante la determinacion
de un valor complementario de una puntuacién ponderada de similitud, por ejemplo, en donde restando la puntua-
cién ponderada de similitud de una, en donde la puntuacién ponderada de similitud se calcula dividiendo la puntua-
cion de similitud entre las dos secuencias de ADN alineadas x e y, entre la longitud menor I, I, de las dos secuen-
cias de ADN xe y:

dist(x, y) =1 Puntuacion(x, y)
min(l,,1,)

En la etapa S42, basandose en las medidas de distancia, el detector de centroide 123 determina la secuencia(s)
centroide C para las secuencias de ADN 111 (seleccionadas). Esencialmente, para cada una de las especies agru-
padas, la secuencia centroide C es la secuencia de ADN en el grupo que tiene la medida global menor de distancia
D a las otras secuencias de ADN en el grupo. Alternativamente, una secuencia centroide C se define como un objeto
virtual que se determina para tener la medida de distancia mas corta a todas las secuencias de ADN en el grupo. En
otras palabras, ¢ es la secuencia centroide de un conjunto de secuencias S, si para todas las N secuencias s en el
conjunto S diferentes de c:

D{c) < D(s),

en donde
AF
D(s;) =Y dist(s;,s,).
j=1

Puede haber mas de una secuencia centroide C (congruente) para las secuencias de ADN que tienen las mismas
medidas de distancia.

La Figura 4 muestra un ejemplo de diez secuencias de ADN 50-59, que representan "Abiotrophia defectiva" tal y
como se muestra en la Figura 5, con sus respectivas medidas de distancia dist(x, y) a la secuencia centroide C
("AY879307").

En la etapa S5, el moédulo de valoracién 124 asigna a las secuencias de ADN 111 (seleccionadas) la medida de
distancia dist(x, y) entre la secuencia de ADN Jj respectiva y la secuencia centroide C, como un nivel de confianza
cuantitativo para la anotacion de clasificacion asignada a la secuencia de ADN respectiva. Cuanto mas pequefia sea
la medida de la distancia asociada con una secuencia, mayor sera la probabilidad de que esta secuencia particular
esté proxima al centroide y que por lo tanto su anotacion sea correcta. Por lo tanto, un valor pequeiio de la medida
de distancia dist(x, y) indica un nivel de confianza elevado, mientras que un valor alto de la medida de distancia
dist(x, y) indica un nivel de confianza bajo. Un experto en la técnica entendera, que el nivel de confianza asignado a
las secuencias de ADN 111 (seleccionadas) se puede expresar alternativamente como un valor cuantitativo com-
plementario de la medida de distancia dist(x, y) o como un valor de confianza cualitativo obtenido a partir de la medi-

da de distancia dist(x, y), por ejemplo, a partir de un conjunto de atributos verbales (por ejemplo, "muy alto", "alto",

"medio", "bajo", "muy bajo") o un conjunto de colores.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2456240 T3

En una etapa opcional S6, el detector de errores 125 identifica valores atipicos entre las secuencias de ADN de una
especie. Los valores atipicos tienen la mayor medida de distancia a la secuencia centroide C de la especie respecti-
va. Por ejemplo, en la Figura 4, la secuencia de ADN 59 ("AJ496329") se detectaria como un valor atipico. En una
realizacion, cualquier secuencia de ADN que tiene una medida de distancia a la secuencia centroide C superior a un
valor umbral definido o a una desviacién estandar, se determina como un valor atipico. En una realizacion, los valo-
res atipicos se identifican y se retiran antes de determinar las secuencias centroides (de nuevo).

Posteriormente, en la etapa S7, el detector de errores 125 determina si un valor atipico detectado tiene o no una
medida menor de distancia a una secuencia centroide de otra especie. Si ese es el caso, en la etapa S8, la anota-
cion de clasificacion del valor atipico se marca como incorrecta en la base de datos de referencia 11, por ejemplo,
estableciendo un campo indicador. Ademas, en una realizacién, la anotacién de clasificacion de la secuencia cen-
troide mas proxima, se almacena asignada al valor atipico como una anotacion de clasificacion propuesta.

En una etapa S9 opcional adicional, aparte de los valores atipicos, el detector de centroide 123 asigna la anotacion
de clasificacion asociada con una secuencia centroide C, a las secuencias de ADN 50-58 asociadas con esa se-
cuencia centroide C

Si un usuario accede al sistema informatico 1 para hacer una busqueda en la base de datos de referencia 11 con
una muestra de una secuencia de ADN transferida, por ejemplo, utilizando datos de secuencias de fragmentos de
ADN procedentes de una muestra de ADN de un secuenciador 4 o de otra fuente, se muestra al usuario una interfaz
de usuario con una lista de posibles coincidencias 6, como se muestra en la Figura 6, por ejemplo. Como se puede
observar en la Figura 6, cada registro de la lista se proporciona con su respectiva medida de distancia (dist) al cen-
troide C como un indicador del nivel de confianza. Tipicamente, la lista se presenta con una valoracién mediante
similitud y el nivel de confianza es utilizado por un usuario como una medida de la fiabilidad de la anotacién de clasi-
ficacion respectiva. Por otra parte, los valores atipicos se pueden marcar visualmente en la lista, por ejemplo, resal-
tandolos o coloreandolos, mostrandolos u ocultandolos selectivamente de la lista, y anotaciones de clasificacion
alternativas que tienen un nivel de confianza mejor se puede mostrar, por ejemplo, como una propuesta de una
clasificacion mas adecuada. El nivel de los valores de confianza se puede incluir adicionalmente y mostrar en cual-
quier agrupacion, alineacion o listas valoradas de secuencias de ADN, asi como en los arboles filogenéticos, por
ejemplo.

La Figura 3 muestra una secuencia ejemplar de etapas para un modo amplio de determinacion de las secuencias
centroides de las secuencias de ADN 111 (seleccionadas). Esencialmente, la etapa S40 es un enfoque alternativo o
complementario de la deteccién del centroide realizada en la etapa S4. El procesamiento de la etapa S40 se puede
activar después de la seleccion o deteccion a través del usuario de un nivel de complejidad mediante el detector de
centroide 123. El nivel de complejidad se puede indicar, por ejemplo, mediante al menos un numero definido de
secuencias de ADN que tienen una medida de distancia entre ellas mismas, superior a un valor umbral de compleji-
dad.

En la etapa S401, empleando las puntuaciones de similitud almacenadas en la matriz, el generador de grafos 126
genera un grafo de aristas ponderado 5. Los nodos en el grafo son representativos de las secuencias de ADN (se-
leccionadas) C, 50-59. Inicialmente, los nodos estan conectados si la puntuacion de similitud entre las secuencias de
ADN respectivas es positiva, es decir, si no es cero. Un valor umbral de conectividad inicial se puede establecer para
la puntuacion de similitud para asegurar que los nodos forman un grafo coherente. Una medida de la distancia entre
las secuencias de ADN respectivas se asigna en cada caso como un peso de la arista entre los respectivos nodos.
La medida de la distancia se calcula, por ejemplo, tal y como se ha descrito anteriormente en el contexto de la etapa
S41.

En la etapa S402, el generador de grafos 126 calcula las densidades de conectividad locales para los nodos en el
grafo. La densidad de conectividad local de un nodo se define por el nUmero de conexiones con otros nodos en el
grafo.

En la etapa S403, el generador de grafos 126 define agrupaciones de nodos en el grafo. Las agrupaciones se defi-
nen a través de la agregacion progresiva hasta maximos de densidad de conectividad local en el grafo. Esencial-
mente, la medida de distancia entre las secuencias de ADN asociadas con nodos dentro de una agrupacion, es
significativamente menor que una medida promedio de distancia entre las secuencias de ADN asociadas con los
nodos del grafo. Un valor umbral de agrupacion inicial (que permite una gran distancia dentro de la agrupacion) se
puede definir para la medida de distancia entre secuencias de ADN asociadas con nodos de una agrupacion, de
modo que todo el grafo forma solo una agrupacion.

En la etapa S404, la agrupacion se muestra a través de la interfaz de usuario 1211 a un usuario en la pantalla 33 del
terminal de entrada de datos 3.

En la etapa S405, opcionalmente, se recibe un valor alternativo para el valor umbral de agrupacion a través de la
interfaz de usuario 1211, del usuario en el terminal de entrada de datos 3. Si en la etapa S406 se determina que se
ha recibido un nuevo valor umbral de agrupacion del usuario, el generador de grafos 126 define las agrupaciones en
la etapa S403 utilizando el nuevo valor umbral de agrupacion como una distancia maxima dentro de la agrupacion.
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Posteriormente, se muestra el grafo con la agrupacion recién definida en la etapa S404. Si en la etapa S406 se de-
termina que no se ha recibido ningln nuevo valor umbral de agrupacién desde el usuario, el procesamiento continda
en la etapa S407.

En la etapa S407, el detector de centroide 123 determina la secuencia(s) centroide C para una o varias agrupacio-
nes del grafo. Para cada agrupacion, el detector de centroide 123 determina la secuencia de ADN asociada con el
nodo que tiene la densidad de conectividad mas elevada en la agrupacion como la secuencia centroide C de esa
agrupacion. Posteriormente, el procesamiento continda en la etapa S5 tal y como se ha descrito anteriormente con
referencia a la Figura 2.

Cabe sefialar que, en la descripcion, el codigo del programa informatico se ha asociado con médulos funcionales
especificos y la secuencia de las etapas ha sido presentada en un orden especifico, sin embargo, un experto en la
técnica entendera que el codigo del programa informatico se puede estructurar de manera diferente y que el orden
de al menos algunas de las etapas se puede alterar, sin desviarse del alcance de la invencién. También hay que
sefialar que el método y el sistema propuestos no solo se pueden utilizar para la evaluacion sin conexion a internet
de anotaciones de clasificacion en una base de datos, sino también en linea (en tiempo real o casi en tiempo real),
por ejemplo, como un filtro para la introduccion de la anotacion de clasificacion para un nueva secuencia de ADN
que se va a afadir a una base de datos.
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REIVINDICACIONES

1. Un método implementado por ordenador para la evaluacién de anotaciones de clasificacion (112) asigna-
das a secuencias de ADN (111) almacenadas en una base de datos (11), comprendiendo el método:

agrupar (S1) las secuencias de ADN (111) basandose en sus anotaciones de clasificacion respectivas (112) por
especies utilizando sistemas de clasificacion establecidos;

determinar para parejas de secuencias de ADN (111) una medida de distancia entre las secuencias de ADN respec-
tivas (111) mediante la alineacion (S31) de forma automatica de las secuencias de ADN respectivas (111) y determi-
nar la medida de distancia (S41) basada en una puntuacion de similitud entre las secuencias de ADN alineadas
(111);

determinar una secuencia centroide (S4, S40), teniendo la secuencia centroide (C) una medida global mas corta de
distancia a las secuencias de ADN (111); y

asignar (S5) a las secuencias de ADN (111) la medida de distancia entre la secuencia de ADN respectiva y la se-
cuencia centroide (C) como un nivel de confianza cuantitativo para la anotaciéon de clasificacion asignada a la se-
cuencia de ADN respectiva;

en donde la medida de distancia se determina entre las secuencias de ADN (111) dentro de una especie; y las se-
cuencias centroides se determinan para las secuencias de ADN (111) dentro de cada una de las especies.

2. El método segun la reivindicacion 1, que comprende ademas la identificacion de valores atipicos dentro de
la especie, teniendo los valores atipicos la mayor medida de distancia a la secuencia centroide (C) de la especie
respectiva, y marcando las anotaciones (112) como incorrectas para valores atipicos que tienen una medida de
distancia mas pequefia a una secuencia centroide (C) de otra especie.

3. El método segun una de las reivindicaciones 1 o 2, en el que el método comprende ademas generar (S401)
a partir de las puntuaciones de similitud entre las secuencias de ADN (111) un grafo de aristas ponderado, siendo
las secuencias de ADN (111) nodos en el grafo, estando conectados los nodos si la puntuacién de similitud entre las
secuencias de ADN respectivas (111) es positiva, y estando asignada la medida de distancia entre las secuencias
de ADN respectivas (111) en cada caso como un peso de la arista; calcular (S402) las densidades de la conectividad
local para los nodos en el grafo; y definir agrupaciones (S403) de nodos a través de la agregacion progresiva hasta
una densidad de conectividad local maxima, siendo la medida de distancia entre las secuencias de ADN (111) aso-
ciadas con nodos dentro de una agrupacion significativamente mas corta que una medida promedio de distancia
entre las secuencias de ADN (111) asociadas con los nodos del grafo, en donde preferiblemente el método com-
prende adicionalmente recibir un valor umbral de agrupacién (S405) de un usuario, que responde a mostrar el grafo
en una pantalla (33); definir las agrupaciones (S403) de nodos aplicando el valor umbral de agrupacion como una
distancia maxima dentro de la agrupacion; y mostrar el grafo (S404) en la pantalla (33) después de aplicar el valor
umbral de agrupacion.

4. El método segun la reivindicacion 3, en el que la secuencia de ADN asociada con el nodo que tiene la ma-
yor densidad de conectividad en una agrupacion se define como la secuencia centroide (C) de esa agrupacion.

5. El método segun una de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la anotacién de clasificacion asociada con una
secuencia centroide (C) se asigna a secuencias de ADN (111) asociadas con esa secuencia centroide (C).

6. El método segun una de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la determinacién de la medida de distancia
(S41) entre dos secuencias de ADN (111) incluye el calculo de una puntuacién ponderada de similitud dividiendo la
puntuacion de similitud entre las dos secuencias de ADN (111) entre la menor longitud de las dos secuencias de
ADN (111), y restando la puntuacion ponderada de similitud de una.

7. Un sistema informatico (1) para la evaluacion de las anotaciones de clasificacion (112) asignadas a se-
cuencias de ADN (111), comprendiendo el sistema (1):

una base de datos (11) que comprende una pluralidad de secuencias de ADN (111);

un modulo comparador (122) configurado para agrupar las secuencias de ADN (111) basandose en sus anotaciones
de clasificacion respectivas (112) por especie utilizando sistemas de clasificacion establecidos (7), y para determinar
para parejas de las secuencias de ADN (111) una medida de distancia entre las secuencias de ADN respectivas
(111) mediante la alineacion automatica de las secuencias de ADN respectivas (111) y determinar la medida de
distancia basada en una puntuacion de similitud entre las secuencias de ADN alineadas (111);

un detector de centroide (123) configurado para determinar una secuencia centroide (C), teniendo la secuencia cen-
troide (C) la medida global menor de distancia a las secuencias de ADN (111); y

un modulo de valoracion (124) configurado para asignar a las secuencias de ADN (111) la medida de distancia entre
la secuencia de ADN respectiva y la secuencia centroide (C) como un nivel de confianza cuantitativo para la anota-



10

15

20

25

30

35

ES 2456240 T3

cion de clasificacion asignada a la secuencia de ADN respectiva;

en donde el médulo comparador (122) se configura adicionalmente para determinar la medida de distancia entre las
secuencias de ADN (111) dentro de una especie; y el detector de centroide (123) se configura adicionalmente para
determinar las secuencias centroides (C) para las secuencias de ADN (111) dentro de cada una de las especies

8. El sistema (1) segun la reivindicacion 7, que comprende ademas un detector de errores (125) configurado
para identificar valores atipicos dentro de las especies, teniendo los valores atipicos la mayor medida de distancia a
la secuencia centroide (C) de la especie respectiva, y para marcar anotaciones (112) como incorrectas para valores
atipicos que tienen una medida de distancia mas pequefia a una secuencia centroide (C) de otra especie.

9. El sistema (1) segun una de las reivindicaciones 7 u 8, en el que el sistema (1) comprende ademas un
generador de grafos (126) configurado para generar a partir de las puntuaciones de similitud entre las secuencias de
ADN (111) un grafo de aristas ponderado, siendo las secuencias de ADN (111) nodos en el grafo, estando conecta-
dos los nodos si la puntuacion de similitud entre las secuencias de ADN respectivas (111) es positiva, y estando
asignada en cada caso la medida de la distancia entre las secuencias de ADN respectivas (111) como un peso de
arista, para calcular densidades de conectividad locales para los nodos en el grafo, y para definir agrupaciones de
nodos a través de la agregacion progresiva hasta maximos de densidad de conectividad local, siendo la medida de
distancia entre las secuencias de ADN (111) asociada con nodos dentro de una agrupacion significativamente mas
corta que una medida promedio de distancia entre las secuencias de ADN (111) asociadas con los nodos del grafo.

10. El sistema (1) segun la reivindicacion 9, en el que el sistema (1) comprende ademas una interfaz de usuario
(1211) configurada para recibir un valor umbral de agrupacion de un usuario, que responde a mostrar el grafo en una
pantalla (33); el generador de grafos (126) esta configurado ademas para definir las agrupaciones de nodos median-
te la aplicacion del valor umbral de agrupacion como una distancia maxima dentro de una agrupacion, y para mos-
trar el grafo en la pantalla (33) después de aplicar el valor umbral de agrupacion.

11. El sistema (1) segun una de las reivindicaciones 9 o 10, en el que el detector de centroide (123) esta confi-
gurado ademas para definir la secuencia de ADN asociada con el nodo que tiene la densidad de conectividad mas
alta en una agrupacioén, como la secuencia centroide (C) de esa agrupacion.

12. El sistema (1) segun una de las reivindicaciones 7 a 11, en el que el detector de centroide (123) esta confi-
gurado ademas para asignar la anotacion de clasificacion asociada con una secuencia centroide (C) a secuencias
de ADN (111) asociadas con esa secuencia centroide (C).

13. El sistema (1) segun una de las reivindicaciones 7 a 12, en el que el médulo comparador (122) esta confi-
gurado ademas para determinar la medida de distancia entre dos secuencias de ADN (111) restando una puntuacion
ponderada de similitud de una, la puntuacién ponderada de similitud se calcula dividiendo la puntuacién de similitud
entre las dos secuencias de ADN (111) entre la longitud mas corta de las dos secuencias de ADN (111).

14. Un producto de programa informatico que comprende medios de codigo de programa informatico para con-
trolar uno o varios procesadores de un sistema informatico (1), de tal manera que el sistema informatico (1) realiza el
método segun una de las reivindicaciones 1 a 6.

15 El producto de programa informatico segun la reivindicacion 14, que comprende ademas un medio legible
por ordenador que contiene los medios de cédigo de programa informatico.

10
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